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Resumen

Para el afio 1934 la toxina de Coley era el unico tratamiento sistémico para el
tratamiento de cancer. Lste preparado fue desarrollado unos arios antes por el prestgioso
cirujano del Memeorial Hospital de New York, William B. Coley, utilizando toxinas bacterianas
de los géneros Serratia y Streptococcns. Este producto se convirtio asi en la primera vacuna
oncolégica y en uno de los primeros tratamientos sistémicos del cancer. A pesar de los
experimentos iniciales del siglo pasado, luego de los ensayos de Coley la inmunoterapia
oncoldgica fue dejada de lado por el advenimiento de las drogas quimioterapéuticas y las
mejoras en la radioterapia.

En las Gltimas décadas se ha vuelto a observar a la inmunoterapia como una estrategia
complementaria valida para el tratamiento de cincer. Este nuevo interés sobre estc tpo de
tratamicntos, ticne sus bases en el gran avance alcanzado en el entendimicnto de los
mecanismos inmunoldgicos y de los procesos que dominan la biologia tumoral.

Lin esta tesis se presentan resultados relativos a dos vacunas desarrolladas a partir de
gangliésidos, moléculas de membrana anfipaticas que pertenecen a la familia de los
glicoesfingolipidos con por lo menos, un residuo de icido sialico lo cual es una caracteristica
distintiva de estos compuestos. l.os resultados se centran en la evaluacion de los efectos
toxicos, la respuesta antitumoral v la modulacién inmunoldgica desencadenados por la
aplicacion de vacunas inmunoterapéuticas a base de gangliosidos, consistentes en un
anticuerpo anti-idiotpo dirigido a gangliésidos glicolilados (anticuerpo 1E10) y de una vacuna
molecular del gangliésido NacGM3 conjugado a proteinas externas de membrana de N.
Meningitidis en proteoliposomas de muyv pequeno tamano (NacGM3/VSSP). Con este fin se
cvaluard también el perfil de los modelos murinos experimentales de cancer mamario y
melanoma a emplearse para cada vacuna, respectivamente.

Los resultados  demuestran  que los modelos  animales  elegidos  presentan
caractcristicas adecuadas para scr utlizados como herramientas de evaluacion de los efectos y
mecanismos desencadenados por la inmunizacion con las vacunas.

l.a linea celular de cancer mamario murino [F3H crece en el espacio subcutineo
desarrollando un fenotipo tumoral altamente maligno. Su portacién produce un cuadro
inmunoestimulatorio posiblemente ligado a la secrecion de GM-CSF, citoquina ante la cual se
modifica su respuesta proliferativa. Ademas estas células son reactivas al anticuerpo P3,
precursor del 11210, lo que la convierte en un modelo apropiado para la evaluacion de la
respuesta antitumoral de 11:10. La inmunizacién de ratones con el preparado 1E10-KLH no
produce efectos toxicos de magnitud en los animales, desarroltando una respuesta humoral
que es capaz de reconocer a las células IF31L Udlizando este proceso de inmunizacién se
pucde observar un retardo en cl crecimiento tumoral v una disminucion significativa en el
recuento de metastasis espontaneas en los ratones tratados.

Ademis se evalué a la linea B16 crecida en animales singénicos como modelo de
estudio de los efectos producidos por la vacunacion con NacGM3/VSSP. Las células B16
presentan en su membrana al gangliésido NacGM3, reaccionando positivamcnte ante la
presencia del mismo en el medio de culuvo. La vacunacion de ratones C57 con
NacGM3/VSSP desarrolla una respuesta inmunolégica humoral que es capaz de reconocer a
los componentes de la vacuna v a las células de melanoma B16. l.a aplicacion de la vacuna no
produce efectos toxicos de importancia. La vacunacion con NacGM3/VSSP genera una
respuesta anttumoral que se manifiesta en el rechazo del desafio tumoral en el 100% de los
animales vacunados. [ista respuesta se manticne en el tiempo hasta tres meses luego de
finalizada la misma. La respuesta antutumoral obtenida es dosis dependiente yva que se pudo
observar una actividad antitumoral creciente en lotes de ratones inmunizados con una
concentracion vacunal de hasta 360 pg/dosis v especifica hacia células que expresan el
gangliosido NacGM3. la vacunacion con NacGM3/VSSP desarrolla una respuesta de
anticuerpos con preponderancia del isoupo lg(G2b. Listos anticuerpos reconocen cortes de
tumor B16 siendo su epitope reactivo el residuo de icido sialico presente en las células.
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Resumen

La investigacién basica en vacunas provee un mejor entendimiento de los mecanismos
inmunolégicos involucrados en el rechazo tumoral inducidos por la vacunacién. Los ensayos
preclinicos con modelos animales de cancer son de importancia capital en el estudio de los
efectos inmunomodulatorios de estas vacunas y en la evaluacién de sus capacidades
terapéuticas a nivel clinico.
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Abstract

By 1934 Coley’s toxin was the only systemic treatment for cancer. This compound
was developed few years before for the famous surgeon from The Memorial Hospital of New
York, William B. Coley, using bacterial toxins from Serrutia and Streptococcus. This product
become the first cancer vaccine and one of the first systemic treatments for cancer. Despite
the initial experiments carried out in the last century, after Coley artempts cancer
immunotherapy was abandoned due to the appearance of quimiotherapeutic drugs and
improvements in radiotherapy.

In the last decades, immunotherapy is seeing again as a valid adjuvant therapy for
cancer treatment. This new interest in this kind of treatments, is based in the important
advance reached in the understanding of immunology and the processes that govern tumor
biology.

In this thesis, results related with two vaccines based in gangliosides are presented.
Gangliosides are amphipatic membrane molecules that belong to the glicoesfingolipid family,
having at least one residue of sialic acid, which is a distinctive characteristic of this kind of
compounds. The results focus in the evaluation of toxicity, antitumoral response and the
immunological modulation due to the application of this two vaccines, one an antiidiotypic
antubody against glycolilated gangliosides (1E10 andbody) and other a molecular vaccine
composed by the ganglioside NacGM3 conjugated to proteins from the outer membrane of
N. Meningitidis in proteoliposomes of very small size (NacGM3/VSSP). With this reasoning in
mind, the profile of the experimental murine models of breast cancer and melanoma to be
emploved with each vaccine, was also evaluated. Results demonstrated that the animal models
chosen have the characteristics needed to be used as evaluation tools of the effects and
mechanisms developed by the immunization with the vaccincs.

F31I murine breast cancer cell line grows in the subcutis developing a highly
malignant tumor phenotype. lts bearing produce an immunoestimulatory effect probably
related to the secretion of GM-CSF, a cytoquine able to modify its proliferative response.
Furthermore, this cells are reactive to P3 antibody, a precursor of 1E10, becoming a very
adequate model for the evaluaton of 1E10 antitumor response. Immunization of mice with
the preparation 1110-KILH did not produce relevant toxic effects in the animals, developing a
humoral response able to recognize F31I cells. Using this immunizaton process it can be
observed a delay in tumor growth an a significant decrease in the number of spontaneous
metastasis in treated animals.

Also, the B16 line, growing in singenic animals, as a study model of the effect
produced by vaccination with NacGM3/VSSP, was evaluated. B16 cells have in its membrane
NacGM3 ganglioside. Vaccination of C57 mice with NacGM3/VSSP developed a humoral
immunologic response able to recognize both, components of the vaccine and B16 melanoma
cells. Administraton of the vaccine did not produce relevant toxic effects. Vaccination with
NacGM3/VSSP generated an antitumoral response that translated in the rejection of the
tumor challenge in 100% of the vaccinated animals This response is sustained in the time up
to three months after final inoculation. The antitumoral response obtained is dose-dependent
since was observed an increasing antitumoral activity in mice immunized with a vaccine
concentration of up to 360 pg/dose, being specific towards cells expressing NacGM3
ganglioside. Vaccination with NacGM3/VSSP developed an antibody response mostly based
in the isotype IgG2b. This anubodies recognize B16 tumor slides being its reactive epitope
the sialic acid residue which s present in the cells

Basic rescarch in vaccines provide a better understanting of the immunologic
mechanisms involved in tumor rejection induced by vaccination. Preclinical experiments with
animal models of cancer are of utmost importance in the study of the immunomodulatory
effects of this vaccines and the evaluation of its therapeutic capabilities at the clinical level.

-19-
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Teniendo en cuenta la potencial utilidad de los ganglidsidos en la
inmunoterapia antitumoral, los trabajos presentados en esta tesis s¢ centraran en
la evaluacidn de las respuestas y los mecanismos antitumorales desencadenados
por la aplicaciéon de vacunas inmunoterapéuticas a base de ganglidsidos,
consistentes cn un anticucrpo anti-iddiotipo dirigido a gangliésidos glicolilados
(anticucrpo 1E10) y de una vacuna molecular del gangliésido NacGM3
conjugado a proteinas externas de membrana de N. Menngitidis en
proteoliposomas de muy pequeno tamafno (NacGM3/VSSP). Con este fin sc
cvaluara también el perfil de los modelos murinos experimentales de cancer
mamario y melanoma a emplearse para cada vacuna, respectivamente.

La hipotesis central de este trabajo esta centrada en que los modelos
murinos elegidos presentan caracteristicas adecuadas para ser utilizados como
herramientas de evaluacion de los efectos v mecanismos desencadenados por la
inmunizacion con las vacunas ya presentadas.

Conccerniente  al  anticuerpo  ant-idiotipo 1E10 se espera que la
inmunizacién con este anticuerpo unido covalentemente a KLH sea capaz de
desencadenar un cfectivo rechazo tumoral basado en la induccién de una
coherente respuesta inmunologica contra el tumor asociado a una leve respuesta
toxica.

Relativo a la vacuna NacGMfﬁ, s¢ inficre que la inmunizacién con la
misma, c¢s capaz de desencadenar una respuesta antitumoral basada en la
modulacion del sistema inmune en contra de las células tumorales. Los eventos
de toxicidad esperados para esta vacuna son minimos. También serin
explorados los mecanismos por los cuales se lleva adelante esta
inmunomodulacién, determinando la respuesta de anticuerpos especifica
desencadenada, su perfil de expresién v los blancos moleculares hacia los cuales

esta dirigida.



Objetivos

Objetivos particulares

1) Caracterizacion de los modelos tumorales singénicos elegidos.

e Valorar in wtro las caracteristicas morfologicas y de comportamiento de
las lineas celulares elegidas, ademads del perfil de expresion de gangliésidos
que presentan intercs para el proyecto.

o Evaluar in vive las caracteristicas tumorales de los modelos experimentales
empleados, considerando la progresién tumoral primaria y metastasica, y

los efectos que ella produce en el animal portador.

2) Evaluacion de la tolerancia y los efectos toxicos asociados a la aplicacion de los preparados
vacunales.

e Valorar la toxicidad como resultado de la inveccion diaria de los
preparados vacunales o como consccuencia de la inyeccion segun el
protocolo de vacunacién elegido.

® Realizar estudios histopatolégicos completos de los drganos mayores del

organismo para determinar los efectos de la vacunacién sobre el

Or1ganismo.

3) Vialoracion de la actividad antitumoral de los preparados vacunales.

® Determinar un protocolo de vacunacion que desarrolle una adecuada

respuesta antitumoral en los modelos experimentales clegidos.

e Valorar la progresién del tumot primario en los animales sometidos a
vacunacion, asi también como cuantificar la respuesta antimetastisica que

es capaz de desarrollar la vacuna.

-24 -



Obijctivos

4) Determinacion de los mecanismos de respuesta inmunoligica desarrollados por la

vacnacion.

Valorar la respuesta inmunolégica desarrollada por la vacunacion,

Estudiar el perfil de inmunoglobulinas y la reactividad de estas contra los
componentes de la vacuna en la respuesta generada por la vacunacion

con NacGM3/VSSP.

Evaluar la respuesta inmunoldgica desarrollada contra las células
tumorales.

Extender este estudio a la respuesta contra tumores humanos utlizando
sucros dc los pacicntes ingresados al protocolo clinico de fase I de la
vacuna NacGM3/VSSP.

Estudiar los arreglos moleculares sobre los cuales se articula la respuesta

inmunolégica contra las células tumorales generada por la vacunacion con

NacGM3/VSSP.

-25-
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El cancer

Biologia y evolucion celular

Cada minuto 10 millones de células (107) se dividen en nuestro cuerpo.
Este nimero de células en division no representa un crecimiento del organismo
si consideramos que ¢l nimero de células en un cuerpo humano adulto tiene
entre 7 y 8 6rdenes mayores de magnitud (10" - 10') y que la tasa de muerte
cclular ¢s rclativamente la misma que la de proliferacion. Esto significa que ¢n
condiciones normales, un cuerpo adulto no experimenta aumento de masa a
costa del aumento en el mimero de células. Sin ¢mbargo, el ciancer es una
enfermedad en donde se pone de manifiesto un desorden proliferatvo de
algunas células del cucrpo. El nimero de células que se divide es mayor al
numero de células que mueren en un determinado tejido, dando origen a un
tumor. Se consideran tumores benignos aquellos que no se extienden més all
del sitio de origen y no comprometen la salud de la persona, como por cjemplo
los lunares o nevos y los lipomas. Los malignos son aquellos tumores agtesivos,
con células con la capacidad de diseminarse por el organismo, y que pueden
afectar el normal funcionamiento del cuerpo. La enfermedad derivada de la

portacion de tumores malignos se denomina cancer.
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Un poco de historia

En los tiempos grecorromanos, todos los tumores eran considerados
como sucesos de orden inflamatorio. Segun esta
concepcién, los tumores eran la consecuencia del
movimiento anormal de los fluidos corporales hacia los

tejidos. El concepto de tumor como un crecimiento de

Hipécrates

tejido “nuevo” (neoplasia) es una idea relativamente
reciente, teniendo un nacimiento hace alrededor de dos
siglos. Hipocrates (460-377 A.C.), considerado el padre de la medicina, clasifico
en aquel momento a los tumores en tres categotias phumata, oidemata v
karkinomata, aunque las tres categorias podian incluir ocasionalmente algin tipo
de cancer tal como lo conocemos hoy. Dentro de Phumata se encontraban una
variedad importante de tumores tanto de origen inflamatorio como neoplasico
pero mayormente benignos, mientras que Oidemata se referia a tumores blandos
e indoloros que inclufan normalmente edemas. La gran mayoria de lo que
conocemos como tumores malignos eran llamados karkinoi/ karkinomata, que en
latin se traduce como cancrum/carcinoma, palabras de las cuales derivan cancer
y carcinoma. Hipderates asigno la palabra karkinoi (en griego: cangrejo), ya que
_la invasion tumoral le recordaba a €l las pinzas de este animal.

Los agentes etiologicos causantes de esta enfermedad conforman una lista
extensa. Aunque esta bien documentado la existencia de ntcleos familiares con
alta predisposicion a desarrollar ciertos tipos de cancer, los factores ambientales

y ciertos habitos de vida conforman el 80% de las causas probadas de desarrollo

de la enfermedad.
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Transformacion celular

El pasaje de una célula normal a una tumoral, evento conocido como
transformacion celular, involucra una serie de pasos quc nccesariamente
incluyen cambios en la informacion genética de la célula. FEs por esto que el
cincer es una enfermedad con causas que sc entienden cn el mundo de la
biologia molecular a través del analisis de las mutaciones adquiridas por las
células y las consecuencias de comportamiento que estas mutaciones imponen,
en las células y en el tejido afectado. Abonando el concepto de origen
monoclonal de los tumores, se acepta que la enfermedad comienza con un
cvento fundacional de transformacién, lo que implica que la modificacién en
una sola célula es capaz de dar el puntapié inicial en la conformacién del tumor.
La progresiva adquisicién de mutaciones v la seleccion por el microambicnte
tisular determinan el origen, la evoluciéon vy las caracteristicas del tumor. Sin
cmbargo, a pesar del origen monoclonal, la poblacion tumoral presenta un nivel
de heterogencidad celular importante, dado por las distintas subpoblaciones
derivadas de linajes celulares que atravesaron distintos caminos de mutacion.
Fste hecho hace que las reglas de la selecciéon determinen que ciertas
subpoblaciones sc cncucentren mas representadas en un momento de la
progresion tumoral, mientras que otras pueden hacerlo en otro.

Las mutaciones que se registran en los tumores suceden invariablemente
con elementos que regulan la proliferacion celular. En la célula transformada la
proliferacion auténoma es una caracteristica distintiva, a diferencia de lo que

ocurre cn las células normales.
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Oncogenes y genes supresores de tumor

Los oncogenes fueron descriptos originalmente como parte de la
informacién genética de ciertos virus que tienen la habilidad de transformar
células eucariotas, produciendo finalmente tumores'. Estos virus estimulan la
proliferacion de la célula huésped y para cllo utlizan como herramienta a los
oncogenes virales, una bateria de clementos genéticos que se traducen dentro de
la célula huésped, tomando el control de la proliferacién celular’. Resulté
sorprendente el hallazgo que estos genes virales eran elementos “robados” de
genes normales de las células eucariotas, que en condiciones normales actian
modulando el ciclo celular, pero que con sutiles v criticas modificaciones alteran
su funcionamiento. A estos genes normales se los denominé protoncogenes; la
denominacién protoncogén csta dada por la idea de que la alteraciéon de estos
genes da lugar a su contrapartida patoldgica u oncogén’.

Los oncogenes pueden codificar proteinas de membrana, citoplasmaticas
0 nucleares, que invariablemente participan en las vias de sefializacion celular. 1.a
mayoria actua a traves de vias de fosforilaciéon, siendo tanto receptores dc
membrana, intermediarios de sefializacion o cstimuladores de  transcripcion
nuclear. La mutacién en estos genes es dominante lo que implica que la
mutacién en sélo uno de los alelos del gen es suficiente para contribuir al
fenotipo transformado.

Un cjemplo claro es el oncogén erb-B2. Este oncogén es una copia
alterada del gen que codifica para el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (Epidermal Growth Factor, EGF)*. La transcripcion de este gen en
células normales genera un producto proteico que alcanza la membrana
plasmatica pero no estd regulado por su unién al ligando, el EGF, sino que envia
sefales de proliferacion constantemente al interior celular. De esta mancra, la
célula se encuentra en constante estimulacion proliferativa, dando el puntapié

- B . . S
inicial para el desarrollo de una ncoplasia’.
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El otro grupo de genes implicados en la transformacion celular es el de
los llamados genes supresores tumorales, los cuales estin implicados en los
mecanismos de inhibicidon de la proliferacién celular. Las mutaciones en cstos
genes o la delecion de las porciones cromosémicas que los contienen, pueden
modificar dramaticamente cl comportamiento celular. Los supresores de tumor
deben su nombre al hecho que, cuando estin presentes o activos, la
transformacion tumoral no se produce, ya que detienen el ciclo celular. Esto
implica que a diferencia de lo que ocurre con los oncogenes, la mutacién no es
dominante sino recesiva, puesto que ambos genes denen que estar alterados para
que la alteracion del ciclo celular ocurra. Las primeras evidencias que indicaban
la existencia de reguladores negativos de la proliferacion celular surgicron de
experimentos de fusion celular. Cuando células normales se fusionan con células
transformadas, se producen fuertes modificaciones cromosémicas que en los
casos c¢n los cuales ¢l fenotpo maligno es el preponderante, s¢ omiten
invariablemente particulares regiones cromosomicas. De estos experimentos se
interpreté que la desregulacion del ciclo celular ocurre siempre que ciertos
elementos genéticos son omitidos en la célula®,

Un cjemplo de los genes supresores de tumor es ¢l gen Rb, el cual debe
su nombre a un raro tdpo de cancer que aparece en nifios, el Retinoblastoma. La
peérdida o alteracion de ambos alelos de este gen se ha descripto en la gran
mayoria de los casos clinicos de esta enfermedad. El gen Rb codifica para una
proteina nuclcar presente en una gran cantidad de tipos celulares de mamifcros.
Es una proteina regulada por fosforilacton; cuando no esta fosforlada tiene
afinidad por proteinas inductoras del ciclo celular. Asi, Rb resulta ser un
regulador negativo del ciclo celular, puesto que su ausencia o
malfuncionamiento lleva a la continuidad de la actividad proliferativa®,

Se consideran mutaciones primordiales a aqucllas que participan en los
pasos iniciales de la transformacion neoplasica v que, como ya se menciond,

cstan involucradas en la desregulacion del ciclo celular. Una serie de mutaciones
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adicionales y modificaciones fenotipicas deben ocurrir para que la
transformaciéon inicial de lugar a una masa tumoral maligna capaz de
comprometer la vida del organismo. Estos cambios adicionales pueden
involucrar una variada gama de alternativas, como ¢l aumento en la secreciéon de
proteasas degradadoras de matriz extracelular™, la secrecién de factores de
1 1 11 12 sz ’,
crecimiento’ y sus receptores -, el aumento de expresién en moléculas de

adhesién" y de co-receptores'.
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Uso de modelos animales en el estudio del cancer.

El uso de animales de experimentacion representa una herramienta de
invalorable valor para el estudio de los procesos que dominan la malignidad
tumoral y sus posibles tratamientos. Aunque virtualmente los animales que
pueden presentar utilidad para la investigacién oncoldgica son muchos, el mayor
cucrpo de evidencias se cncuentra en el uso de roedores, basicamente Rata
(Rattus norvegicus) y Raton (Mus musculus)",

El concepto modelo animal se refiere a una combinacion de elementos
vivos que dan como resultado un reactivo de laboratorio que presenta alta
predictibilidad y reproducibilidad. La aplicacion de dosis controladas de agentes
carcinogénicos sobre los animales de forma tal de inducir el desarrollo de focos
tumorales, es una dc las alternativas para desarrollar modelos experimentales.
Otra forma estd dada por la induccion de la transformacion de células normales
in vifro y su posterior inyeccion en los animales. El mantenimiento de las células
transformadas ya sca por pasajes reiterados de animal en animal o en
condiciones de cultivo, permite contar con material celular capaz de desarrollar
cancer una vez inyectado en el animal portador.

El animal mayormente utlizado en el estudio del cancer es el raton. Su
facil manejo asociado a lo cconémico dc su mantenimiento v su alta tasa
reproductora, hace de esta especie la mayormente clegida por los investigadortes.
Fue a principios de siglo donde se empezaron a generar por cruza entre
individuos con alta identidad genédca, poblaciones de ratones con una
homologia genética mayor al 99% a las cuales se las conoce como cepas,
herramientas de gran utilidad en experimentacion va que su uso permite
despreciar la variacién de respuesta entre individuos. En la actualidad la pagina
oficial del NCI (Nationa! Cancer Institute) registra mas de 400 cepas distintas de
ratones' .

[.a caracterizacion de una linea tumoral implica el estudio detallado de

una scric de parametros, tanto i vitro como n vive. Estos incluyen ¢l aspecto
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morfolégico que poseen al ser cultivadas i» witro, tiempo de duplicacién
poblacional, densidad de saturacidn, analisis citogenético, capacidad de invasién
sobre matrices artificiales, entre otros. Ir v, las lineas de tumores sélidos son
evaluadas respecto del crecimiento ¢ invasion de la masa neoplasica primaria,
capacidad de inducir la formaciéon de nuevos vasos sanguineos y diseminacion
metastasica espontanea. Las células también pueden ser inoculadas por via
intravenosa en animales de experimentacion, con el objetivo de investigar
directamente la siembra hematégena hacia los érganos blanco, en un ensayo
conocido como diseminacién metastisica experimental. Sobre éstos parimetros
caractenzados, los estudios suelen complementarse con la sensibilidad de la linca
tumoral a agentes quimioterapéuticos tradicionales para el tipo histoldgico en
cuestion.

Con estos elementos, el modelo suele estar a punto para su utilizacion
como banco de prueba para el ensayo de nuevos protocolos terapéuticos, como
también para investigar distintos aspectos de la biologia celular y molecular del
cancet.

Los resultados obtenidos dan cuenta de la gran utlidad que presentan los
modelos murinos en ¢l testco de nucvas terapias oncologicas'’. Hoy en dia la
aprobacién de cualquier nueva estrategia terapéutica requicre su validacion
previa en modelos animales de cancer, pot lo que la eleccién del modelo animal
y su correcta caracterizacion se convierte cn pilares fundamentales de la

investigacion cn las nuevas estratcgias terapéuticas'™'”,
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Descripcion molecular

En el ano 1935, el profesor Ernst Klenk aislé en su laboratorio una
fraccion lipidica soluble en agua a partir del cerebro de vaca. A esta fraccion tan
particular de lipidos, la llamo sustancia X%, Siete afios mas tarde termind su
caracterizacion, denominando gangliésidos (GLS) a sus componentes™. Debido
a la variabilidad en la composicion obtenida utilizando diferentes métodos de
extraccion y a la posibilidad de conseguir distintas fracciones a partir de
diferentes protocolos, Lars Svennerholm propuso en el ano 1956 que los
gangliésidos serfan una familia de moléculas que presentan una variada gama de
arreglos de carbohidratos™. En 1964 se publicé el primer trabajo de compilacién
de informacién (review) importante que hace referencia a los gangliésidos como
entidades moleculares representadas conspicuamente en el sistema nervioso

2 R 2 B3 23
central, con cierta presencia en otras c¢lulas somaticas™.

Los ganglisidos son compuestos lipidicos que pertenecen a la familia de
los glicoesfingolipidos. La presencia de por lo menos un residuo de 4cido sialico
es una caracteristica distintiva de estos compuestos. Es por esto que, junto con
los sulfatidos, constituyen el grupo de los glicoesfingolipidos 4cidos.

Presentan una
porcion hidrofébica
denominada ceramida y una

porcion hidrofilica

Arborizacion
azucarada

altamente variable -segun el

tipo de gangliésido- con

Cadena
linidica

residuos azucarados del tipo
glucosa y galactosa, y una o

mas moléculas de acido

sialico.
Esquemas representativos de moléculas de gangliésidos
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Biosintesis y ubicacion celular

La biosintesis de los gangliésidos se lleva adelante en el reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi, catalizada por enzimas que se encuentran
unidas a membrana. La sintesis de novo comienza con la formacion de la
ceramida.

La condensacion de palmitoil-CoA con una serina resulta en un
compuesto llamado B-ceto-dihidro-esfingosina. Este compuesto es reducido y
acetilado en dos pasos posteriores dando lugar a la dihidro-ceramida que, a
través de una desaturacion final, resulta en la ceramida (C:18 o C:20). La adicién
posterior de una molécula de glucosa da lugar a la glucosil-ceramida. Todas las
enzimas catalizantes de estas reacciones estin localizadas en el reticulo
endoplasmatico con orientaciéon hacia el citosol. La glucosil-ceramida recién
sintetizada experimenta un movimiento de flip-flop de forma tal que queda
orientada hacia el espacio luminal del reticulo endoplasmatico™, donde por
accion enzimatica se le adiciona una galactosa que da lugar al compuesto
lactosil-ceramida®*’. Esta molécula migra desde el reticulo endoplasmatico hacia

las membranas del cs-
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La adicion de un
residuo de acido sialico al compuesto lactosil-ceramida en los sacos de Golgi

deriva en el monosialogangliésido GM3, una segunda adicién origina al
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disialogangliésido GD3 y una tercera al trisialogangliésido GT3. Estos tres
compuestos son los precursores de las tres series de ganglidsidos a, b y c,
denominadas asi por Svennerholm en 1970, siendo la nomenclatura aceptada
hoy en dia para la clasificacion de gangliésidos®’.

La denominacion acido sialico hace referencia a un grupo de compuestos
organicos que comparten una estructura denominada acido neuraminico. La
presencia de un residuo acetilo en el anillo del acido neuraminico da lugar a un
compuesto conocido como acido neuraminico N-acetilado (NANA, por su sigla
en inglés), por lo que al gangliésido que lo incluye en estructura lo
denominaremos NacGLS; si este gangliosido es el GM3 la denominacion que le
corresponde es NacGM3. Sin embargo, una modificacion puede cambiar al
grupo acetilo en uno glicolil, por lo que este acido sialico se denomina NGNA,
siendo la nomenclatura para gangliésidos correspondiente NgGLS.

Mientras que los gangliosidos N-

acetilados son comunes en el ser humano,

. » .~ NAOH —
una delecion en el gen que codifica para la i
o——’//;
. . . ’ . - s NAD
enzima principal de la via de modificacion on
HO . o ——7 " COOH
s . P =
de estos gangliosidos hacia los N- PR g NGNA

[OH]

glicolilados hace que en el ser humano no

Transformacion de acido N-acetil neuraminico
a N-glicolil neuraminico

se presenten naturalmente este tipo de

e 28 . ) . .
gangliosidos™. Sin embargo, es interesante destacar que se ha descripto la

-, » pie . . o 2
expresion de ganglidsidos N-glicolilados en tumores humanos colénicos™ 'y

L 30
mamarios” .

Los gangliésidos se encuentran en la capa externa de la membrana
plasmatica, donde los residuos azucarados se presentan hacia el espacio
extracelular y la porcion lipidica se inserta por interaccion hidrotébica en la
membrana. También se ha descripto la secrecion activa de gangliosidos al

. . . o p. e 3
espacio extracelular, proceso conocido como shedding de gangliésidos™.
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Los ganglidsidos son los componentes mayoritarios de las membranas de
neuronas, constituvendo el 10-12% del total de los componentes lipidicos. Este
porcentaje aumenta hasta el 20-25% si se considera solamente la capa externa de
la membrana plasmatica®™. Varios tipos celulares que no pertenecen al sistema
nervioso expresan distintos tpos de gangliosidos, aunque el tipo y la

concentracion de éstos es altamente variable entre células de distinto origen.
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Participacion de los gangliésidos en la biologia celular

En los ultimos tiempos se comenzé a pensar que los gangliésidos
tendrian una participacidon destacada en funciones normales de las células. Las
primecras  descripciones refieren a los gangliésidos como componentes
conspicuos de la membrana plasmatica de las células neuronales, aunque en ese
momento no se entendian cuales cran las causas que explicaban este hecho®.

Hoy ¢n dia, sc conoce mucho mas de la biologia de estos compuestos, su
ubicacion y la participacion que tienen en la biologia celular, tanto normal como
tumoral, aunque ain quedan muchas preguntas por responder.

Un trabajo publicado hace algunos anos propone que la presencia de
gangliosidos en el cerebro de animales vertebrados podria estar relacionada con
la adaptacién al aumento en la temperatura corporal®. En este trabajo se hace
un extenso analisis de la concentracion de ganglidsidos en el cerebro de varios
upos de animales v se establece una correlacion entre la relacion de
fosfolipidos/ganglisidos v la temperatura corporal. Estos resultados estarian en
linea con el hecho que sdlo los vertebrados expresan gangliosidos, siendo la
mayoria de ¢llos homeotermos.

En la aluma década una cantidad importante de trabajos hace referencia a
la funciéon de ganglidsidos en células no pertenecientes al sistema nervioso.
Mediante el uso de animales &nmock-out se ha podido determinar que estas
moléculas cumplen un rol fundamental en estadios embrionarios tanto en el
desarrollo como en la diferenciacion celular. Ratones a los cuales se les suprimio
la cxpresion de glucosil-ceramida sintasa (la enzima responsable de generar la
glucosil-ceramida en el reticulo endoplasmatico) v que por ende son incapaces
de producit ganglidsidos, presentan una mortalidad del 100% en estadios fetales.
En estos ratones se pudo observar que una apoptosis masiva centrada en el
cctodermo alrededor del dia 7 de gestacion es la causa fundamental de muerte
de los animales doble &nock-our™. Ademis, células precursoras aisladas a partir de

estos mutantes no fueron capaces de diferenciarse en células maduras lo cual

-43 -



Los gangliésidos

demuestra que los gangliésidos no sélo son necesarios para la proliferacion
celular sino también en la diferenciacion de los tejidos embrionarios.

Han sido generados otros ratones incapaces de producir distintos tipo de
gangliésidos y aunque sobreviven al periodo embrionario muchos de ellos —
sobre todo los que al menos expresan monosialogangliésidos—, en todos se ha

constatado fallas en el sistema nervioso.

Por mas de treinta anos el modelo de membrana plasmatica de Singer y

35

Nicholson™ explicé muchos de los sucesos que ocurren en las membranas

celulares, donde las proteinas son imaginadas como estructuras dindmicas
inmersas en un “mar” de fluidos lipidicos. En la actualidad se acuerda que este
modelo no se ajusta estrictamente a la realidad, ya que varios trabajos publicados
en la ultima década describen superestructuras moviles incluidas en la
membrana plasmatica —compuestas por glucolipidos, colesterol y proteinas—
denominadas clusters o rafts de membranas,
aludiendo en inglés a agregados moleculares que
“navegan” en la membrana.

Entre otras caracteristicas, los estingolipidos
se diferencian de los fosfolipidos por contener

largas cadenas carbonadas con uniones saturadas, lo

cual les confiere la particularidad de agruparse y

Esquema representativo de los rafts
de membrana

empaquetarse  rapidamente.  Estudios  con
membranas sintéticas determinaron que a cierta relacion
estingolipidos/fosfolipidos se produce naturalmente una separacion de fases en
la. mezcla®. La adicion de colesterol a las preparaciones de
esfingolipidos/fosfolipidos ~ sintéticas ~ disminuye la  concentracion  de
esfingolipidos necesaria para generar la separacion de fases’’, hecho que
explicaria por qué el colesterol se encuentra en alta concentracion en los raffs de
membrana. Ademas, la deplecion de colesterol de la membrana plasmatica

desordena los rafts y afecta profundamente su funcionamiento™. Ha sido
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reportado que la concentracidon de glicolipidos —particularmente de gangliésidos
y sulfatidos— se encuentra aumentada 5 veces en los raffs de membrana en
comparacion a la concentracion en el resto de la membrana plasmatica®.

Se ha aportado mucha informacién acerca de la participacion que tienen
los gangliésidos en los raffs de membrana. No sélo en su aspecto estructural,
sino también como activos participes en la adhesion celular, la diferenciacién y

la modulacion de los factores de crecimiento.

Gangliosidos y receptores de membrana. La presencia cn los raffs de membrana de una
variedad de proteinas relacionadas con la sefalizacion celular, hace sospechar
que estas cstructuras ticnen un alto grado de compromiso con este tipo de
cventos celulares. En un modclo simple, los raffs de membrana son visualizados
como plataformas de sefializacion que sirven para colocalizar los componentes
partictpantes en las vias de sefalizacion. Es asi que receptores, intermediatios de
scnalizacion, kinasas y sustratos estarian localizados en una porcién discreta del

citoplasma, lo cual optimizaria su funcionamiento y permitiria un alto grado de

. )
rcglllﬂci(’)l]4( .

Sc han descripto dos tipos de receptores asociados a estas estructuras, los
receptores asociados a proteinas G v los receptores de tipo tirosina kinasa. Entre
otros receptores podemos mencionar: receptores de células T v B, integrinas,
receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFr) v receptor de insulina
como los mas destacados. En la tabla sc describen los receptores mencionados

mas frecuentemente cn bibliografia presentes en raffs de membrana v su

conducta al ser estimulados.
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Comportamiento ante el estimulo

Receptor Se mueve haciael Se mueve fueradel No varia
raft raft

Tirosina kinasas
EGF *
EtbB2
Insulina *
NGF
PDGF
Proteina G
Adenosina Al *
Angiotensina II tipo I *

* ¥ * *

B2-adrenérgico *

Bl-adrenérgico *
M2-muscarinico

colinérgico

Bradiquinina 1 *

Bf:\diquinina 2
EDG-1
Endotelina *
Rodopsina *

*

Receptores asociados a los rafts de membrana y su comportamiento ante el estimulo.
Fuente: Pike LJ, 2003.

Un ¢jemplo de la participacion de los gangliosidos en la modulacion de
receptores de membrana es la interaccion entre ¢l GM1 v el NGF (nerve growth
Sactor). El GM1 regula positivamente la actividad de los receptores de tirosina
kinasa del NGF (nerve gronth factor), denominados Trks. Los primeros trabajos
demostraban que la adicion de GM1 al medio de cultivo aumenta la sensibilidad
al NGF en las células PC12, una linea celular de rata utilizada ampliamente en
estudios dc diferenciacion celular. Estas células demostraban crecimiento de
ncuritas y expresion de microfilamentos en presencia de dosis sub6ptimas de
NGF en medio de cultivo suplementado con GM1*. Recientes estudios en
lincas celulares v células de tejidos nerviosos, demostraron que el GM1 facilita la
autofosforlacién del receptor, ademds de inducir su correcta localizacion en
membrana*’. También sc¢ ha reportado que el GM1 v otros ganglidsidos inducen

. - 1- -, - 43
la via de senalizacion de ERKY.
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Ganglidsidos y comportamiento celular. A principios de la década del noventa fueron
publicados los primeros resultados que demuestran el papel que despliegan
algunos ganglidsidos, como el GM3, en la adhesién celular. Los resultados
indicaban que estos gangliosidos inducen la adhesion celular a través de la
intcracciéon con otras moléculas glucolipidicas™. Ademas, un trabajo reciente
demostré utilizando células transfectadas que sobreexpresan ganglidsidos de la
serie b y anticuerpos anti-GLS seric b, que GT1b y GD3 estimulan las vias de
FAK-Stcl, la cual esta involucrada en cl fenémeno de spreading cclular®. Sin
embargo, estudios hechos utiizando lineas celulares de keratinocitos revelaron
que estos ganglidsidos interaccionan con integrinas, particularmente con la
integrina o3,, imposibilitando su union a la fibronectina (FN). Esta interaccion
se verifico para todos los componentes de la serie, aunque el nivel varia segun el
gangliésidos implicado; asi, la magnitud de la interaccion registrada es
GD1b>GD3>GM3". Los resultados estan en linea con trabajos anteriores que
describian que estos ganglidsidos inhiben la migracion v el spreading celular sobre
coatings de fibronectina® *. Finalmente, esta modulacién negativa parece estar
rclacionada con la asociacion del gangliosidos a una molécula proteolipidica
denominada CD9, por lo que la inhibicién en la movilidad se dara en
circunstancias en las que ambas moléculas cstan expresadas en la superficie

9.50
celular*-*",
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Los gangliésidos y la transformacion maligna

Como se menciond, la transformacion maligna involucra la alteracién de
las vias de sefializacién. Estos cambios implican, de manera invarable, la
regulacion positiva o negativa en la expresion de moléculas que participan
directa o indirectamente en la traduccién de sefales. Ademas, durante el proceso
de transformacién el perfil de expresién de antigenos se ve alterado,
modificando asi la concentracién relativa de moléculas en membrana en funcién
de las nuevas demandas celulares.

La sobreexpresion de gangliésidos en tumores de origen
ncurocctodérmico es una caracteristica descripta en los comienzos de la década
del sesenta’*?. La ocurrencia de estas moléculas en distintos tipos de tumores y
su baja concentracién en la gran mayoria de las células normales del organismo
ha hecho que sean consideradas buenos marcadores tumorales para los canceres

54,55 . 5 57
3455 astrocitoma® v sarcoma’

epiteliales”, melanoma
Algo mias de dicz afios atrs se demostré que el aumento en la expresidn del
oncogén ras /7 ufrp aumenta la presencia de arreglos azucarados conteniendo
acido sidlico™ v que la concentracién de esta molécula en membrana csta
relacionada con la agresividad tumoral in viro™. Siendo el acido sialico un residuo
presente en todos los gangldsidos, es de esperar que buena parte del aumento de
esta molécula en la membrana celular se deba a los gangliosidos. En afios
posteriores, estudios realizados sobre lineas celulares de melanoma depletadas
de GD3 senalaron que el cambio de perfil de gangliésidos en membrana
conduce a una disminucioén en la proliferacton celular y en las caractersticas
tumorigénicas de las células®’. Los dltimos trabajos realizados en el 4rea
demuestran que la manipulacién en la expresion de gangliosidos a través del uso
de técnicas de transfeccion, altera pmﬁmdamente el comportamiento cclular y la

malignidad tumoral confirmando que la presencia de cstas moléculas en la

supcrficie celular no es un cfecto colateral del proceso de transformacion sino
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una consecuencia de 1a seleccion de marcadores que participan activamente en el

fenotipo tumoral®: 2,
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Los ganglidosidos como inmunomoduladores

Varios grupos de investigacion han estudiado la  actividad
inmunomoduladora de los gangliésidos. Los datos recabados hasta el momento
indican que este tipo de moléculas cumple un rol critico en la interaccién entre
ciertos tumores y el sistema inmune. Esta hipotesis esta basada principalmente
en resultados que demuestran la activa secreciéon de gangliésidos al medio
extracelular por células tumorales y la actividad inmunosupresora que estos
gangliésidos tienen®.

Los primeros resultados obtenidos en la década del ochenta indicaron
que los gangliosidos son capaces de inhibir la presencia de la molécula CD4 in
vitro en linfocitos de roedores v humanos™, ademas de inhibir la adhesion en
monocitos”. Trabajos postetiores demostraron que los gangliosidos derivados

de células tumorales estin involucrados en varios pasos de la inhibicién de la

respuesta inmune; pueden bloquear las funciones de linfocitos T hefper™, la
actividad citotéxica de las células natural killer’ , 1a produccion de TNFa (turmeor

necrosts factor @) v la presentacién antigénica de monocitos®*. Kl cfecto
inmunosupresor de los gangliésidos tumorales fue también bien demostrado in
vive en un modelo murino®.

Es significativo el hecho que la estructura de. los ganglidsidos sca un
factor determinante en cl nivel de actividad inmunosupresora™, siendo la
combinacién de residuos azucarados y el largo de la cadena carbonada de la
ccramida los clementos mayormente responsables. Los gangliésidos sintctizados
por los tumores tienen propiedades distintas de aquellos presentes en células
normales; entre las diferencias encontradas, la mas notoria csta dada por la
reducida longitud de la cadena lipidica™, asociada al desarrollo de una mayor
actividad inmunosupresora *.

La sintesis de gangliosidos por las células tumorales ha demostrado no ser
solamente un cvento paralelo a la transformacion, sino una caracteristica

determinante del proceso y vinculado a la sobrevida celular. Estos compuestos
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presentan una activa participacton en el comportamiento de las células malignas,
ademds de contribuir a los mecanismos de regulacion del sistema inmune que

nccesita el tumor para sobrevivir ante los embates del organismo.
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Sistema inmune y cancer

En 1796 Edward Jenner, un médico de campo que ejercia su
profesion en su pueblo natal de Gloncestershire al oeste de
Inglaterra, realizo una serie de experimentos exponiendo a la
gente de su pueblo a una variante no mortal de la viruela que
se da en el ganado bovino. La gente expuesta a esta variante de

la viruela demostraba signos de infeccion pero en ningun caso

T la infeccion comprometia la vida del paciente. Segun las
observaciones de Jenner, quienes entraban en contacto con el virus bovino eran
refractarios a la aparicion de nuevos signos cuando eran expuestos a una
segunda infeccién. Deduciendo que la primera infeccién con el material de las
vacas generaba una suerte de proteccion en el individuo frente a posteriores
infecciones, Jenner denomind a este proceso “vacunacion”. Los experimentos
de Jenner se convirtieron en uno de los pasos iniciales del hombre en ¢l campo
de la inmunologia y el responsable finalmente de la erradicacion de la viruela en
¢l mundo.

Desde los experimentos de Jenner hasta nuestros dias son muchos los
avances que se han logrado en el campo de la inmunologia. L.os conocimientos
que s¢ han adquirido durante los dltimos dos siglos, hablan de la complejidad de
funciones inmunolégicas. Siendo el sistema inmune el que lleva la pesada carga
de mantener al organismo fuera del alcance de los patogenos, es entendible que
los procesos que realiza sean variados e intrincados.

Frente a la entrada de un patégeno al organismo, el sistema inmune se
articula en dos tipos de respuestas inmunologicas. Una de ellas actia
inmediatamente como consecuencia de senales de alarma generales que se
encuentran en el mundo microbiano, como el péptidoglicano (componente de la
pared bacteriana de bacterias gram-positivas) o el ARN doble cadena (presente
en ciertas familias virales). Esta respuesta se denomina innata o inespecifica. Su

accionar frente a un agente infeccioso es inmediato, no generando una respuesta
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a largo plazo. Sus actores principales son los macréfagos y los granulocitos, que
son células con alta capacidad fagocitica. Ademas, estas células son las
encargadas de iniciar la respuesta inflamatoria a través de la sccrecién de
mediadorcs como las citoquinas y las quemoquinas. Otro componente
importante de la inmunidad innata estd conformado por un conjunto de
proteinas liticas denominadas sistema de complemento. Estas proteinas circulan
libremente en el plasma sanguinco en forma inactiva. A consecuencia de su
activacion a través de iniciadores especificos, el sistema se activa dando lugara la
conformacién de agregados proteicos con potente actividad citolitica.

La inmunidad adaptativa o especifica genera actividad frente a elementos
propios del agente infecctoso producicndo, ademas, una respuesta —a diferencia
de la innata— con mayor duracién temporal y con generacidn de memoria
inmunolégica. No estd mediada por sefiales generales de alarma, sino que se
articula en funcién de los componentes particulares del patégeno infectante. Los
inmunologos definen como antigenos a aquellas porciones del patdgeno que son
reconocibles por el sistema inmune adaptauvo v que son capaces de
desencadenar una respucsta inmunologica duradera en ¢l tiempo. [os actores
celulares principales de esta respuesta inmunoldgica, son los linfocitos T, los
linfocitos B v las células presentadoras de antigenos cntre las cuales se cuentan
las células presentadoras de antigenos profesionales llamadas células dendriticas.
Los anticuerpos -componentes humorales de la respuesta adaptativa- son
seleccionados activamente durante el proceso infeccioso, por su capacidad de
reconocimiento de los antigenos presentes en el patdgeno, generandose asi una
poblacién de anticuerpos con una alta reactividad antigénica.

Las reacciones inmunolégicas pueden ser llevadas a cabo, no sélo contra
microbios externos sino contra células del propio organismo. Esta situacion
puede darse en un contexto patologico -como lo son las enfermedades
autinmunes o las reacciones de hipersensibilidad-, contra células infectadas por

virus o bactertas intracelulares, e inclusive contra células preneoplasicas. FEste es
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el motivo por el cual se entiende que muchos tumores pongan en juego
mecanismos de evasién inmunoldgica, puesto que muchas células
transformadas, quc pueden dar lugar a tumores, son destruidas tempranamente
73,74

pot el sistema inmunoloégico

En los proximos parrafos se hara una breve descripcion de los

mccanismos celulates y moleculares de las respuestas inmune innata y

adaprativa.

Inmnnidad innata. Comin entre todos los vertebrados, los insectos y las plantas, la
inmunidad innata es activada frente a determinados elementos pertenecientes
sOlo al campo de los organismos microscépicos.

En una primera linca de defensa, las células fagociticas, mayormente
macrofagos v neutréfilos, se dedican a fagocitar a los patégenos emitiendo a su
vez sefiales quimicas para alertar al organismo.

La activacion de la respuesta innata se desencadena invariablemente a
partir de elementos comunes en el mundo microscépico; todos los compuestos
conocidos de origen microbiano que presentan actividad inmunoestimuladora
son ¢structuras quimicas compartidas por un gran numero de microorganismos
y que son indispensables para la sobrevida de estos. El dcido tcdlico y el
lipopolisacarido (LPS) son claros ejemplos de lo expuesto, componentes de las
bactcrias gram positivas y gram negativas, respectivamente. Ninguno dc ellos es
producido por el organismo huésped, siendo indispensables para la sobrevida de
estos microorganismos. Las bacterias gram-necgativas por ejemplo, no pueden
sobrevivir sin la produccion de péptidoglicanos como lo demuestra el efecto
letal de la penicilina.

A estos componentes activadores de la respuesta innata, se los ha
denominado PAMPs que cn inglés significa patrones moleculares asociados a
patogenos (pathogen-associated molecular patterns) *. Ademas sc ha determinado la

existencia de receptores especificos para este tipo de moléculas a los cuales se les
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ha asignado el nombre de PRRs, receptores de reconocimiento de patrones

(pattern recognition receptors).
Queda claro, entonces, que la estrategia de defensa de la inmunidad
innata previene la aparicion de mutantes

que escapen a su reconoctmiento —ya que

apunta a componentes vitales ¢
. ‘I PAMPs

N & invariables de los microorganismos— e

P involucra la participacién de un nimero
I PRRAa .
e discreto de receptores por parte del
organismo huésped.

Funcionalmente los PRRs pueden
( \‘ { g‘ k‘ ser divididos en tres tipos: 1

protcmas

KRonalac Aa alarma

humorales que circulan libremente en el
Reconocimiento de  antigenos  microbianos

(PAMPs)por el sistema inmune innato. ® plasma, receptores expresados en la
Receptores (PRRs) en células presentadoras del

sistema adaptativo. @ Receptores solubles. @ : .
Rocapores on cenas Somate. . superficic de las células y receptores de

senalizacién que pueden encontrarse
tanto en la superficie celular como en el interior de las células™

Sc ha encontrado que los PRRs asociados a superficies celulares se
expresan en células efectoras de la inmunidad innata, en células presentadoras de
antigenos profesionales —pertenecientes a la inmunidad adaptativa- y también en
c€lulas somaticas como las células epiteliales, que son las primera en enfrentarse
con el agente patégeno.

Este perfil de expresion permite que los PRRs sean los inductotes
directos de los mecanismos efectores de la respuesta innata v también cumplan
la funcion de alertar al organismo de la presencia de agentes infecciosos a través
de la emision de senales enddgenas como los interferoncs, las interleuquinas
inflamatorias —principalmente IL-12— v ciertas quemogquinas. Ademads, por estar
presentes en células del sistema adaptativo, actian como comunicantes de

ambas respuestas.
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En referencia al accionar de la respuesta innata frente a células propias del
organismo, s¢ ha encontrado que las células NK (en inglés natural killers), son
una dc los componentes celulares mayormente involucrados. Estas células
presentan una alta capacidad de induccién litica sobre células sin pared celular.
Las células NK se activan en respucsta a interferén, a ciertas citoquinas

sccretadas por macréfagos o frente a IL-127,

Respuesta innata y actividad antitumoral. La induccion de la respuesta innata a través
de la inycccién de citoquinas proinflamatorias, como IL-12 o interferén, es una
alternativa terapéutica que esta siendo explorada en la actualidad tanto en
modelos animales como en ensavos clinicos en pacientes.

Estudios experimentales que involucran la inveccidon repetida de IL-12,
han demostrado una disminucion significativa en la incidencia tumoral ™, con
remision de tumores cstablecidos en un alto porcentaje de animales en un

. . S() .
modclo de carcinoma mamario”™. Los resultados muestran un incremento en el

recuento de células NK v granulocitos cn el tumor, ademas de constatar un

aumento de interferon-a v y. La destruccion se da como resultado de tres
mecanismos principales: (1) destruccion de la vasculatura tumoral por accién
citotoxica de los granulocitos contra las células endoteliales, (2) inhibicion de 1a
angiogénesis por INF-y, TNF-a v ciertas quemogquinas (IP-10, MIG) vy (3)
activacion de linfocitos citotéxicos v secrecién de anticuerpos antitumorales.
Alentado por los buenos resultados obtenidos en modelos animales, se habilité
cl ensayo clinico en Fase I con IL-12 por via endovenosa para encontrar los
cfectos adversos que esta pudicra presentar v la dosis maxima tolerada®. En
funcion de estos resultados, dos ensayos clinicos fueron puestos en marcha 4
posteriors para la evaluacion de la IL-12 en el tratamiento de cancer de ovario y
cancer renal. Los resultados obtenidos no fueron satistactotios ya que se
obtuvieron respuestas solo en un 7% en el protocolo de cancer renal y de 4% cn

. . 3 , . . ..
el de cincer de ovario™® observindose ademas ciertos efectos toxicos
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indeseables que hicieron que esta droga fuera descartada para su uso como
agente antitumoral. A pesar de los efectos positivos que el tratamiento con IL-
12 como monodroga ha demostrado en ciertos modelos murinos, su alta
toxicidad asociada a una respuesta no del todo satisfactoria ha descartado a la
IL-12 para el tratamiento del cancer. En la actualidad se encuentra en discusiéon
su uso como adyuvante a otras drogas oncolégicas™.

Otra citoquina que ha demostrado mejores resultados para el tratamiento
de ciertos canceres sélidos, es el intetferdn, particularmente el INF-02a y el 2b.
En la actualidad, se utiliza la aplicacidn de interferén como alternativa

terapéutica a la quimioterapia en el tratamiento de tumores quimioresistentes

18()

85 - . s .
como melanoma™ y cancer renal™. El uso de interferén en este tipo de tumores

es la mecjor alternativa terapéutica que ha demostrado cierto efecto en cstos
pacientes. Hasta el momento se han publicado nueve estudios sobre cl
tratamicnto del melanoma con interferon como unico agente. Kl analisis
estadistico de estos estudios arroja como resultado que sélo uno de cllos
demuestra un aumento significativo en el tiempo libre de enfermedad®’. A pesar
de scr una droga que ya se encuentra en ¢l mercado, el interferon no deja de
despertar contradicciones. Asociado a su discreto efecto antitumoral, sus
detractores critican el alto caracter toxico de la droga v lo costoso que resulta su

88,89
uso .

Se ha demostrado que las células NK despliegan actividad citotéxica
frente a varias lineas tumorales v se pone en consideracién hoy en dia su
participacion en el rechazo tumoral. Un reciente estudio en ratones transgénicos
que presentan una deficiencia severa en la actividad de células NK, demucstra

que la ausencia de rechazo tumoral esta asociada a esta falla del sistema inmune

90

innato”. Aun mas contundentes son los resultados obtenidos por Ruggeri et al.

en donde se describe que células NK reactivas obtenidas de un donante
leucémico tienen la capacidad de prevenir el desarrollo de la enfermedad en un

. [3)
animal receptor’.
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Aunque la inmunidad innata es normalmente ignorada, hay fuertes
evidencias que demuestran que es un componente importante en la articulacion
del rechazo tumoral, ya sea por su participacion directa o por la capacidad de

direccionar la respuesta de la inmunidad adaptativa.

[nmunidad adaptativa. Como se menciond anteriormente, la inmunidad adaptativa
responde a discretos elementos presentes en el patégeno o en células del propio
organismo llamados antigenos, accionando de manera sostenida en el tiempo
con la consecuente generacion de memoria inmunologica.

En apartados anteriores se menciondé que varios tipos de células

fagociticas (macrofagos v neutréfilos) forman una

primera linea de defensa contra antigenos extrafos.
A su vez, estas clulas juegan un papel fundamental
en la vinculacion entre la inmunidad innata y la
adaptativa.  Los  patdgenos  fagocitados  son

procesados en compartimentos intracitoplasmaticos

Célula T CD4

y ciertos fragmentos resultantes de los antigenos
Esquema representativo de

presentacién antiaénica MHC-TCR — mijcrobianos son expuestos en la membrana celular

en un proceso que los inmundlogos denominan presentacion antigénica. Esta se
realiza cn ¢l caso de compuestos proteicos, utilizando los llamados complejos
mayores de histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility mwp/ex):
[La presentacion antigénica es un paso fundamental en el proceso de
generacion de una respuesta adaptada a medida del patogeno. Los fragmentos
del antigeno presentados son posteriormente reconocidos por clones especificos
de linfocitos T, células circulantes en sangre que presentan en su membrana un
complejo proteico denominado receptor T (TCR, del ingles T-ce// receptor)
altamente variable en una discreta region de su molécula que hace que no todos
los linfocitos T sean iguales, sino que la afinidad por un antigeno dado sea una

caracteristica particular de cada linfocito. Cuando un linfocito T reconoce un
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fragmento antigénico particular presentado en un MHC en un contexto
inmunolégico determinado, se desencadenan una serie de eventos celulares que
se conocen como activacion del linfocito T. Esta activacién involucra un pasaje
del linfocito T de la quiescencia a la proliferacién activa, dando lugar a mas
células que presentan la misma o mejor reactividad frente a ese fragmento
antigénico particular. Existen varias subpoblaciones de linfocitos T pero
mayormente se pueden reconocer tres: (1) los linfocitos T citotoxicos, que una
vez activados pueden desencadenar una potente actividad litica contra la célula
portadora del fragmento correctamente presentado, (2) los linfocitos T helper
que actuan en la activacion final de los linfocitos B descripta més adelante y (3)
los linfocitos T supresores, que son células encargadas de regular los procesos
de activacion.

Paralelamente, los antigenos que han entrado en el organismo pueden ser
reconocidos sin mediar ninguna presentacion cclular por linfocitos B, una
poblacién de células similar a los linfocitos T que circulan libremente por la
sangre y que presentan en su membrana moléculas proteicas denominadas
anticuerpos. En un proceso similar a la unién del TCR con la MHC
presentadora, el anticuerpo unido al linfocito B es caracteristico de ese linfocito
y reconoce regiones particulares del antigeno, denominadas epitopes. Una vez
que ese anticuerpo se une a su correspondiente epitope-envia senales al interior
cclular activando al linfocito B. Finalmente cste estimulo puede ser
complementado por la activacion de un linfocito T helper activado o ser
suficiente (segin el tpo de antigeno) para desencadenar la diferenciacion del
linfocito B a plasmocito, con la consecuente secrecion de anticuerpos libres al
torrente sanguineo. Listos anticuerpos libres, al encontrarse con  sus
correspondientes cpitopes, pueden desencadenar la activacion del complemento
contra el portador del epitope, la activacion de células liticas circulantes (como
los linfocitos T citotéxicos o los NK) o la opsonizacién y posterior fagocitocis

por macréfagos u otras células fagociticas.
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Inmunidad adaptativa y actividad antitumoral. En 1909, Paul Ehrlich llevo adelante
experimentos en animales inmunizandolos con células
tumorales y pudo observar que estos animales resistian el
posterior desafio tumoral. Frente a esos resultados, Ehrlich

propuso que la aparicion de células malignas en el organismo

era un suceso quizas mas comun de lo que la aparicion de

Dr. Paul Erhlich
tumores establecidos harfa pensar, sugiriendo que esta apariciéon de células

transformadas cra controlada por el sistema inmune.

Aunque su razonamiento era simple, esta afirmacion sigue siendo valida
hoy en dia en la opinion de muchos investigadores. La aceptacion de este
postulado implica que las células transformadas tienen elementos particulares
que la diferencian del entorno normal, de forma tal que la hacen reconocible por
cl sistema inmune. Ademds, se podria afirmar que el cincer implica
necesariamente la adquisicion por parte de las células tumorales de mecanismos
de evasion de la vigilancia del sistema inmune.

A mediados de la década del sesenta se describi6 el reconocimiento por
parte de linfocitos T citotéxicos de pequenos fragmentos peptidicos unidos a
moléculas de MHC™. Sin embargo, fue recién en 1991 cuando se present6 el
primer reporte de la clonacion de un gen codificante para una proteina cuya
expresion estaba asociada a un tumor maligno (melanoma). A este péptido se lo
denominé antigeno de melanoma MAGE-1 (en inglés, melanoma antigen encoding
gene) vy fue el puntapié inicial en la descripcion de los denominados antigenos
asociados a tumor o TAA (tumor associated antigens)”. La identificacion del
nonapéptido reconocible por una molécula HLLA especifica fue publicada al ano
siguiente”™.

A partir de estas publicaciones el mundo cientifico se encontrd con los

clementos diferenciales que Paul Erlich habia propuesto a principios de siglo,
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con los cuales el sistema inmune podria identificar al tumor e implementar algin
efecto antitumoral.

Asi, se describieron dos grandes grupos de antigenos, los TAA, moléculas
normales en el organismo pero con expresion exacerbada en el tumor y los
antigenos especificos de tumor, que s6lo se expresan en las células tumorales y
que resultan normalmente de mutaciones particulares, como por ejemplo
deleciones”, fusiones” o inserciones de oncogenes virales”.

A finales de la dltima década grandes esfuerzos se han hecho en funcién
de encontrar antigenos expresados diferencialmente en células tumorales. Las
altimas técnicas aplicadas incluyen la transfeccion de células que expresan una
determinada MHC con bibliotecas de ¢cDNA producidas a partir de una
poblacion de células tumorales. El posterior co-cultivo de estas células
transfectadas con linfocitos T citotoxicos, daria la oportunidad de sefialar los
clones reconocibles por las células citotdxicas y la consecuente identificacion del
antigeno tumoral involucrado™. Otra estrategia implica la posibilidad de eluir los
péptidos presentados por los MHC de células tumorales, su posterior
concentracion, secuenciacion vy utilizacion para evaluar finalmente, su capacidad
de generar células T reactivas”. Una tercera técnica utlizada es la conocida
como analisis scrologico de la expresion de bibliotecas de cDNA recombinantes
o SEREX (del inglés, serologic analysis of recombinant cDINA excpression libraries). Fsta
estrategia implica la expresion de las proteinas tumorales por métodos
recombinantes (en bacterias u hongos) v la exposicion de estas moléculas a

anticuerpos prescntes en el suero de pacientes con cancer, para su postetior

identificacion y secuenciacion'”.

En la actualidad se¢ han descripto aproximadamente 70 antigenos
tumorales asociados a la presentacion por moléculas MHC de clase 1 y de clase
I1. Mientras que mas de 1700 han sido identificadas utilizando los anticuerpos
circulantes en la sangre de enfermos de cincer'”. Este escenario abre grandes

expectativas en la produccién de vacunas oncologicas, aunque no sc sabe

64 -



Inmunotcrapia del cancer

estrictamente cuantos de los candidatos propuestos puedan ser utiles en el

tratamicnto de la enfermedad.

Estralegias tumorales de evasion inmunolégica. Fn los cambiantes mundos del sistema
inmune y del desarrollo tumoral la batalla que sc libra por la defensa del huésped
y la sobrevida del tumor apela a las mas variadas estrategias. Ya sc¢ han descripto
las herramientas utilizadas por el sistema inmune en su batalla contra las células
transformadas, y a continuacién se hard referencia a los mecanismos
implementados por las células tumorales en funcién de resistir a este embate.

La idea de que el tumor debe escapar del sistema inmune estd basada
fundamentalmente en el razonamiento de que st el tumor presenta moléculas
nuevas, las cuales pucden ser detectadas por el sistema inmune, éstas tienen que
ser necesariamente inmunogénicas, por su condicion de nuevos antigenos. Esta
idea fuc pucsta scriamente en duda con expetimentos en donde s¢ transfectaron
protcinas  xcnogénicas altamente  inmunogénicas como la  proteina  de
influenza'?, la B-galactosidasa de Escherichia coli o la ovoalbumina de pollo'”,
a cClulas wmoralcs. Los resultados obtenidos fueron los mismos en todos los
casos, las células transfectadas fucron capaces de desarrollar tumores cuando se
inyectaron en ratones, lo que indica que la condicion de molécula nueva
altamente antigénica no era condicionante para disparar una eficiente respucsta
antitumoral. |

Los resultados comentados encuentran razon en muchas explicaciones,
aunque es todavia un terreno de amplio debate. Los mecanismos propuestos en
el llamado escape tumoral incluyen eventos relacionados con la inestabilidad
propia de los tumores en cuanto a la presentacion v expresion de sus antigenos,
la disminucién en la expresion de moléculas co-estimuladoras, la produccion de
agentes inmunosupresores y ademas, la induccidn de apoptosis sobre las células

blancas atacantes.
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La disminucién de moléculas presentadoras en las células tumorales o de
moléculas necesarias en la presentacién antigénica es un hecho ampliamente
documentado, tanto en modelos animales como en pacientes. En ratones se
demostré que los tumores recidivantes luego de un primer desafio y remocién
del tumor inicial, presentaban resistencia a la lisis por linfocitos T citotoxicos. La
adquisicién de la resistencia podia deberse a la disminucion en la expresién de
MHC o a la disminucion en la expresion de B7-1, una molécula co-estimuladora
necesaria en la activacién linfocitatia'™, La disminucién en la expresién de MHC
I también fue encontrada en pacientes portadores de melanoma. Interesante es
el hecho que la disminucién de esta molécula correlaciona significativamente

con la masa del tumor primario y la sobrevida de los pacientes'®”

Otra estrategia que los tumores usan para escapar dec la vigilancia del
ststema inmunc ¢s la expresion de factores inmunosupresores. Estos elementos
pueden ser generados por las células tumorales o por células no tumorales
prescntes en el tumor tales como células del propio sistema inmunc, estromales
o epiteliales. La molécula mayvormente descripta es el factor de crecimiento
transformante B (TGF-8, del inglés transforming growth factor). Esta citoquina
actia sobre la proliferacion, la activacion vy la diferenciacion tanto de células del
sistema inmune innato v como adaptativo'”. El factor de crecimiento del
cndotelio vascular (VEGF, del inglés vascular endothelial growth factor) es secretado
por muchos tumores. Ademas de su capacidad para inducir el crecimiento
cndotelial y la formacién de nuevos vasos, ¢l VEGF inhibe la diferenciacion de
células dendriticas'”. Otros agentes inmunosupresores secretados por células
tumorales descriptos son las prostaglandinas'”, la interleuquina-10'® y los
gangliésidos solubles”. Es de destacar en este punto los resultados obtenidos
por investigadores argentinos en donde se demuestra que la Galectina-1,
molécula perteneciente a la familia de los carbohidratos que unen proteinas, cs
un potente iInmunosupresor que actia principalmente induciendo el arresto y la

apoptosis de los linfocitos T activados'”. Resultados recientemente publicados
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demuestran que la inhibicién de la expresion de esta molécula en la superficie de
células tumorales, aumenta el rechazo tumoral mediado por linfocitos T'".

Las células tumorales no s6lo son capaces de disminuir los niveles de
expresion de moléculas presentadoras de antigenos o co-estimulatorias y
secretar factores inmunosupresores, también se ha descrito en muchos tumores
la insensibilidad hacia sefiales apoptéticas externas, un mecanismo
implementado por el sistema inmune para erradicar células propias defectuosas.
Una estrategia que los tumores usan para evadir las sefiales apoptéticas es la
sobrecxpresion de moléculas antapoptéticas intracelulares, como la protcina
FLIP. La sobreexpresion de esta molécula se ha reportado en modelos
murinos''' y en células transformadas humanas''’’. Ademis, otras proteinas
como la survivina'"’, la proteina PI-9/SPI-6'* o la secrecion de receptores
solubles de sefiales apoptdticas'™”, son algunos de los mecanismos identificados
hasta ¢l momento como mediadores de la respuesta antiapoptotica de las células
tumorales.

Finalmente, un mecanismo que se¢ ha denominado de contraataque
tumoral, implica la cxpresion cn la célula tumoral del ligando proapoptético
denominado FasL o CD95L'°. Las células tumorales se convierten en un
inductor de apoptosis de los linfocitos infiltrantes del tumor'"". La cxpresién de
Fasl. cs caracterisica de células que se encuentran en regiones

inmunoprivilegiadas, como el ojo o los testiculos' ',
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Origenes de la inmunoterapia

Para el afio 1934 la toxina de Coley era el tnico tratamiento sistémico de cancer.
La toxina fue desarrollada unos afios antes por el
prestigioso cirujano del Memorial Hospital de New York,
William B. Coley. El desarrollo se basé en la observacion
que la sobrevida de pacientes con cancer que cursaban

erisipela (comunmente mortal para la época) mostraba en

algunos casos remision en la masa tumoral. Coley penso

Dr. William B. Coley

que ciertas propiedades de los microorganismos eran
mediadores de la respuesta antitumoral observada. Este razonamiento lo llevé a
realizar al primer ensayo clinico de inmunoterapia oncolégica'. Este se hizo
sobre diez pacientes utilizando una mezcla de toxinas bactetianas provenientes
de los géneros Streptococens y Serratia, a la cual se la conocié como toxina de
Coley. Posteriormente el ensayo se realizé sobre 800 pacientes y fue aceptado
por la comunidad médica como tratamiento valido en pacientes con cancer.
Como se mencioné anteriormente, la comprension de los mecanismos
inmunologicos se consolida en la segunda mitad del siglo pasado. Recién en los
comienzos de la década del sesenta las funciones del linfocito fueron

20

suficientemente conocidas'®. Por lo tanto, los mecanismos por los cuales la
toxina de Coley tenfa cierta acciéon antitumoral, eran —y lo son atn- no
totalmente entendidos. Es probable que la combinaciéon de la inducciéon del
sistema inmune inespecifico y especifico, mas la estimulacion en la secrecion de
citoquinas genere una respuesta inmunoldgica que en ciertas circunstancias
puede ser dirigida contra las células malignas.

Desde los dias de la toxina de Coley hasta nuestra época muchos trabajos
han sumado entendimiento a la relacion que existe entre el sistema inmune y el
cancer. Queda claro hoy en dia que muchos tipos tumorales pueden ser tratados
apelando a estrategias inmunoterapéuticas y que, por el contrario, muchos otros

aun no es factible tratarlos de esa forma.

-68 -



Inmunoterapia del cancer

A pesar de los cxperimentos iniciales del siglo pasado, luego de los
ensayos de Coley la inmunoterapia oncoldgica fue dejada de lado por el
advenimiento de las drogas quimioterapéuticas y las mejoras en la radioterapia.
Recién en las ultimas décadas se ha vuelto a observar a la inmunoterapia como

una estrategia complementaria valida para el tratamiento de cdncer'?',

Vacunas oncolégicas

L.a inmunoterapia oncolégica puede dividirse en dos grandes grupos, la
inmunoterapia pasiva, basada en el uso de anticuerpo dirigidos directamente
contra antigenos de las células tumorales, v la inmunoterapia activa, en la cual se
busca incentivar al sistema inmune del organismo para que reaccione en contra

de las células tumorales.

Inmunoterapia  pasiva. la inmunoterapia pasiva utiliza como herramienta
fundamental los anticuerpos monoclonales. Estos permiten que el tratamiento
pucda scr especificamente dirigido contra blancos tumorales, de alli quc la
especificidad del anticuerpo es crucial para obtener resultados positivos. Este
tipo dc tratamicntos son posibles gracias a los avances alcanzados con la
tecnologia de anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos pueden conjugarse a
toxinas, radiois6topos o prodrogas, produciendo asi una accion téxica especifica
contra la célula tumoral sin atacar células somdticas normales. Por cjemplo, se ha
aprobado recientemente la venta de un anticuerpo monoclonal denominado
IDEC-CDB8 y conocido comercialmente como Rituximab para el tratamiento
de pacientes con linfomas no Hodkings CD-20 positivos. Este anticuerpo fuc
desarrollado por los laboratorios de IDEC, Genetech v Roche, siendo la primera

droga biolégica aprobada por la Administracion de Alimentos v Drogas de

- ! . - 29 12
Estados Unidos (FDA) en diez afios'** '%,
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Inmunoterapia activa. Son muchos los protocolos inmunoterapéuticos que se estin
llevando adelante actualmente dentro de esta categoria. Este tipo de tcrapias
apelan a la induccidn del sistema inmune para que éste monte la respuesta
necesaria para rechazar a las células tumorales, bajo la forma de vacunas
oncoldgicas. Aunque la variaciéon de los componentes de este tipo de vacunas
abarca un universo sumamente variado, se pueden describir generalmente tres
elementos componentes de estas vacunas: (1) el antgeno (o a veces el
anticuerpo) utlizado sobre el cual se pretende que el sistema inmune reaccione,
(2) el carrier y (3) el adyuvante inmunolégico.

Los antigenos utilizados en las vacunas oncoldgicas serin ampliamente
descriptos en parrafos siguientes por lo que se hara ahora una breve resefia de
los otros dos componentes.

La palabra carrier en inglés significa cargador o transportador. Hsta
denominacion sc usa en inmunologia para definir a elementos dc alto peso
molccular y con una fuerte capacidad inmunogénica que se unen al componente
activo de la vacuna transfiriendo asi sus propiedades. El carrier mas utilizado cn
estas vacunas cs una proteina de alto peso molecular obtenida del molusco
marino Megathura crenulata, denominada KLH (keybole-limpet hemocyanin). 1.a
misma presenta una marcada actividad inmunomoduladora tanto en animales de
experimentaciéon como en humanos'?,

Los adyuvantes inmunolégicos también actian en la modulacién del
sistema inmune optimizando la presentacidon antigénica y gencrando un foco
inflamatorio en el sitio de inyeccion. Los adyuvantes se pueden dividir en tres
categorias, las sales minerales -como la alimina-, los que generan emulsiones de
aceite en agua -como el adyuvante de Freund y el Montande ISA 51- y los
derivados de lipidos bacterianos -como el MPL-'®. Historicamente, los
adyuvantes inmunoldgicos mas usados son ¢l advuvante de Freund y 1a alamina,

estando entre los mas novedosos el DETOX' v el QS21'%".
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A continuacion se realizara un breve repaso de los difercntes tpos de
vacunas inmunoterapéuticas yendo en orden creciente respecto a la especificidad

del tratamiento.

o  Activadores inmunologicos inespecificos. El Bacilo de Calmette-Guernin (BCG),
cepa atenuada de Mycobacterium bovis, se emplea actualmente cn la clinica para el
tratamiento de canceres superficiales de vejiga, siendo el que brinda los mejores
resultados tanto en cl tratamiento de tumores establecidos como en la
prevencion de recidivas luego de la cirugia'?®. El cancer de vejiga es uno bastante
comun en Ja poblacion masculina y cerca de las dos terceras partes de ellos son
canceres superficialecs. La BCG no posee un efecto citotéxico per se, sino que
actia estimulando células del sistema inmune del huésped, como linfocitos T
citotoxicos, células NK vy macrofagos, generando el entorno inflamatorio
necesario para (ue se produzca la reaccion contra antigenos tumorales. Otros
inmunomoduladores inespecificos, algunos de los cuales se encuentran atn en
fasecs dc cxperimentacion preclinica, son el interferén-a, que ejerce efectos
citotoxicos directos ademas de activar células linfoides, ¢l TNFE-a -de efectos
similares - al - imerferon- v 12 proteina KILH. Fsta dlima ox aluumcnw

.lnn*lun()gc':nic:l, Pudicndu sCr Ull)PlCZlLlZl tambicn como Dr()telnﬁ fﬂm@r de otros

antigenos, como se mencioné mas arriba.

® Células totales. Otra alternativa que se encuentra en experimentacion consiste
en la inoculacion de células tumorales, previamente irradiadas, con el fin de
aumentar la presentacion de antigenos tumorales v asi potenciar la respuesta
inmune contra el tumor instalado. Este tipo de estrategia terapéutica es llevada a
cabo por el grupo de investigacion conducido por Donald Morton en el Jobn
Wayne Cancer Institute (Santa Monica, USA), quien desarrollo una vacuna a partir
de tres lincas celulares de melanoma, cada una de las cuales expresa altas

concentraciones de seis antigenos asociados al melanoma. Los ensayos ya han
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alcanzado el nivel de experimentacién clinica de fase III'” y el producto se ha
registrado comercialmente con el nombre Canvaxin (Cancer Vax Corp.).

Una variante de esta estrategia consiste en la extracciéon de células del
tumor del paciente y su posterior reinoculacion en condiciones controladas,
previa irradiacion. Hanna et al. han aplicado este método para el tratamiento del
cancer renal inyectando las células irradiadas junto a BCG como

inmunoadyuvante y complementando con un tratamiento de IL-2'%.

® [ isados celulares. Al inocular lisados de células tumorales, la presentacion de
antigenos se veria favorecida puesto que las células presentadoras de antigeno se
cncuentran con restos  celulares, mas facilmente procesables. Mitchell vy
colaboradores desarrollaron una vacuna para el tratamiento de pacientes con
melanoma, que consiste en la administracién de células no irradiadas lisadas por

métodos mecinicos, en combinacién con el adyuvante DETOX"™.

o  Oncolisados virales. Wallack et al. pusieron a punto una vacuna que consiste en

un lisado producido a partir de células de melanoma infectadas con el virus

2

. - 13 ) . p .
Vaccinia ™. Ademas de enfrentarse con antigenos tumorales, las células

presentadoras se encuentran con antigenos virales, que también son presentados
a través del complejo mayor de histocompatibilidad. Los antigenos virales
producen una accién inmunogénica mucho mayor que los antigenos tumorales,
activando la secrecién de citoquinas de los linfocitos T colaboradores. Estc
cfecto conduce a una mayor respuesta contra los antigenos de melanoma. La
vacuna basada en oncolisados virales ha concluido un ensayo de fasc III cn cl
afio 2001, aunque lamentablemente los resultados obtenidos no muestran

cfectos contundentes antitumorales.

o Antigenos liberados. En condiciones i vitro, aproximadamentc la mitad de las

moléculas de membrana sc libera al medio dentro de las tres horas de cultvo.
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Distintas vacunas desarrolladas a partir de este material presentan la ventaja de
no poscer todos los antigenos de las células tumorales, que podrian generar un
efecto indeseable o tdxico en el paciente. El grupo liderado por Jean-Claude
Bystryn, de la Schoo/ of Medicine of New York (USA) desarrollé una vacuna de este
tipo a partir de antigenos solubles liberados por cuatro lineas celulares de
melanoma'”’, empleando alimina como inmunoadyuvante. La vacuna ingresé en
1995 en la fase IlI de experimentacion clinica. Llamativamente los resultados de
este ensayo clinico no fueron publicados no habiendo hasta el momento mas

noticias sobrc las capacidades antitumorales de esta vacuna.

o Anligenos tumorales purificados. En cste caso, se busca una respuesta inmune
dirigida contra un unico antigeno -o un grupo limitado de antigenos- a pattir de
la inoculacion de moléculas purificadas propias del tumor. Es de vital
importancia la correcta cleceion del antigeno yva que se debe tener en cucenta su
presencia cn las células normales del organismo y la facilidad en ¢l proceso de su
purificacion. Un cjemplo de este tipo de vacunas corresponde a la vacuna
poliantigénica a base de tres antigenos proteicos marcadores de estirpe de
células de meclanoma, MART-1, gp-100 v drosinasa. Esta vacuna ha ingresado
recientemente cn fasc I para el tratamiento de melanoma'®. También los
gangliosidos han demostrado ser moléculas atractivas como antigenos para la

inmunoterapia tumoral, las cuales serin analizadas en ¢l apartado siguiente.

73 -



Inmunoterapia del cancer

Inmunoterapia basada en gangliésidos

Una numerosa cantidad de vacunas a base de gangliésidos se han
desarrollado en pos de buscar alternativas terapéuticas en tumores de origen
neuroectodérmico. Es asi que la evaluaciéon de la actividad anttumoral de
vacunas a base de gangliésidos tales como GD2', GD3" y fucosyl-GM1'”" ha
sido estudiada en ensayos de fase clinica I.

Los resultados obtenidos hasta el momento con estas vacunas muestran
que la inmunizacién con los gangliésidos conjugados covalentemente a carriers
proteicos genera una respuesta de anticuerpos significativa y que estos
anticucrpos son capaces de generar citotoxicidad. De este tipo de vacunas de
gangliésidos con carriers protcicos, la que mis resultados terapéuticos ha
demngtmdo CS una vacuna a basc dc GL\IZ

El grupo del Dr. Philip Livingston ha venido dcsarrollando una vacuna
conjugando covalentemente la proteina de molusco KLH con el ganglidsido
GM2. Esta vacuna, desarrollada en el Memorial Sloan Kettering de New York, fuc
producida con ¢l aporte de la compaidiia Bristol-Myers Squibb, hasta marzo del
2001 momento donde fue tomada por la firma Progenics Pharmaca. Actualmente,
la compaiiia se¢ encuentra haciendo el seguimiento de los pacientes de melanoma
cnrolados ¢n ¢l estudio de fase II de la vacuna que sc considera sera concluido
en este afio. Un andlisis técnico profundo predice para fines de la década en
curso un vasto campo de aplicacion de la vacuna en los paises desarrollados y en
el testo del mundo'”. Esta vacuna demostré que cn pacientes con melanoma
desarrolla una respuesta humoral cfectiva contra las células tumorales'”. Los
resultados preliminares favorables obtenidos con esta vacupa en la
experimentacion preclinica v en las fases clinicas I v 11, alimentaron expectativas
que Hevaron a la cjecucion en paralelo de dos ensayos clinicos de fase i1, En
uno de estos ensayos se compararon pacientes vacunados versus no tratados y

en el otro la comparacion se realizo versus pacientes tratados con altas dosis de

INF-02b en un estudio multicéntrico curopco (ensayos  clinicos
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E1694/S9512/C509801). En este ultimo ensayo clinico, el tratamiento con

GM2-KLH no mostré diferencias significativas respecto del grupo de pacientes

tratados con INF-a2b'", aunque si las hubo con el grupo control de pacientes
no tratados. Hste resultado fuc dccepcionante en funcion de las expectativas
generadas entorno de esta vacuna y ha llevado a interesantes replanteos en cl
disefio de estrategias de tratamicento oncolégico con vacunas de gangliésidos.

El cstudio permitd modificar y ajustar el marco terapéutico para la
aplicacion de vacunas oncologicas. En primer lugar, el universo de pacientes que
podrian beneficiarse claramente con la aplicacién de vacunas, corresponde a
aquellos con una carga residual de tumor pequena o estadios bajos, siendo el
objectivo terapéutico consolidar la remisién de la enfermedad. Los resultados
preclinicos muestran cvidencias en cste sentido cuando sc trabaja con
tratamientos que no despliegan una accién citotoxica directa contra las células
tumorales, como lo hace la quimioterapia convencional. Por otro lado, el disefio
dec un cnsayo clinico deberia apuntar a mostrar la accién benceficiosa de la
vacunacién al sumarsc a los tratamicntos habituales ya probados para la variante
tumoral correspondiente. Las mejoras cn ¢l abordaje del tratamiento oncologico
suclen depender de la incorporacion de nuevas formas de tratamiento, mas que
del ripido reemplazo de los tratamientos convencionales.

Una ventaja que merece remarcarse para cl tratamiento con vacunas
inmunotcrapcuticas, incluyendo aquellas a base de gangliésidos, es que no han
demostrado eventos de toxicidad severos como si ocurre con los agentes
quimioterapicos y el interferon. De tal manera que la combinacién de las
vacunas a otros tratamicntos podria rcdundar también en una buena accién

antitumoral, sin una mayor presencia de efectos toxicos.
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Actividad antitumoral del anticuerpo 1E10 en un
carcinoma mamario murino
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Anticuerpo 1E10 Introduccién

Cancer de mama.

La mama humana esta compuesta de una region secretora -productora de
e calostro y leche- més una estructura con
/7

funcion de soporte que se constituye

basicamente de tejido conectivo adiposo. Se

N
Conducto

Conducto galactéforo presentan de 15 a 25 lébulos por mama,

variando el nimero de glandulas y conductos
T Tejido adiposo

que los conforman de acuerdo con el entorno
oala et e hormonal del cuerpo. Las glandulas secretoras
de la mama son glandulas exocrinas tubuloalveolares, cuyos conductos se van
uniendo en el trayecto hacia el pezon, terminando en una salida unica por l6bulo
denominada papila. Las glandulas y los conductos mamatios responden
sensiblemente a las concentraciones sistémicas de una serie de hormonas como
ser estrogeno, progesterona y prolactina.

La transformacion maligna de las células mamarias da lugar a distintos
upos de cancer, que s¢ denominan de distinta manera segun la variante celular
afectada y su ubicacion. La gran mayoria de los tumores mamarios se clasifican
como adenocarcinomas, pudiéndose dividir en dos tipos: los adenocarcinomas
ductales, que derivan de células componentes de los conductos vy los
adenocarcinomas lobulares los cuales provienen de las células glandulares. En
los estadios tempranos de la enfermedad los adenocarcinomas pasan
habitualmente por una etapa en la que estan contenidos en el territorio tisular -
ya sea en la glindula o en el conducto- y sin sobrepasar la membrana basal,
instancia en la cual se los denomina adenocarcinomas 7 sitn. La invasion de las
células malignas hacia el espacio estromal de la mama, resulta en la variante
invasiva de la enfermedad, representando los adenocarcinomas lobulares

invasivos el 5% vy los ductales el 80% del total de canceres mamarios invasivos.
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Etiologia del cancer de mama. La transformacion maligna de las células mamarias
puede tener multiples causas. Se pueden encontrar casos asociados fuertemente
a factores hereditarios, ambientales, dietarios y hormonales. Sin embargo, cerca
de la mitad de los tumores mamarios no encuentran una causa evidente y
determinante, mas que la asociacién con sexo y edad’”’,

Datos presentados hace algunos afios mostraban que ciertas familias
presentaban una predisposicion mayor a desarrollar tumores mamarios quc la

media de la poblacion'*

. Esta observacién fue confirmada y justificada a través
de la descripcién de genes asociados a tal predisposicion. El gen BRCA-1 fue el
primero en ser descripto'*'*. Pertenece al grupo de los genes supresotes de
tumor, participando en los mecanismos de reparacion del ADN', La mutacién
cn uno de los alelos del gen aumenta la predisposicion en el individuo, por lo
que la aparicion de un evento de mutacidon en el otro alelo cs suficiente para
desregular los mecanismos celulares de reparacion gendmica. Posteriormente se

describié un segundo gen (BRCA-2) ¢l cual también demostré estar asociado

con ¢l ciancer hereditario'®

. Los canceres hereditarios representan altecdcdor del
5 al 10% del total de canceres mamarios'*’; por lo tanto, resulta evidente que la
herencia no cs la causa determinante de la aparicion de la mayoria de este tpo
de tumores.

Son variados los factores ambientales responsables de la aparicion de esta
enfermedad en la poblacion. La ingesta excesiva de grasas y el sedentarismo son
factores de riesgo de esta enfermedad, probablemente vinculados al impacto en
el contexto hormonal. Sumado a esto, se han aportado evidencias acerca del
contacto con radiaciones ionizantes, pesticidas organoclorados y la exposicion
ocupacional a campos clectromagnéticos, entre otros factores de riesgo'*.

_El anilisis de resultados epidemioldgicos  divididos por regiones,
demuestran que el nivel de consumo de grasas ¢n la dieta correlaciona con la

incidencia y la mortalidad. Aunque pueden encontrarse datos que indican cierta

predisposicion  genédca, cxisten cvidencias de que el comportamiento
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alimentario es el factor determinante. Un ejemplo de lo mencionado se
encuentra en estudios realizados sobre individuos astaticos emigrados a paises
occidentales. El estudio de la incidencia de cincer evidencia un aumento
significativo en aquellos que no manticnen su dieta original, en comparacion a
las tasas de incidencia en su pais de origen''*. Sin embargo otros estudios
muestran resultados encontrados. En  comunidades cerradas que no ingieren
carne se mostré que la incidencia de cancer es similar a la de la poblacién
general”', ademds el mayor andlisis epidemiolégico realizado para este fin, sobre
un total de 89.538 mujeres, no mostré correlacidn entre la ingesta de grasas y la
incidencia de cancer', por lo que la relacién entre cancer de mama y consumo
de grasas cs adn hoy una pregunta abicrta' ™,

Finalmente, los factores hormonales se encuentran claramente ligados al
desarrollo de esta enfermedad. Siendo el tejido glandular hormono-dependiente
no cs caprichoso pensar que la transformacion celular se encuentra relacionada
con las condiciones hormonales. En términos generales la incidencia en la
poblacion femenina post-menopausica es  significativamente menor en
comparacion con la pre-menopausica, sugiriendo que la actividad hormonal del
ovario ¢s un factor inductor de la transformacién celular en la mama'™. El
establecimiento dc los ciclos ovulatorios en la mujer parece estar estrechamente
rclacionado con ¢l aumento en la incidencia'®; ademis el periodo de vida fértil
rclaciona inversamente -con el riesgo de contraer cancer de mama'™,
Alternativas terapéuticas convencionales.

I.a remocién quirdrgica del tumor es la primera alternativa terapéutica en
el manejo de cancer de mama. La remocidn quirirgica conservadora de la masa
tumoral, la mastectomia v la mastectomia con remocion de ganglios son las tres
alternativas quirirgicas posibles. La decision de cudl de las tres alternativas
ofrcce los mejores resultados depende de las caracteristicas de cada tumor y el

avance de la enfermedad al momento de su diagnéstico.
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Generalmente la remocidén quirdrgica se complementa con terapta
. . 157 d. . d l .
radiante localizada™" ya que estudios comparativos demuestran que el porcentaje

de recurrencia local disminuye en pacientes tratados'*

El anilisis de la presencia
de receptores de estrégeno y progesterona y la existencia de células tumorales en
los ganglios axilares drenantes del tumor ayudan a definir el grado de malignidad
de la enfermedad y las consecuentes alternativas terapéuticas posibles.

La alternativa de tratamiento adyuvante a la cirugia, cuando se demuestra
la presencia de células tumorales en ganglio, varia segun las caracteristicas del
tumor y del paciente. Es asi que terapias adyuvantes con quimioterapia,
radioterapia, antiestrégenos y/o temocién de ovario se encuentran entre las
posibles alternativas.

El tratamiento con anthormonas como los antiestrogenos ha sido
probado en situaciones en donde el tumor demuestra ser hormono-dependiente.
La droga mayormente usada en estos casos es el tamoxifeno, un producto
sintético con alta afinidad por los receptores de estréogeno que sc usa cn clinica
159

hace mas de veinte anos ™. Un resultado posible en estos casos es la aparicion

de tumores resistentes debido a la seleccion de subpoblaciones tumorales
hormono-independientes como consecuencia del tratamiento prolongado con
antiestrogenos. Sin embargo, una nueva generacion de antihormonas esta siendo

objeto de intensa investigacion, por lo cual esta area de tratamiento puede dar

lugar a nuevas alternativas terapéuticas'®.

Las drogas quimioterapéuticas ofrecen una gran variedad de tratamientos.
Entre cllas, las que mas se destacan son la doxorubicina, la ciclofosfamida y cl
mctotrexate, cntrc otras, ademas dec existir una variedad dec protocolos
recomendados segun el estatus del paciente, de combinacidn de estas drogas. La
decision del tratamiento a seguir ¢s compleja ya que ¢l profesional responsable
debe valorar la condicidn clinica del individuo, el nivel de agresividad de su

enfermedad y las probabilidades de rectdiva o metastasis.
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A pesar de la bateria de tratamientos existentes en adyuvancia que suman
a la cirugia, la recurrencia en pacientes operados es alta y sucle darse entre los 2
y 7 afios después de la extirpacion del tumor primario. Puede ocurrir tanto
localmente como en forma de metdstasis en otros 6rganos (higado, hueso,
cerebro u otros). El prondstico para los pacientes con metistasis no es bueno. A

pesar de que se han ensayado una gran cantidad de drogas la media de sobrevida

para estos pacientes es de 3 anos.

Respuesta a la quimioterapia combinada en pacientes metastasicos
de cancer de mama.

Respuesta parcial o completa 45% a 85%

5% a 25% (todos los
Respuesta completa

pacientes)
Ticmpo medio de respuesta al

. 4 a 8 semanas
tratamicnto

Duracion media de la respucsta 5a 13 mcses

Sobrevida media de los respondedores 15 a 35 meses

Fuente: DeVita et al.

Por lo expuesto sc deduce facilmente que el estudio de las alternativas
terapéuticas para este tipo de cancer se manticne cn alta prioridad ¢n todos los
centros oncologicos del mundo. En este sentido, la existencia de buenos
modeclos animales permite alcanzar resultados criticos para luego continuar con

el diseno de ensavos clinicos.

[nmunoterapia en cancer de mama.

Como vya sc comentd, son varias las alternativas clinicas que cxisten para el
tratamiento del cancer de mama. A pesar de los avances en el desarrollo de
nucvas drogas, la terapia contra este tipo de cancer no ha logrado reducir

drasticamente los eventos de recaida después del tratamiento inicial.
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Un abanico de alternativas inmunoterapéuticas se encuentra en la actualidad
en exploracion con ¢l objetivo de complementar a las terapias de primcra
eleccion de forma tal de reducir los sucesos de recurrencia de la enfermedad. Las
proteinas HER2/ncu, MUCI v la proteina que une folato, FBP (del inglés, folate
binding protein), son consideradas hoy en dia como buenos AAT para cancer de
mama. FEstas moléculas se sobreexpresan en el tejido tumoral, son
inmunogénicas v susceptibles  de ser atacadas por  anticuerpos
monoclonales'*%'*,

El antigeno que ha reunido mas atencidn en este campo es el Her2/ncu, una
proteina derivada de un protoncogén que codifica para un receptor de factor de
crecimicnto con actividad de drosina kinasa, involucrada en procesos de
senalizacion celular. Se ha demostrado que en adenocarcinomas ductales este
receptor csta sobrexpresado entre un 20% v oun 40%, v que ¢l nivel de
sobrexpresion  c¢sta  asociado  positivamente  con  un  pceor  prondstico’™.
Trastazumab' (Herceptin)'®® es un anticuerpo monoclonal humanizado en el
cual s¢ ha demostrado actividad antitumoral contra tumores mamarios con alta
expresion de Her2/neu. Este anticuerpo ha sido aprobado para ¢l uso en
pacientes con ciancer mamario v de ovario como tratamiento complementario a
la quimioterapia. Se estd evaluando actualmente ¢l cfecto de la combinacion de
Trastazumab con agentes quimioterapéuticos!“ o en otras patologias'”.

Otras estrategias inmunoterapéuticas se han desarrollado con el fin de
mcjorar las expectatvas de tratamiento de los pacientes con cancer de
mama'*'®. Theratope” "™ ¢s un producto vacunal a base del carbohidraro
denominado STn. Este carbohidrato esta asociado al antigeno MUCT que como
va s¢ menclonod, se¢ sobre-expresa en carcinomas mamarios. Maclean et al.
condujcron el primer ensavo clinico de una vacuna que se componia de a
comugacion de STn con KLH usando DETOX como inmunoadyuvante. Este

preparado vacunal ha demostrado resultados prometedores por lo que sc

- . . . PR 171
cncuentra  actualmente en  fase Il de  experimentacion  clinica’ . Otro

- 86 -



Anticucrpo 1E10 Introduccién

carbohidrato que se encuentra también cn evaluacion como blanco molecular
inmunoterapéutico para cancer de mama cs ¢l globo-H con el cual sc ha
desarrollado una vacuna conjugandolo covalentemente con KLH usando QS-21
como adyuvantc inmunologico. lLos resultados obtenidos muestran que la

vacuna es bien tolerada v que ¢l preparado desarrolla anticuerpos especificos en

. =2
los pacientes' %,

Modelos murinos utilizados en el estudio de cancer de mama.

Con respecto a la validacion v testeo de nuevas estrategias terapéuticas,
los modelos murinos tenen mucho que aportar. En este aspecto se puede
destacar ¢l uso de animales atimicos' * —los cuales son buenos receptores de
tumores  humanos-, animales genéticamente modificados'* v modelos  dc
animales singénicos' *. Dentro de estos altimos se pucden destacar diferentes
modclos singénicos desarrollados en nuestro pals como las lincas cclulares
denominadas F3I1 v M3 las cuales surgicron de trabajos realizados inicialmente
en el Area Investigacion del Instituto de Oncologia “Angel FH Rotto”. El
adcnocarcinoma mamario M3 se originé espontincamente en una hembra de la
cepa BALB/c v es mantenido en crecimiento por pasajes subcutancos cntre
animales. Fxiste una variante denominada MM3 que fue obtenida in vivo
mediante trasplantes sucesivos en ratones singénicos de nédulos metastasicos
pulmonares derivados del M3, Hsta variante presenta un crecimiento local mas
lento, pero —a diterencia de la linca parental- la incidencia de metastasis
pulmonares supera ¢l 80%, con un alto nimero de nodulos pulmonares por
animal.

l.a linca celular F3II sc origind del cultivo de una subpoblacion clonal
aislada sz 2itro del adenocarcinoma M3, Los tumores F3IL registraron una
prominentc invasividad local v una capacidad de generar metastasis pulmonares

espontancas cercana al 100%, mucho mavor que la linea original,
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Las células F3II produjeron una importante actividad proteolitica, con
una significativa proporcion de esta actividad asociada a la superficie celular. Los
receptores especificos de proteasas capturan enzimas solubles y focalizan la
actividad degradativa en la superficie de las células tumorales, sobre ¢l frente de
invasion. Las monocapas de F3II resultaron triploides, mientras que la linca
original, menos agresiva cn el rango tetraploide. Este dato coincide con el hecho
de que la ancuploidia sc asocia con la progresion de enfermedad.

Mas alla de servir como marco experimental para investigar los aspectos criticos
de la cascada metastasica, los atributos bioldgicos del modelo F3I1 o convierten
en un sistema animal adecuado para cfectuar estudios de tipo preclinicos de

agentes antitumorales' '
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Anticuerpos anti-idiotipo

Como sc menciond  anteriormente, el reconocimiento  cntre  los
anticuerpos v sus moléculas blanco ocurre por la interaccion entre una zona
discreta del anticuerpo denominada idiotipo, v su contraparte antigénica
denominada epitope. El idioupo esta conformado por ambas subunidades
proteicas que conforman cl anticuerpo (cadena pesada v liviana), aunque en
porciones que se conocen como regiones variables. Este nombre se debe a que
la generacion del idiotipo en el organismo ocutre por mecanismos que
involucran la mutacién de forma azarosa en las porciones variables de los genes
codificantes de las cadenas pesada v liviana. La alta tasa de mutacién en estos
genes asegura la existencia de un repertorio de antcuerpos suficientemente

amplio de forma tal que ¢l organismo ¢s capaz de reconocer epitopes a los

cuales nunca fue enfrentado.

Caracteristicas generales.

Los anticuerpos ant-idiotipo  se  describen como  anticuerpos  quc
presentan afinidad con ¢l idiodpo de otro antcuerpo. Por ser una conscecucencia
de la existencia del primer anticuerpos (0 Acl) se los denomina también Ac2.
La cxistencia de estos anticuerpos en el organismo no es consccuencia de
condiciones anormales o patoldgicas sino que varios trabajos abonan la idea de
que cstos clementos son indispensables para el correcto desarrollo de la red
178179

idiotipica v que ademas cumplen funciones reeulatorias en el sistema
J t)

inmunc'*18!,

Fl trabajo tundacional que propuso ¢l accionar de los anticuerpos anti-
idiotipo como participantes necesarios para el correcto desarrollo de la red
idiotipica se debe al Dr. Jerne en el afio 1974, Esta hipotesis es aceptada en la .
actualidad aunque con pequenas modificaciones'™. En términos generales la

tcoria de Jerne propone que en ¢l desarrollo de la red idiotipica, esto es en los

mecanismos  involucrados para que ¢l organismo cuente con una variada

-89 -



Anticuerpo 1E10 Introducciéon

poblacion de anticuerpos con idiotipos distintos, es fundamental la existencia de
una red de anticuerpos que se reconocen unos a otros con distinta afinidad. Mas
aun, Jerne postula que la red de anticuerpos anti-idiotipos nace de los
anticuerpos que reconocen antigenos propios del organismo, citando sus
propias palabras: “... the immune system reflects first onrselves, then produces a reflection of
184

this reflection, and that subsequently it reflects the outside world: a hall of mirrors.”

Originalmente, Jerne describio dos tipos distintos de anticuerpos anti-
idiotipo, los denominados tipo a y tipo 3. En la variante o, el Ac2 reconoce una
region periférica al idiotipo llamada paratope, mientras que los Ac2 de tipo P
reconocen directamente el idiotipo ya sea a través de su propio idiotipo o de su
paratope. Una posterior aclaracion introducida por Gaulton y Greene asigna la
descripeién de anticuerpos ¥ a los que reconocen el paratope del Acl (al igual
que los ) pero que tengan la capacidad de interferir en la union del Acl con el

- 85
hyand()' %

Acl

Representacion esquematica de los distintos tipos de anticuerpos anti-idiotipos posibles.
Tomado de Gaulton et al. 1986.

Trabajos realizados con ¢l fin de estimar la cantidad de anticuerpos Ac2
que reconocen la imagen interna del Acl, demostraron que en una respuesta
anti-idiotipica solo el 15% de los anticuerpos generados presentan  esas

caracteristicas. L.a mayor parte de la respuesta esta direccionada a sitios no
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relacionados con la unién del Acl con su ligando o con Ac2 que aunque no

1806

reconocen la imagen interna, la interfieren de cierta manera

Antecuerpo anti-idiotipo 11:10.
Los antcucrpos anti-idiotipo se generan, como va se menciond, por
reactividad contra otro antcuerpo.
Inmunizando ratones Balb/c repetidamente con el gangliésido NgGM3 incluido
n lipos 3197 lecciond l icul d 1 AY
cn liposomas™ se selecciond un clon particular secretor de anticuerpos IgM de
tipo K denominado P3. Este anticuerpo monoclonal reconoce los residuos N-
glicolil (NeuGc) por lo que presenta una marcada reactividad contra
gangliGsidos N-glicolilados, ademas reacciona también contra sulfatidos. Ha sido
demostrado que P3 presenta una fuerte reactividad contra biopsias de
S| 187 _, 188 . ¢ d dema idiot :
melanoma™ y mama ™ teniendo ademas un 1diotpo partlculzlr quc entra cn la
clasificacion de idiotipos regulatotios ya que presenta la capacidad de activar
linfocitos T v de desencadenar una respuesta contra si mismo en distintas
. . ‘lRl)_ ~ . . . . ., - -, - { N B lb
especies'™ Consecuentemente, se realizaron inmunizaciones de ratones Balb/c
con ¢l antcucrpo P3, que desarrollo una vigorosa respuesta anti-idiotipica de la
cual s¢ sclecciono un clon secretor de anticuerpos IgG1 al que se llamé 1E10™"
110 presenta caracteristicas particulares, tiene la capacidad de bloquear
la unidén entre el Acl (P3) v su antigeno (NeuGe). También puede desarrollar
una respuesta anti-idiotipica (que en cste caso genera anticuerpos Ac3) que
como consccuencia produce anticuerpos que comparten cl idiotupo de P3
aunque cstos no presentan la misma especiticidad antigénica que el Acl. La
suma dc las caracteristicas de 11510 determina que se enmarque dentro de los

. o - . - 9
anticucrpos anti-idiotipos de tipo YAl
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Caracterizacion del modelo en estudio

E/ carcinoma mamario F311 es altamente invasivo y metastdasico

El carcinoma mamario 311 deriva de una subpoblacion clonal altamente
agresiva  seleccionada s vitro de un adenocarcinoma  mamario murino
espontaneo, denominado M3, originado en una hembra de ratones endocriados
de la cepa Balb/c'. Tanto las células crecidas in vitro como #n vire presentan un
tenotipo fusocelular o sarcomatoide (Fig 1), el cual no se corresponde con el
enotipo esperado de un tumor derivado de células epiteliales, lo que pone en

evidencia su pobre nivel de diferenciacion.

Fig 1. Microfotografias opticas de células F3ll crecidas in
vitro (A) coloreadas con |a técnica del tricromico de Mallory
para fibras colagenas, o in vivo (B) obtenida con un
microscopio de contraste de fase. Aumento: 100X

En ensayos de seguimiento de la progresion tumoral, el carcinoma
mamario [F3I1 crecio inicialmente ocupando el espacio subcutaneo, dérmico y
subepitelial. La Fig 2 muestra los datos registrados de diametro tumoral. Hacia
¢l dia 30 luego del inoculo de células tumorales, en la mayoria de los animales se
observo invasion de la epidermis y necrosis con ulceracion epitelial visible en la
superficie tumoral. Al dia 60, la incidencia de metastasis espontaneas en pulmon

alcanzo el 97% de los animales (34 de 35), con una media de 6 metastasis por
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animal. La tasa de crecimiento media registrada fue de 0,37 + 0,02 mm/dia

(media * error estandar).

Fig. 2. Crecimiento tumoral subcutaneo de
las células F3Il en ratones hembras de la
cepa Balb/c. Los datos son representativos
de cuatro experimentos independientes con
al menos 8 animales en cada ensayo. Los
ratones fueron seguidos por palpacion tres
veces por semana durante el desarrollo del

t experimento. En todos los casos el error
20 )
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En examenes histopatologicos de las metastasis pulmonares se constatd
que las mismas se correspondian con nédulos de carcinoma pobremente
diferenciado. Los pulmones mostraron lesiones que incluian edema y congestion
vascular en el parénquima, ademas de una intensa infiltracion del parénquima

con c¢lulas blancas de la sangre con predominio de neutrofilos (Fig 3).

Fig 3. Microfotografias opticas de pulmén perteneciente a
ratones portadores de tumor F3Il. Las flechas indican
imagenes compatibles con la morfologia de células
polimorfonucleares de la sangre. Al: alvéolo. Va: vaso
sanguineo. Coloracion H&E. Aumento: 100X (A) y 400X (B).
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La portacion tumoral de 311 produce mielopoyesis extramedular y aumento de
la celularidad en médula 6sea

En los 35 ratones portadores
de tumor analizados s¢ observo una
marcada esplenomegalia, sin

encontrarse en ninguno de los ratones

focos de metastasis dentro del bazo.

Longitud del bazo (mm).

Sugestivamente, sc¢  encontrd  una

14 6 X
Diametro tumoral (mm)

correlacion positiva entre el diametro

mayor del bazo con respecto a la  Fig. 4. Correlacion entre la longitud mayor
. del bazo de animales portadores de tumor
portacion de la masa tumoral (fig 4). F3ll y el diametro tumoral. p<0,01. r=0.46.

El estudio histopatolégico de los bazos reveld una intensa mielopoyesis v
megacariopoyesis (fig 5). El higado de ratones portadores también reveld focos
de miclopoyesis en ¢usters alrededor de los capilares sinusoides (fig 5).
Asimismo, ¢l analisis de la médula 6sea demostrd un aumento de la celularidad
cercana al 100%, con una relacion miclozeritroide de 10:1, marcadamente
desviada de la normalidad, asociada con una importante neutrofilia peritérica v

un incremento en ¢l recuento de globulos blancos total, parimetros que se

192

describiecron también en el crecimiento 7z 17ro de la linea celular parental M3

Fig 5. Microfotografias opticas
pertenecientes a ratones
portadores de tumor F3ll. Bazo
(A 'y B) e higado (C y D).
Coloracion H&E. Aumento:
100X. Las flechas continuas
indican imagenes de nidos de
mielopoyesis. Las flechas
discontinuas indican
megacariocitos. VCL: Vena
Centro Lobulillar. TP: Triada
portal. Coloracioén H&E.
Aumento: 100X (A y C) y 400X
(ByD
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Resultados publicados previamente muestran que la linea celular M3 tiene
la capacidad de estimular la proliferacion en células respondedoras a este factor
de crecimiento'”. En funcion de evaluar si el Factor Estimulante de Colonias de
Granulocitos y Macrotagos (GM-CSF) podria ser un factor importante ¢n la
estimulacion proliferativa de esta linea celular, se realizaron experimentos de
proliferacion celular sobre 311 7# vitro en presencia del GM-CSF.

lL.a adicion de GM-

CSI en los medios de cultivo O1%SFB
0% SFB
indujo un crecimiento dosis
dependiente con un pico en

100 4

la estimulacién maxima en 80 4

una concentracion de 25 o
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ng/ml. Este crecimiento se

registro  tanto  en  ausencia

s 50 75 100

como en presencia de suero GM-CSF (ng/ml)

fetal bovino. Sin emhﬂr(‘:() la Fig. 6. Efecto de la adicion de GM-CSF sobre el
' crecimiento in vitro de células F3ll en presencia o
adicion de GM-CST 1 ausencia de SFB. Los datos representan la media +
error Standard (n=8) y son representativos de tres
concentraciones mavores de experimentos independientes. *p<0,05 y **p<0,01,
: ANOVA (Dunnet test)

50 ng/ml resulta en un

efecto inhibitorio del crecimiento el cual es mas notorio cuando a las células se

las crece en ausencia de suero (Fig. 6).
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I as célnlas F3IT son reactivas al anticnerpo P3.

Para determinar la reactividad de las células F3I1 de carcinoma mamario
hacia ¢l anticuerpo P3 se realizaron c¢nsayvos inmunocioquimicos  sobre
monocapas cclulares. Como se menciono el anticuerpo P3 es el Acl del cual sc
obtuvo el anticuerpo 1E10 (Ac2). Tambi¢n se valoro la actividad del 1110 para
determinar st existe un reconocimicnto directo de este anticuerpo contra las
células tumorales. Los mismos ensavos sc realizaron también utilizando ¢élulas
B16 dec mclanoma va que esta linca celular presenta un perfil de expresion de
gangliosidos diferente al registrado en 3110 Mientras que la expresion de
gangliosidos ¢n las  cclulas 311 presenta una  alta concentracion  de
oligosialogangliosidos v gangliosidos  N-glicolilados  (CIM,  comunicacion
personal), Ta linca cclular B16 expresa mavormente gangliosidos N-acetilados

monosialilados'™

Los resuhados (Fig 7) muestran que el anticuerpo P3 reconoce regiones
discretas de las células IF311, mientras que con en ¢l anticuerpo and-idiotipo
110 la reactividad ¢s muy escasa. Parucularmente se puede reconocer un claro
reforzamicnto de membrana con una notoria tincion intracitoplasmatica con
una disposicion que hace pensar que el compartimiento comprometido es el
sistema de endomembranas. Por otro lado, la linca cclular B16 también
demostrd un nivel de marcacion significativa con este anticuerpo (datos no
mostrados).

Fstos resultados confirman a la linca I'311 de carcinoma mamario
como un modclo apropiado para el estudio de estrategias vacunales dirigidas a

gangliosidos glicolilados, como es el caso del anticuerpo anti-idiotipico 1E10.
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Fig 7. Reactividad del anticuerpo
monoclonal P3 (A y C) y 1E10 (B) en
células F3ll crecidas in vitro. Las
flechas indican zonas de reactividad
Contratincion: Hematoxilina. Aumento:
100X (A y B) 400X (C).

-100 -



Anticucrpo 1E10 Resultados

Estudio de téxicidad in vivo con el anticuerpo 1E10
[ vacuna a base de 11:10 presenta bajos niveles de toxcicidad en ratones Balb/ ¢

Sc utilizaron ratones Balb/c hembras para cevaluar el efecto toxico
subagudo de la inveccion diaria con una preparado de 11310 en alimina. Al ser la
alimina un potente cfector inflamatorio no se utilizaron adyuvantes en este
protocolo de administracion.

Los ratones fueron divididos ¢n dos lotes a los cuales se les aplicaron

dosis diarias por via s.c. de 50 Pg de vacuna. Un lote recibié la vacunaciéon
durante 7 dias mientras que en el segundo la administracion alcanzé los 14 dias.

No sc observaron variaciones de comportamiento ni sociales en los
animales durante ¢l periodo de administracion del preparado vacunal. El
consumo de agua v ¢l peso de los animales no registraron variaciones
significativas (datos no mostrados). En la necropsia no sc registraron signos de
dafio macroscopico evidente en ninguno de los 6rganos.

Ll andlisis histopatolégico revelé una alta homogeneidad de respucesta
cntre los animales ensavados, tanto hembras como machos.

No se encontraron alteraciones histologicas en ¢l sistema nervioso
central, en ¢l rifion, en el musculo estriado o en los testiculos. Ta médula Gsea
mostrd signos de hipercelularidad a expensas de las tres serics, micloide,
critroide v megacariocitica. Ein ¢l bazo se encontraron signos de hemorragias
intraparenquimatosas v focos de megacariopovesis ectopica. El pulmon mostrd
signos de congestion vascular acentuada v ocasionalmente, signos de hemorragia
intraalveolar. S1 bien ¢l parénquima hepatico mostrd una arquitectura lobulillar
conscrvada, s¢ cncontraron  signos de  degencracion  balonizante en  los
hepatocitos v oclertas regiones del parénquima renal necrosadas. Sorprende cl
hecho que estos signos degenerativos se mostraron mas marcados en los lotes
tratados durante 7 dias en comparacion con los animales sometidos a 14 dias de

inveccion. bste resultado podria indicar que este ctecto toxico se da en respucesta
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a las primeras inyecciones y que scria revertido con el transcurrir del tiempo. La
piel en la zona de inyeccion mostrd una histoarquitectura conscrvada con signos
de vasodilatacion capilar en dermis ¢ infiltracion de clementos blancos de la
sangre.

El andlisis de los efectos toxicos al preparado vacunal 1110-KLH sc
realiz6 siguiendo los protocolos utilizados para evaluar el efecto antitumoral. En
distintos protocolos sc utilizaron un total de 90 ratones endocriados de la cepa

Balb/c los cuales fueron invectados por via i.p. con 4 6 7 dosis cada 14 dias con

una concentraciéon de 50 pg/ml utlizando como complemento inmunoldgico
adyuvante de Freund completo (primera dosis) o incompleto (resto de las dosis).
L.os animales fucron monitorcados periddicamente sin registrarse variaciones
significativas en su ingesta de alimento o agua. El peso corporal cvoluciond
scgun los parametros normales de la especic. No se registraron durante la
evolucion del ensavo variaciones de relevancia en el comportamiento.

Los hallazgos autopsicos ¢ histopatologicos de mavor jerarquia incluyen
un aumento en la cclularidad ¢n la médula Osea, con desviacion de la relacion
miclo-critroide  (8:1),  esplenomegalia  con focos  de  miclopoyesis
megacariopovesis v una marcada infiltracion en pulmoén con predominio de
polimorfonucleares  neutrotilos. En ¢l rindn se encontré  congestion  del
parénquima v dc los capilares glomerulares, ademas de vacuolizacion del epitelio
tubular en grado leve. En ¢l higado se encontraron focos de miclopoyesis
cctopica, con degenceracion balonizante de hepatocitos.

Mas alla de los hallazgos histopatologicos que deben ser considerados
cuidadosamente, puede concluirse que la inmunizacion repetida con 1E10

genera cfectos que son bien tolerados por los animales.
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Efecto antitumoral de la vacuna a base de 1E10
La inmunizacion con 1E:10 reduce la carga tumoral

Lotes de 9-10 animales se someticron al esquema de inmunizacién
descripto mas arriba, que se presenta en la Fig 8. Los lotes ensayados fueron
1E10-KLH, KLH solo, 1E10 solo y PBS. Los animales fueron inyectados por
via 1p. con 50 Hg de vacuna mas adyuvante completo (primera dosis) o
incompleto de Freund (dosis subsiguientes) con un total de 7 dosis. Al dia 0 del
experimento, los animales fueron inoculados s.c. con 200.000 células F3I1, y la

evolucion tumoral se siguid hasta 50 dias posteriores al desatio.

2 x 10° cél
F31I (s.¢)

ﬂ

Inmunizacion ¢/50 pg (i.p.)

Fig. 8. Esquema ilustrativo del protocolo utilizado para evaluar el efecto
antitumoral de la vacuna 1E10-KLH con adyuvante de Freund

[La cinética de crecimiento tumoral fue menor en los ratones tratados con
la vacuna 1E10-KLH, con respecto a los tres grupos restantes (fig. 9),
cncontrandose una diferencia signiticativa entre los dias 25 y 35. Asi, la tasa de
crecimiento tumoral y el volumen tumoral final del lote de ratones tratados con
IE10-KLH fueron significativamente menores que los calculados para los otros

grupos (Tabla I).
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Dias posteriores al desafio tumoral

Fig. 9. Crecimiento tumoral del carcinoma F3ll en ratones
inmunizados con 7 dosis de 1E10-KLH (circulos vacios),
1E10 solo (triangulos llenos), KLH (cuadrados) o vehiculo
(circulo lleno) y desafiados con 2x10° de células F3l por
via s.c. Los datos representan el diametro + SD

Tabla I. Tasa de crecimiento vy Volumen tumoral al dia de la
autopsia de ratones inmunizados con 1E10-KLH con siete

dosis (50 ng/dosis) v desafiados por via s.c. con 2x10° células

F3I11.
Lasa ;i((iz’crecin:ii.clan-it_o Vol. Tumoral
. Sl;ﬂ(\/r‘[r;e 1< mm? (media = SEM)
PBS 0,37 0,03 2143 + 412
1E10-KLH 0270017 1620 £175°
1E10 0,38 £ 0,04 2141 £ 270
KI.H 0,38 £ 0,04 2301 =237

* p<0,02 versus PBS (t-test)
® p<0,05 versus KLH 0 1E10 (t-test)
“p<0,05 versus PBS, KLH y 1E10 (t-test)
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1</ tratamiento con 1E:10 rednce significativamente el ntinero de metdstasis en pulmion.

A consccuencia de su gran agresividad, ¢l tumor 3L produce
cspontancamente nodulos metastasicos en pulmon, convirtiéndose asi en un
buen modelo para estudiar el etecto de la vacuna cn la entermedad metastisica.
Como puede observarse en la Tabla II la mediana del recuento de metastasis en
el lote tratado con 1E10-KLIT es significatvamente menor que ¢l registrado en
los demas lotes. Un dato particularmente llamativo es que la mediana del lote de
rawnes tratados solo con KLH es mayor que la de los otros lotes. Liste hecho se
corrclaciona con una mavor invasion del tumor primario en estos animales lo
cual podria sugerir que la inveccidn del aerrver presenta efectos adversos per se que

serian no tan daninos administrados en conjuncion con el antcuerpo.

Tabla II. Invasion local v recuento de metdstasis ¢n ratones inmunizados

con 7 dosis de 1E10-KLIT (50 pg/dosis) v desafiados con 2x10° célutas F311
por via s.c..

Invasion Metastasis

Superficial Planos profundos Mediana

% (positivos/total) % (positivos/total) (rango)

PBS 100% (9/9) 22°0 (2/9) 6,0 (2-43)
10 T (7/9) 33% (3/9) 3,0 (1-10)%

KI.l1

1110 100% (10/10) 10% (1/10) 3,5 (0-37)
KLII 100% (10/10) 60" (6/10)™ 14,0 (3-80)

NS no significativo
* p<0,05 test de Kruskal-Wallis
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Respuesta inmunologica desarrollada por la vacunacion con 1E10

Los sueros de ratones inmunizados reconocen células de tumor F311

Con el fin de determinar si los sueros de los ratones inmunizados con la
vacuna 1E10-KLH mostraban reactividad contra las células mamarias F311, se
realizaron ensayos inmunohistoquimicos sobre cortes de tumor.

Los resultados obtenidos muestran que los sueros de los ratones
inmunizados con la vacuna 1E10-KLH presentan alta reactividad contra las
cclulas tumorales, mientras que los sueros de los ratones inmunizados con 1E10
solo o PBS, desarrollaron una muy leve reaccion. Llamativamente, los sueros de
los ratones inmunizados con KLH demostraron también tener una cierta

reactividad frente al parénquima tumoral (Fig 10).

Fig 10. Inmunohistoquimica sobre cortes de tumor F3Il utilizando sueros
inmunizados con 7 dosis de 50 ng/dosis de 1E10-KLH (A), KLH solo (B), 1E10
solo (C) o solo el adyuvante de Freund (D). Contratincion: Hematoxilina.
Aumento: 400X.
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El melanoma

El melanoma e¢s una enfermedad de tpo ncoplasica que sucede a
consccuencia del crecimiento indisciplinado de los melanocitos, células normales
presentes en la cpidermis distribuidas conspicuamente por todo el tejido
tegumentario del organismo. A diferencia del resto de las células de la piel, los
melanocitos derivan de células de la cresta neural. A las diez semanas de vida
cmbrionaria cClulas precursoras de la cresta neural migran v se alojan en la capa
basal dc la cpidermis, dando lugar a los melanoblastos que finalmente se
diferencian cn melanocitos.

la funcion principal de estas células es la de secretar compuestos
pigmentados que son los responsables de la coloracion de la piel. Cada
melanocito se rodea de cinco a seis queratinocitos, que son células no
pigmentadas  constituyentes mavoritatias  del  parénquima  epidérmico.
Morfologicamente, presentan prolongaciones citoplasmaticas que entran ¢n
estrecho contacto con los queratnocitos de la capa espinosa de la epidermis.
[istas  prolongaciones  transportan  estructuras  subcelulares  denominadas
melanosomas cargadas de pigmentos; melanina, caroteno v hemoglobina.

No cexisten diferencias importantes ¢n la densidad de melanocitos entre
individuos de distintas razas siendo la causa de la diterente coloracion la
cantidad v distribucion de los pigmentos, basicamente de mclanina. Todas las
células del parénquima epidérmico —no siendo los melanocitos una excepeion-
manticnen una alta capacidad proliferatva que permite el continuo recambio de
la cpidermis, ademas de concedetle una alta capacidad auto-reparadora al tejido.
Iiste hecho sumado a que la piel es la principal barrera del organismo contra las
agresiones del ambiente, hace que no sean raros los eventos de transformacion
cclular tanto benignos como malignos.

l.a pigmentacion de la epidermis llevada a cabo obstinadamente por los

melanocitos responde a la nccesidad de proteger los estratos mas protundos del
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organismo de los rayos solares, basicamente de la radiacion ultravioleta (UV). La
radiacion UV sc encuentra cn el rango de luz entre 240 a 400 nm, y
notmalmente se subdivide en tres niveles de energia llamados UVA (400 a 320
nm), UVB (320 2 290 nm) y UVC (290 a 240 nm). La radiacion UVC por su baja
carga cnergética es absorbida por los estratos superiores de la atmosfera rica en
ozono v no alcanza la superficie de la tierra. Sin embargo la vida sobre la tierra
ha debido encontrar formas de protegerse del cfecto danino de las radiaciones
UVB y UVA que impactan constantemente sobre ¢l manto terrestre. Se ha
demostrado que por su cercania a la longitud de onda de absorcidon del acido
nucleico (260 nm), la radiacion UVB produce danos directos sobre el ADN,
basicamente a través de la dimerizacion de pirimidinas adyacentes'. Tistas
dimerizaciones dan como tesultado varios productos distintos siendo los mas
mutagcnicos v carcinogénicos, los residuos de ciclobutano v las uniones
covalentes cntre los anillos de las posiciones 6-4. Liste tipo de fotocompucstos
d¢ ADN son rcparados cnzimaucamente por ¢l sistema de reparacion
denominado reparacion por escision de nucleotidos (NER por nucleotide escision
repair). Es interesante destacar que los individuos con Xeroderma pigmentosum
presentan alguna falla en el complejo de reparacion NER'™. Significativamente,
estos pacientes tienen una alta incidencia de carcinomas epiteliales. Iistudios
cxperimentales con ratones deficientes del sistema NER reproducen los mismos
sintomas de la patologia'”'™.

‘También se ha demostrado que la capacidad de transformacion de las
radiaciones UVB v UVC depende también de la cstructura primaria, secundaria
v terciaria de la hebra de ADN. Por ejemplo Tomassi et al.' han publicado que
la mctilacion ¢n una secuencia especifica del gen p53 aumenta la probabilidad de
formacion de dimeros dando como resultado mutaciones especificas ligadas a la
cxposicion a la luz UV presentes en tumores de origen epitelial™™ =",

Por su parte, las radiaciones UV de alta carga energética (L'VA) atraviesan

la atmostera v penctran profundamente en la piel sicndo su cfecto adverso mas
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severo la produccion de radicales libres dentro del organismo, ligados también

. s C 202
estrechamente a la transformacion celular maligna™.

Fitiologia del melanoma.
Se han descripto tres ncoplasias de origen epidérmico, el carcinoma de células
basales y el carcinoma de c¢lulas escamosas, ambos derivados de queratinocitos
y el melanoma maligno que deriva como se dijo de los melanocitos.
Actualmente sc considera que la radiacion solar es la causa primordial, -sino la
unica- de la aparicion de estos tipo de tumores sélidos epidérmicos en los casos
que no sc refiecren a cancer tamiliar. Las cvidencias que alimentan cste
razonamiento son varias. Ya cn el afio 1894 Unna™, describi6 lo que ¢l Hamd
carcinoma de picl de marincros “Seemanshautcarzinom” comentando que estos
crecimicntos aparccian cn regionces de la piel altamente expuestas a la radiacion
solar. Dos afos después Dubreuith™ public observaciones similares referidas a
personas que trabajaban en vinedos. Fn la década del 30° ¢l Dr. Anget H. Roffo
demostrd que la tuz del sol podia inducir carcinomas epidérmicos cn ratas y que
cste proceso podia ser evitado a traves del uso de colorantes o de vidrios
incoloros, que cominmente filtran la radiacion UVB™, El primer trabajo que
puso cl acento sobre la correlacion entre la exposicion solar v la mortalidad a
causa de melanoma fue publicado por Lancaster et al. ™™ en 1956. En este trabajo
sc remarca quc cn las regiones mas cercanas al ccuador se registra la mavor
mortalidad a causa de esta enfermedad en individuos de origen caucisico. A
partir de estas obscervaciones los resultados recogidos hasta el momento no han
hecho otra cosa que contirmar la responsabilidad cast exclusiva de la radiacion
solar en la aparicion de melanoma™™=""*"

lista aceptado que la radiacion ultravioleta -principalmente la UVB- es el
factor etiologico principal en la transtormacion maligna a mclanoma. Sin
cmbargo, a diferencia de otros tumores de piel en donde la transformacion csta

rclacionada con la acumulacion de ticmpo cn la exposicion a la radiacion, cl
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desarrollo y la progresion del melanoma encuentra su causa cn la exposicion
intcrmitente y excesiva a la radiacion ¢n combinacién con un genotipo, un
fenotipo v una inmunocompetencia particular™**'". En la tabla se presentan los
resultados del andlisis estadistico de los resultados publicados hasta el momento.
Se¢ puede apreciar que el cociente de probabilidades en individuos que tienen
exposicion intermitente al sol, supera en mas del doble a aquellos individuos que
reciben radiacion solar continua por causas ocupacionales. Es interesante
destacar que la incidencia aumenta aun mas cuando los eventos de exposicion

cxcesiva al sol se producen en la adolescencia.

Resumen de resultados de los trabajos publicados
hasta el momento en melanoma y exposicion solar.

Exposicion solar OR*
Intermitente 1.87
Ocupacional 0.76
Fixposicion excesiva en la adultez 1.91
Fxposicion excesiva en la 1 05
adolescencia T
Exposicién excesiva en la nifez 1.62
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Transformacion hacia la malignidad.
Solo en pocos tipos de cancer se ha establecido los pasos que tienen lugar en la
transformacion desde la célula normal hacia la maligna. El estudio histologico
junto al seguimiento clinico de casos de melanoma ha permitido caracterizar los
eventos que participan en el desarrollo de la enfermedad.

La transformacion maligna de los melanocitos puede representarse en 5

212,213,214

estadios bien definidos . El primero de ellos —estadio O se refiere al
meclanocito en su estado normal con su tuncion pigmentaria intacta en intimo
contacto con los queratinocitos. En el estadio 1 se encuentran los lunarcs
clasicos, crecimientos neoplasicos benignos en donde el melanocito ha iniciado
un camino de transformacion perdiendo la comunicacion con los queratinocitos.
la proliferacion celular puesta de manifiesto en los lunares es limitada v se
mantiene dentro de la zona epidérmica. Los lunares displasicos s¢ engloban
dentro del estadio T de transformacion. En cllos se hace evidente una atipia
estructural y arquitectonica. Un marcado crecimiento radial del lunar se hace
evidente en los meclanomas de estadio III. En este estadio el lunar por su
imposibilidad de atravesar la membrana basal no es tumorigénico ni puede dar

lugar a crecimientos ncoplasicos a distancia  (metastasis). El estadio IV

representa el primer

Melanoma

metastasico o) paso de transformacion
maligna en donde el
lunar adquicre la

capacidad de invadir los
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la masa ncoplasica. La habilidad de atravesar la membrana basal da lugar a
desprendimientos  celulares que  eventualmente pueden generar metastasis.
[inalmente el estadio V' sc retiere al melanoma metastasico que presenta

ubicacion en un organo distante del tumor primario.

Alternativas terapénticas. El melanoma es una entermedad neoplisica que presenta
caracteristicas particulares para su tratamiento. Por su accesible localizacion la
reseccion quirargica de melanoma de estadios bajos (I, 1I) sin tratamiento
posterior ha demostrado una alta tasa de cura de la enfermedad™ ™', Ll
tratamicnto para melanomas de estadio 111 complementa la reseccion quirdrgica

con la remocién de los ganglios locoregionales. Se discute actualmente, si el

tratamicnto con INF-02b a altas dosis es recomendable para este tipo de

- 21721 - -
paclentes aunque sc ha encontrado que en los pacientes sometidos a esta

terapia aumenta cl tiempo libre de enfermedad no se ha demosirado ¢n estos
trabajos un aumento en el tiempo de sobrevida™"*, Ademas, los ctectos toxicos
del INI hacen que cl tratamicnto sca muchas veces dificil de llevar adelante.
Finalmente, en los estadio mavores de la enfermedad (IV v V) se recurre segiin
la localizacion de las metastasis a la reseccion individual, a la quimioterapia
citotoxica v a la radioterapia. Lamentablemente, la respuesta de los melanomas
metastisicos a la quimioterapia ¢s muy pobre. Las respuestas  objetivas
alcanzadas utilizando decarbacina o las nitrosoureas, carmustina v lomustina, no
superan el 25°4 de respuestas positivas™ (aumentos cortos en la sobrevida que
oscilan entre los tres a seis meses). Sin embargo, ocasionales respucstas de
remisiones por largo tiempo pucden darse, aunque estos eventos no superan cl
2%%. A pesar de que se han probado varios tratamientos quimioterapéuticos
combinados ninguno ha demostrado hasta el momento un efecto superior al
20%. En la tabla se muestran los resultados de las respuestas obtenidas por los

agentes quimioterapéuticos mas utilizados.
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Respuestas conseguidas en distintos protocolos
frente al uso de quimjoterapéuticos.

No. de Respueasta
Agente pacientes total
(o)

Alquilantes
Dacarbacina 1868 20
Dibromodulcitol 144 20
Nitrosoureas
Carmustina 122 13
I.omustina 270 16
Scmustina 347 16
Fotemustina 220 25
Toxinas
microtubulares
Vincristina 52 12
Vinblastina 62 13
Vindesina 273 14
Taxol 71 17
Analogos de platino
Cisplatino/ carboplatino 137 15

® Respuesta completa + respuesta parcial
Fuente: DeVita et al.

La respucsta del melanoma a la radioterapia ¢s llamativamente pobre. Asi
cs como por mucho tiempo se considerd al melanoma radio-resistente. Fstudios
posteriores determinaron que ¢l tratamiento de melanoma metastasico con altas

dosis de radioterapia puede llegar a producir respucstas parciales hasta de un

7
35% vy totales en un 249,77,

Algunos datos estadisticos. La incidencia de esta entermedad a nivel mundial
presenta sustanciales variaciones entre paises. Las citras mas clevadas pucden
cncontrarse ¢n Oceania sicndo Nueva Zelanda (56,2 cada 100.000 habitantes) v
Australia (28.9 ¢/100.000 hab) los paises con mavores registros. Fn Fstados
Unidos s¢ puede observar que la incidencia  de esta enfermedad para la

poblacion blanca ha aumentado de 1 cada 100.000 ¢n 1935 a 15 cada 100.000 en
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1998, sin embargo la mortalidad no ha sufrido el mismo cambio lo que indicaria
que s¢ ha incrementado en estos ultimos anos la deteccion precoz de la
enfermedad™. Las menores tasas de incidencia se encuentran en Asia donde
China, India y Singapur muestran registros menores a 1 cada 100.000
habitantes”. En la figura se muestra la incidencia del melanoma maligno en 25
paises seleccionados mostrando la variabilidad de esta enfermedad a nivel

mundial.
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Incidencia de melanoma en distintos paises.
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Modelos murinos utilizados en el estudio del melanoma. De lo anteriormente expuesto,
sc deduce que el melanoma es una enfermedad que, aunque facil de abordar en
estadios mas tempranos se convierte en un dificil contendiente una vez que cl
tumor ha logrado diseminarse por ¢l organismo. Las tcrapias convencionalcs,
altamente eticaces en otras patologias ncoplasicas no logran alcanzar los mismos
resultados en csta. Es por esto que ¢l tratamiento de nuevas cstrategias
tcrapéuticas para melanoma es un drea de incesante trabajo. En cste sentido,
cexisten varios modclos animales de estudio del melanoma, principalmente de
CCpas murinas.

La linca cclular B16 se obtuvo adaptando células de melanoma de origen
murino a condiciones de crecimicnto in vitro. Fidler publico en el afio 19757 el
trabajo de caracterizacion de esta linca celular, permitiendo a la comunidad
cientifica contar con ¢l modclo de experimentacion en melanoma que mejor se
adapta a la experimentacion preclinica. Fstas células son capaces de crecer en
cstufa de cultivo v al ser invectadas en ratones C57 tenen la capacidad de
generar nodulos tumorales. Un ano después de la caracterizacion de la linea, a
través de la seleccion de subpoblaciones con mavor o menor capacidad
metastisica, Iidler describe las variantes tumorales B16F0 v B16F10 que
presentan baja vy alta capacidad de formar nddulos tumorales en pulmon
respectivamente™ .

L.os tumores de origen ncurocecrodérmico se caracterizan por expresar
gangliosidos en la membrana plasmatica™. Ll nivel de expresion es tan
significativo que estos antigenos s¢ convirticron en marcadores tumorales de
cste tipo de tumores™ | por lo que son antigenos de eleccion para ¢l desarrollo

. . . . v 323
dc estrategias de inmunoterapia oncologica™.
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Vacuna NacGM3/VSSP

En esta seccion se presentaran los resultados obtenidos cn ¢l estudio del
cfecto de una vacuna a base del gangliosido NacGM3, denominada
NacGM3/VSSP. Parte de los resultados presentados aqui fueron considerados
por la Asociacién Nacional de Medicamentos v Tecnologia Alimentara
(ANMAT) como prucba experimental de bioseguridad v actividad antitumoral
del preparado vacunal, ente que autorizé la ejecucion de un primer ensayo de
fase 1 de la vacuna NacGM3/VSSP sobre pacientes de melanoma en estadios
avanzados, libres de enfermedad (Nro. de expediente: 1-47-1572-02-06).

FEsta vacuna c¢s ¢l producto de la conjugacion de componentes
bacterianos de Neisseria meningitidis v NacGM3. El componente  bacteriano es
una fraccion de la membrana externa de N, weningitidis que naturalmente es
secretada al medio en forma de vesiculas (VME, vesiculas de membrana externa)
que condenen  lipidos, polisacaridos v proteinas por las  bacterias. La
composicion de una scric de vacunas contra la meningitis bacteriana csta
compucsta por fracciones de membranas externas de esta especic bacteriana por
lo que los ctectos que produce sobre ¢l sistema inmunoldgico de estos
compuestos csta suticientemente reportado. Gracias al estudio de los efectos
causados sobre seres humanos vacunados con estos compuestos se conoce que
las protcinas de membrana externa presentan naturalmente un fuerte etecto
inmunoestimulante. Resultados publicados recientemente demuestran que la
inmunizacion con proteinas externas de N, weningitidis inducen la expresion de
moléculas co-estimulatorias v la proliferacion en la poblacion de linfocitos B*,
ademas de esumular la expresion de scgundos mensajeros necesarios en la
produccion de anticuerpos. Al combinar las VME con Nac(GGM3, se produce
una particulacion c¢n la solucion resultando en que en la fraccion soluble sc
rcticne una solucion de  liposomas de bajo peso molecular  conteniendo

NacGM3 v parte de los componentes bacterianos. A cstos pequefios liposomas
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s¢ los denomin6 VSSP refiriéndose a very small sige liposomes, por lo que el

nombre dc c¢sta vacuna resulta en NacGM3/VSSP.
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Caracterizacion del modelo de melanoma B16

[as célnlas de melanoma B16 expresan NacGM3 en su membrana.

Se evaluo la expresion del gangliosido NacGM3 en las células de
melanoma B16 y de carcinoma mamario F3II, mediante un ensayo de
citofluorometria de tlujo. Para esto se utilizé6 un anticuerpo monoclonal
especifico para este gangliosido conocido como M2590*",

Como se¢ muestra en la Fig 11, el anticuerpo demostr6 una alta afinidad
por las células B16. Esta respuesta fue notablemente inhibida cuando se sometié
al anticuerpo a una preincubacion con NacGM3 soluble purificado
cvidenciando la  especificidad  del reconocimiento. Estos resultados son

coincidentes con publicaciones previas

PTTR PX
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Fig 11. Citofluorometria de flujo utilizando el anticuerpo m2590 sobre
células B16 (a) y F3ll (b). La marcacién con el anticuerpo monoclonal
se representa en el histograma con la linea fina mientras que la linea
gruesa representa el control de isotipo. La linea gris se refiere a la
preincubacion con NacGM3 soluble.
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que demuestran la expresion de NacGM3 en las células B16. Por otro lado, este
comportamiento no se puso en evidencia cuando las células F3II se sometieron
a la incubaciéon con el mismo anticuerpo.

Los resultados mostrados indican que el perfil de expresion de NacGM3
en membrana es totalmente distinto entre los dos tipos celulares. Mientras que
las células de melanoma muestran concentraciones significativas del gangliésido
NacGM3 en su membrana, las células F3II presentan una muy baja o nula

presencia en membrana de este gangliésido.

E/ gangliosido NacGM3 modula la proliferacion in vitro de B16 y F311

Como se menciond, la participacion de ciertos gangliosidos tanto en
respuestas proliferativas como anti-proliferativas ha sido reportada en varios
trabajos. Para valorar el efecto de
NacGM3 sobre el crecimiento de

las células de melanoma B16 se

realizaron cnsayos de  respuesta

proliferativa en condiciones de

adicion exogena del gangliosido in

vitro. Los resultados demostraron

quc a concentraciones mayvores a
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de suero, la adicion del gangliésido

: : Fig 12. Variacion de la proliferacion in vitro en
produjo un incremento en la

distintas concentraciones de NacGM3 en células
proliferacion celular de las células  F31l y B16 en ausencia

(A) y presencia (B) de
B16. En las mismas condiciones
de cultivo la linea celular F311 no mostrd variaciones significativas en ninguna

de las concentraciones de gangliosido ensayadas. Ademas, en la concentracion

de 100 Wg/ml se observd un efecto inhibitorio sobre las células F3II en
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sresencia de sucro al 5% (Fig. 12), algo no observado en las células B16 para las
nismas condiciones. La variacion obscrvada en la respucsta proliferatva de las
s¢lulas cnsayadas podria interpretarse como un indicador de la distinta
»articipacion que tiene ¢l ganglicsido NacGM3 en ¢l comportamiento de las
>¢lulas tumoralcs.

Se realizaron cnsayvos colorimétricos tendientes a  determinar si el
wregado exogeno del gangliosido produce algun efecto citotoxico en las células
1311 ¢n presencia de suero, sin encontrarse variaciones significativas. Tampoco
s¢ encontraron indicios de apoptosis cuando se marcaron los extremos libres de

ADN scgun la modalidad utilizada en el ensavo TUNEL (datos no mostrados).

[ toma tnmoral del smelanoma B16 depende de la carga del desafio

El modelo de melanoma B6 singénico en ratones C57BL/6 fuc
desceripto, como va se menciono, por Fidler ¢t al. en 1975, Para cvaluar las
caracteristicas tumorigénicas de la linca, ratones machos C57BL/6 tucron
desatiados con distintas cantidades de células de melanoma B16FO luego de ser
Inmunizados con cuatro dosis de Montanide, ¢l adyuvante inmunolégico
uttlizado en 1a vacuna NacGM3/VSSP.

Los resultados arrojados s¢ mucestran ¢n la Tabla 111, donde pucde
obscrvarse que ¢l 100% de toma tumoral -definiendo este término como el
numero de ratones positivos sobre ¢l total- se logro invectando 5 x 10 células
B16, micntras que con ¢l inoculo de 1 x 107 células solo se consiguié que
alrededor del 30% de los ratones desarrollasen tumor, siendo la variacion en la
incidencia  tumoral con  respecto  al  indculo  invectado  estadisticamente
significativa (p<0,001, ¥ para tendencia). Es interesante destacar que, aunque la
incidencia tumoral en los distintos lotes de ratones fue variable, la latencia
tumoral —c¢l lapso hasta que los tumores se hacen palpables e¢n Jos animales
positivos— s¢ mostro bastante parcja, sin mavores diterencias empleando incluso

cargas pequenas (un promedio de alrededor de 20 dias). Esta cierta cstabilidad
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en la latencia tumoral repercutio en la supervivencia de los animales que resultd

también similar en las cargas tumorales mas altas (alrededor de 50 dias).

Por los resultados obtenidos se puede especular que la incidencia tumoral

pucde resultar en un buen parametro indicador del efecto antitumoral de las

vacunas a ensayarsc.

Tabla III. Parametros evaluados del desafio

con cé¢lulas B16

inyectadas s.c. en ratones singénicos C57bl6, preinmunizados con
cuatro dosis del adyuvante inmunologico Montanide ISA 51.

Inéculo 1.000 2.500 5.000 50.000
% Incidencia® 29% 38% 77% 100%
(positivos /total) (5/17) (3/8)  (20/206) (5/5)
La’tencia tumoral 28 4 7 51 &5 80 54 b4
(dias = DS) - o T
Sobrevida ,

(dias + DS) 80+17 69%30 50+25" 50%8°

? p<0,001 ? para tendencia
® p<0,001 vs 1000 células test de Turkey-Kramer
“p<0.05 vs 1000 células test de Turkey-Kramer
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Estudio toxicolégico de la vacuna NacGM3/VSSP en ratones C57BL/6

La inmunizacion con la vactna NacGM3[V'SSP es bien tolerada

El efecto toxico de la vacuna NacGM3/VSSP utdlizando el advuvante
Montanide ISA 51 fue evaluado luego de cuatro inmunizaciones cada 14 dias
por via 1.m. No sc¢ obscrvaron hasta 70 dias lucgo de la cuarta dosis, signos
manifiestos de toxicidad en los ratones. Asi, tanto el peso de los ratones como el
consumo de agua v comida s¢ encuadrd dentro de la normalidad. Fl analisis
histopatologico de las piczas obtenidas no cvidencié signos de toxicidad
manificsta en rinon, higado, pulmones, corazon o en el sistema nervioso central
(cerebro y cercbelo). Por el contrario, estos animales mostraron congestion con
una llamativa hiperplasia reactiva en bazo, parimetro que puede atribuirse al
cfecto inmunomodulador de los componentes de la vacuna.

No obstante los pocos indicios de cfectos 1oxicos del protocolo estandar
d¢ inmunizacion, s¢ cvaluo también la toxicidad sub-aguda del preparado
vacunal. Para ello, ratones C57B1./6 machos v hembras fucron sometidos a una
inyeccion diaria del preparado vacunal durante 15 dias con una dosis de 120 pg
de NacGM3 por via im. Istos animales mostraron buena tolerancia al
tratamicnto cn cstas condiciones. 13 efecto de la administracion diaria, no
presento diferencias significativas de toxicidad entre machos v hembras. Todos
los ratones someudos a este protocolo llegaron vivos al final del experimento,
sin signos manifiestos de toxicidad.

il consumo dc agua, la ingesta de alimentos v la evolucion del peso son
indicadores de la sanidad de los animales durante ¢l transcurso del experimento.,
lin c¢ste protocolo s¢ pudo comprobar en los primeros tres dias del
experimento, una disminucion en la ingesta diaria de agua que fue revertida en
los dias posteriores no observandose varaciones de importancia durante ol

desarrollo del experimento. Il consumo aproximado de agua por animal fue de

- 129 -



Vacuna NacGM3/VSSP Resultados

alrededor de 2 ml diarios, en consonancia con la toma normal de estos animales

(Fig 13).
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Fig 13. Consumo de agua de ratones inyectados
diariamente con 120 ug de NacGM3/VSSP.

No sc cncontraron variaciones en la ingesta de alimento o en el
comportamiento social ¢ individual de los ratones. El peso de los ratones
tampoco mostro variaciones significativas en ninguno de los lotes a lo largo del

experimento siendo similar al peso observado en ratones sanos (Tabla IV).
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Tabla IV. Evolucion dcl peso de los ratones

inyectados diartamente con 120 g de NacGm3/VSSP
(toxicidad subaguda).

Peso (gr)
(variacién porcentual respecto
del peso inicial)

Dia Machos Hembras
) 273+ 1.7 234124
O V)
8 26,3+ 14 23,615
(-3.4) (+0,7)
15 271+ 14 24.1 £ 0.8
(-O>4) (+%)

Los datos surgidos del andlisis histopatoldgico de los  especimencs
recogidos en la autopsia realizada « posteriori del experimento, revelan en el sitio
de inveccion signos de dislaceracion mecidnica de los fasciculos musculares
aunque sin evidencias de necrosis de los planos profundos o de los planos
cutancos supcrticiales.

Il bazo de todos los ratones demostrd hiperplasia reactiva, incluvendo
una marcada hemopoyesis extramedular, con numerosos megacariocitos v nidos
blancos.

En ¢l higado se pudo constatar que no se encontraba altcrada la
histoarquitectura trabecular v lobulillar, con cspacios porta de caracteres
normales. Se constatd en todos los animales una movilizacion leucocitaria teve a
moderada con focos aislados de  hemopovesis extramedular. También  sc
cncontraron signos de vacuolizacion citoplasmatica hepatocitaria v una discreta
cantidad de pigmento térrico intracitoplasmatico.

Iin la vasculatura pulmonar se encontrd una movilizacion intravascular
leucocitaria con predominio de  polimorfonucleares. Los septos alveolares
mostraron un engrosamicnto debido a la infiltracion leucocitaria, viéndose cn

algunos animales una disminucion de la luz alveolar. Algunos ratones (5%)
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mostraron focos aislados de hemorragia subpleural, coincidente con abundantes

hemosiderofagos.

No se¢ encontraron signos de alteracion histologica en rinones, corazon o

sistcma nervioso central.
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Efecto antitumoral de la vacuna NacGM3/VSSP sobre melanoma B16 en

un modelo murino singénico.

Ia preinmunigacion disminnye ta toma tumoral y aumenta la latencia y la sobrevida en
ratones desafiados

Constatada la expresion del gangliosido NacGM3 en la membrana de las
cclulas B16 v corroborada la baja toxicidad del protocoto de inmunizacion, se
llevaron adelante una serie de experimentos con la finalidad de evaluar la
potencial actividad antitumoral de la vacuna.

Para cevaluar cl efecto antitumoral, grupos de al menos 5 ratones fueron
vacunados en cuatro oportunidades cada 14 dias, previo al desatfio con las
c¢lulas de melanoma (Fig 14). Lin los ratones control que recibieron solamente
cl adyuvante emulsionado ¢n PBS, la incidencia tumoral fue del 100% v del 87%
para los lotes inoculados con 5 x 10" v 5 x 10° células, respectivamente. La
latencia tumoral en cstos lotes control fue similar (21 = 2 v 19 = 4, dias
respectivamente; media £ SEM). En animales control inoculados con 1 x 10}
c€lulas, sin embargo, la incidencia tumoral fue del 20%% v la latencia tumoral tue

algo mayor (30 £ 9 dias).

Iv10L 5510 a5 10
cel. B16 (s.c.)

":/"-: [

ToT 1

Inmunizacion
c/120 pg (i.n)

Fig. 14. Esquema del protocolo utilizado para
evaluar el efecto antitumoral del preparado vacunal .
NacGM3/VSSP a 120 ug / dosis.
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Como s¢ muestra en la Tabla V, la vacunacion con NacGM3/VSSP
inhibi completamente la formacion tumoral en los animales desafiados con 5 x
10° & 107 células de melanoma B16. Los animales inmunizados demostraron una
mavor sobrevida con respecto a los animales control en estos grupos (Fig 15),
siecndo sacrificados entre los dias 60 v 90 lucgo del desafio tumoral sin

cvidencias de tumor.

Tabla V. Lfccto de la vacunacion con 4 dosis de 120 pg de NacGM3-
VSSP cada 14 dias sobre la formacion tumoral utilizando células de
mclanoma B16 de pasajes i 1itro.

Incidencia tumoral®

Desafio tumoral Tratamiento Dia 30 Dia 60
Control PBS 5/5 (100%)  5/5 (100%
5 x 10* células ontro 33 ( ) S5 )
NacGM3-VSSP 3/5 (()U”/u) 4/5 (8()“ n)

Control PBS 7/8 (87" 7/8 (87%
5 x 10° células /8 ) / ( 0)
NacGM3-VSSP O/13 (V)% 0/13 (0We)*
. Control PBS /10 (10%)  2/10 (20%)

10" células

NacGM3-VSSP 0/10 (0%) 0/10 (0%)

®La incidencia tumoral se expresa como ratones positivos/total de animales a los
dias indicados después del desafio tumoral.
*p<0.001, Test exacto de Fisher.
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% sobrevida
% sobrevida

40 60 80 100

Dias

% sobrevida

Fig. 15. Sobrevida de los ratones inmunizados con 120 ug de NacGM3/VSSP (circulos
vacios) o s6lo con PBS y adyuvante (cuadrados llenos). Los ratones fueron desafiados
con 1000 (A), 5000 (B) 6 50.000 (C) células de melanoma B16 po via s.c. * p<0,01, log-
rank test.

Aunque la inmunizacion no fue eficaz en detener la formacion tumoral en
ratones desafiados con la carga tumoral mas elevada de 5 x 10" células (Tabla
V), los animales vacunados demostraron una reduccion significativa en los
volumenes tumorales en los estadios tempranos del desarrollo de la enfermedad
(Fig 16). A pesar de esta diferencia, la carga tumoral mostré una tendencia a
equipararse entre los grupos hacia ¢l final de los experimentos.

Complementariamente, se realizaron ensayos para evaluar el efecto
antitumoral de la vacunacion utilizando células B16 provenientes de cultivos
primarios de tumor B16.

En estos ensayos se pudo observar un rechazo en el 100% de los
animales a la formacion tumoral en ratones machos y hembras descriptos en la

Tabla VL
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2500 4 promedio en ratones desafiados
con 5x10* cél de melamoma
murino B16 y preinmunizados
con 4 dosis de NacGM3/VSSP
(120 pg/dosis) o con PBS mas
1000 4 adyuvante. * p<0,05, test de
Student.
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Tabla VI. Efecto de la vacunacion con 4 dosis de 120 pug de NacGM3-VSSP
sobre la formacion tumoral utilizando células de melanoma B16 obtenidas de
cultivo primario de tumor.

Incidencia tumoral®

Desafio
Tratamiento Dia 30 Dia 60

tumoral
5x 10° Control PBS 4/5 (80%) 4/5 (80%)
geiis NacGM3-VSSP /5 (0%)* 0/5 (0%)*
\ Control PBS 2/8 (25%) 3/8 (37%)

10° células
NacGM3-VSSP  0/8 (0%) 0/8 (0%)

‘La incidencia tumoral se expresa como ratones positivos/total de
animales a los dias indicados después del desafio tumoral.
*p<0.001, Test exacto de Fisher.

Varios tumores subcutaneos de cada grupo fueron examinados por
técnicas histopatoldgicas v todos los tumores fueron diagnosticados como

melanoma maligno cpitcli()idc altamente agresivo.

- 136 -



Vacuna NacGM3/VSSP Resultados

[« actividad antitumoral de la vacuna NacGeM3 [V SSP muestra un perfil dosis dependiente

Se cvaluo el cfecto  antitumoral de la vacuna  NacGM3/VSSP
inmunizando los ratones con diferentes dosis del preparado vacunal. Para cllo
lotes de ratones machos fucron inmunizados con 120, 240 6 360 pg de la
vacuna siguicndo ¢l protocolo convencional de inmunizacion, consistente cn
cuatro dosis cada catorce dias por via 1.m. Ll desafio tumoral se realizo con una
carga de 1 x 10" células B16, algo mavor a aquella que demostro la completa
ptoteccion conferida por la vacunacion para poner en evidencia el posible efecto
antitumoral a mayores dosis.

Los resultados obtenidos se muestran en 1la Tabla VII, donde se observa

que la actvidad antitumoral mejora con el aumento de la dosis.

Tabla VII. [ifecto antitumoral ¢n ratones inmunizados con 4 dosis
cada 14 dias con la vacuna NacGM3/VSSP a distinto nivel de

dosts.
Tratamiento Incidencia tumoral®
o (Dia 60 post-desafio)
Control 12/ 13 (()2“ n)
NacGM3/VSSP 120 ug 3/10 (30%)
NacGM3/VSSP 240 pug 1/5 (20%)
NacGM3/VSSP 360 ug 1/9 (11%)

? La incidencia se expresa como animales positivos/total.
* p<0.001, 72 para tendencia respecto al incremento de dosis

Consccuentemente, cn la Fig. 17 puede observarse la curva de sobrevida
obtcnida de los distintos lotes evaluados. Listos resultados demuestran que es
.posible incrementar ¢l cfecto antitumoral invectando  mavores  dosis  del

prcpnmd() vacunal.
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Fig. 17. Sobrevida de los ratones inmunizados con 4 dosis

cada 14 dias con la vacuna NacGM3/VSSP a distinto nivel de
dosis

[La actividad antitumoral varia segin el nimero de inmunizaciones

Con el fin de determinar si el aumento en el nimero de inmunizaciones
con la dosis estandar de 120 ug desencadena algin tipo de tolerancia antigénica
que redunde en una pérdida de la capacidad antitumoral de la vacuna, lotes de
ratones machos fueron inmunizados con distinto nimero de dosis, segin se

esquematiza en la Fig 18.

1x 10* cél.
RiA (<)

3 dosis

6 dosis

9 doi $ 4 4

Inmunizacion ¢/120 ue (i.m.)

Fig. 18. Esquema ilustrativo del protocolo utilizado para evaluar el
efecto antitumoral en la variacion del nimero de dosis.
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Los resultados demostraron que, alcanzando nueve inmunizaciones no se
desencadena ningan proceso de tolerancia inmunoldgica, manifestado como una
pérdida de la actividad antitumoral. Se constaté una razonablemente buena
proteccion para la carga empleada de 10* células B16 con el uso de un mavor
numero de dosts, siendo protegidos mas de la mitad de los animales (aplicando 9
dosis desarrolaron tumor 3 de 7 ratones). Por el contrario, preinmunizando con
3 dosis, se puso de manifiesto una pobre actividad antitumoral con valores
similares a los obtenidos en los ratones control. En este caso cerca del 80% de
los animales desarrollaron tumor (13 de 18).

Estos resultados indican que las reinmunizaciones repetidas cn las
condiciones exploradas no desencadenan tolerancia antigénica, proceso
rclativamente  comin  en muchas inmunizaciones, que anule el cfecto
antitumoral de la vacuna contra las células de melanoma. Ademas, los resultados

indican que seria necesario un minimo de 4 dosis para lograr una proteccion

antitumoral adecuada.

| .os ratones /')///////1/'{(/(/05 weantienen mna “memoria antitumoral” basta los 3 meses

n cnsayvos anteriores se ha demostrado que la inmunizacion con la
vacuna genera proteccion  frente al desatio tumoral contra las eélulas de
mclanoma B16 cuando estas son invectadas entre 7 v 21 dias lucgo de la cuarta
dosis.

l.a memoria antitumoral desarroltada por la inmunizacion con cuatro
dosis de 120 ug de la vacuna tuce evaluada para determinar el tiecmpo maximo en
¢l cual s¢ mantiene ¢l rechazo tumoral. Con este fin 4 lotes de ratones machos
fucron inmunizados scgin el protocolo va mencionado v desafiados
posteriormente a distintos ticmpos a saber: 21, 33, 49 dias posteriores a la cuarta
inmunizacion- en ¢l espacio subcutanco del flanco derecho (primer desatio) con
2,5 x 10° células. Con ¢l fin de cevaluar la memoria inmunoldgica a tiempos

mayores, 70 dias después del primer desafio se realizd un segundo inoculo
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. 3 5 3 . ¥
tumoral inyectando 2,5 x 107 células B16 en el flanco izquierdo de los animales
que habfan rechazado el primer desatio (segundo desafio). De esta forma se

generaron nuevos grupos de dias 91, 105 v 119 (Fig 19).

2,5 x 10° células B16
PRIMER DESAFIO
flanco derecho

LY

Y-

e
> N

t44
H_J

Inmunizacion
NacGM3/VSSP o
Solo advuvante 2.5 x 10" células B16
’ SEGUNDO DESAFIO
Sflanco izquierdo

?

Figura 19. Esquema de inmunizacién y desafios utilizado para evaluar la
memoria antitumoral generada por la vacunacién con NacGM3/VSSP.

Fn la Tabla VIII y en la Fig 20 se muestran los resultados obtenidos de
estos experimentos. Se pone de manifiesto que la vacunacion en dosis de 120 pg
de NacGM3/VSSP cada 14 dias en este modelo experimental desarrolla una
memoria antitumoral con habilidad de rechazar al menos al 50% de los
animales, que supera los tres meses. Estos datos indicarian que la re-

inmunizacion cada tres meses podria mantener el nivel de proteccion tumoral.
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Tabla VIII. Latencia ¢ incidencia de los ratones inmunizados con 4

dosis cada 14 dias con 120 pg de NacGM3/VSSP a distintos ticmpos
lucgo de la cuarta inmunizacion.

TI;z’l’ta(rlmznt? i Desafio Numerode  Latencia
(Dia de desatio post- (flanco)  animales  (Dias + SD)
inmunizacion)

Control Der 8 212
NacGM3/VSSP (21) Der 6 > 60
NacGM3/VSSP (35) Der 7 > 60
NacGM3/VSSP (49) Der 8 24 40
NacGM3/VSSP (91) lzq 0 1210
NacGM3/VSSP (105) Izq 7 207
NacGM3/VSSP (119) Izq 7 208

Iin Ia Fig 20 sc representa ¢l poreentaje de proteecion aleanzado por cada
lote, siecndo este ¢l poreentaje de animales que no alcanzan a desarrollar la
enfermedad en el rranscurso del experimento.

Fn consonancia con cstos resultados se inmunizaron ratones con tres
dosis cada catorce dias, a los cuales se les invectod una cuarta inmunizacion a los
84 dias posteriores a la ultima inmunizacion. Aunque el ensavo se realizd con
pocos animales, ninguno dc estos ratones desarrolld tumor, mientras que el 30%
del lote que recibio solo tres dosis progresd ¢n la enfermedad. (datos no

mostrados)
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Fig 20. % de proteccion en ratones
desafiados con 2,5x10° cél B16 a
distintos tiempos luego de la
inmunizacibn con 4 dosis de
NacGM3/VSSP (120 ug/dosis). El 60%
de los animales control no desarrollaron
tumor.

EL rechazo tumoral en los ratones inmunizados esta relacionado con la expresion de NacGM3

en membrana.

Finalmente, para determinar si la actividad antitumoral de la vacuna esta

relacionada a la presencia de NacGM3 en la membrana celular, ratones

C57BL/6 o BALB/c fueron inmunizados con cuatro dosis del preparado

vacunal cada 14 dias y desafiados con células de melanoma B16 (positivas para

NacGM3) o F3II (negativas para NacGM3) respectivamente, dato que se

demostr6é anteriormente. En ambos casos los animales recibieron el desafio

tumoral minimo que asegure el 100% de incidencia (1x10* células de melanoma

B16 6 2x10” cé¢lulas de carcinoma mamario F3II), segin datos de inoculacion

obtenidos en experimentos preliminares.
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Tabla antitumoral IX. FEfecto antitumoral con 4 dosis con

NacGM3/VSSP (120 pg) sobre la formacion de tumor frente al desafio
con las lineas celulares F311 y B16

Incidencia tumoral®

Linea tumoral Tratamiento
Dia 10 Dia 30
Melanoma Bl Control 0/6 (0) 6/6 (100)
NacGM3/VSSP 0/10 (0) 3/10 (30)°
mamario F3II  NacGM3/VSSP  9/10 (90) 9/10 (90)

®La incidencia tumoral se expresa como ratones positivos/total a los dias indicados

Eosteriores al desafio tumoral. El nimero entre paréntesis se refiere al porcentaje.
P <0.01 versus control, Test exacto de Fisher.

Como se muestra en la tabla antitumoral F311/B16, la preinmunizacion
con NacGM3/VSSP inhibi6 significativamente la formacion tumoral en ratones
C57BL/6 desafiados con las células de melanoma B16. Estos ratones
demostraron una mayor sobrevida quc sus parcs del lote control (Flg 21 A),
varios animales fueron sacrificados 90 dias luego del desafio tumoral sin rastros
de desarrollo de la enfermedad. Por el contrario, la vacunacion fue inefectiva en
los ratones BALB/c para prevenir el desarrollo tumoral de las células F3I1
(Tabla X, y Fig 21 B). Resultados similares fueron obtenidos cuando se
inocularon cantidades menores de células, aunque en estos casos la incidencia

tumoral en los lotes control fue menor al 50% (datos no mostrados).
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Fig 21. Sobrevida de los ratones desafiados con 1x10* cél B16 (a) o 2x10° cél. F3ll (b), I

circulos llenos representan al lote control, mientras que los circulos vacios al tratado con 4 dos
de 120ua/dosis de NacGM3/VSSP cada 15 dias.
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Respuesta inmunologica desarrollada luego de la vacunacion con

NacGM3/VSSP

[os sueros inmnnes presentan anticuerpos f'.rp()r('/ic'o.r contra los componentes de la vacuna

Para determinar si la inmunizacion

con ¢l preparado vacunal produce una

respuesta inmune humoral contra algin — g s Pt
< J, : sueros
. . T

componente de la vacuna, se inmunizaron || &% T

. " T 14 dias 1 T T 7-21 dias
ratones segun el esquema estandar que

Inmunizacion

muestra la Fig. 22. ¢/120 pg (l.m.)

Con los sucros obtenidos de estos

Fig.22. Esquema que representa el
protocolo de inmunizacion utilizado para
evaluar la respuesta humoral generada
por el preparado vacunal.

ratones se realizaron ensayos de ELISA en
placas de microtitulacion cuyas  fosas
tucron scnsibilizadas con ¢l preparado
vacunal (NacGM3/VSSP), el carrier bacteriano (VSSP), el carrier conjugado con
un gangliésido modificado, en donde el residuo de acido neuraminico ¢n lugar
de ser acetilado es glicolilado (NgGM3/VSSP), o seroalbiimina bovina (BSA).

Se hicieron reaccionar las placas sensibilizadas con diluciones de sueros
de ratones inmunizados con la vacuna, sueros de ratones inmunizados con el
‘adyuvante y sucros de ratones normales. El pool de sueros de ratones
inmunizados con el NacGM3/VSSP mas adyuvante reaccioné fuertemente
contra ¢l propio preparado vacunal mientras que estos miSmos sueros
mostraron una pobre reactividad frente al preparado NgGM3/VSSP, al carrier
solo o a la placa sensibilizada con BSA (Fig. 23). Por otro lado, los sucros de los
ratones tratados con adyuvante y los sueros normales no mostraron reactividad

en ninguna de las condiciones ensayadas.
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" GM3-vSSP
NGcGM3-VSSP

D.
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Fig 23. Caracterizacion del perfil de inmunoglobulinas presentes en el suero de
ratones inmunizados. A, Cuantificacion de la reactividad contra distintos antigenos (Ig
totales). B, Determinacion del perfil de isotipo presente en los sueros.

Ademas, con el fin de caracterizar el perfil de inmunoglobulinas reactivas
s¢ determinaron los isotipos mavoritarios de los anticuerpos reactivos al
preparado vacunal. En la Fig 23, los resultados muestran que hay una clara
preponderancia de anticuerpos de la subclase 1gG2b.

La union especifica de los anticuerpos séricos a NacGM3 purificado
también fue evaluada utilizando la técnica de ELISA. Fosas no sensibilizadas
fucron usadas como control de la unién de anticuerpos no especifica. Todos los
sueros obtenidos de ratones inmunizados con la proteina carrier mas Montanide
o el adyuvante solo, asi como de ratones normales, mostraron titulos no
detectables de anticuerpos especificos contra NacGM3 (titulos de IgM ¢ oG
<80). El analisis de las muestras séricas obtenidas de ratones inmunizados con la
vacuna demostraron un bajo titulo de anticuerpos IgM especificos para
NacGM3 en 4 de 8 ratones. En cuanto a la presencia de anticuerpos de tipo IgG
se alcanzaron titulos moderados de anticuerpos especificos contra NacGM3,
llegando a titulos de 1280 (Tabla XI). Sin embargo no se manifesté una
significativa correlacion entre los titulos de IgM e IgG. En 5 de 8 ratones
C57BL/6 (62.5%), se pudo observar la presencia de al menos una clase de
liosido

anticuerpo especifico contra el antigeno nominal, es decir el gang

NacGM3 purificado.

- 146 -



Vacuna NacGM3/VSSP Resultados

Tabla XI. Titulo de 1gM ¢ IgG alcanzado por la inmunizacion de ratones
C37bl6/j con 4 dosis de NacGM3/VSSP (120 pg).
Titulo (n)

Cepa n
[oM IgG
<80 (4); 80 (3); 320 <80 (4); 80 (1); 160 (2);
C57BL/6 8 ) )
(1). 1280 (1).
<80 (3); 80 (13; 640 <80 (2); 80 (2); 1280
BALB/c 5
(). (1).

| o5 sueros de fos vatones inmmniZados con la vacina dentuestran ina alta y especifica
veactividad contra célilas de melanonia B16

Con ¢l tin de valorar si ¢l protocolo de inmunizacion logro inducir una
respucsta humoral que reconozea a las cclulas B16, s¢ realizaron cnsavos
inmunohistoquimicos con sucros de ratones  inmunizados sobre cortes de
tumores Bl6 crecidos en ratones virgenes de  tratamicnto revelados  con
anticucrpos anu-IgG de raton.

Como puede verse en la Fig. 24 ¢l suero proveniente de ratones
inmunizados con NacGM3-VSSP mas Montanide 1S\ 51, segin ¢ protocolo
esquematizado en la Fig. 14, mostré una marcada reactividad contra ¢l estroma
tumoral (Fig. 24 A 'y C) a diferencia del resultado obtenido con los  sucros de
los ratones invectados solo con ¢l advavante (Fig. 24 B y D) los cuales no
desarrollaron una coloracion significatva, El mismo resultado fue obtenido
cuando se utilizaron sucros normales provenientes de ratones sin tratamiento, o
cuando ¢l ensavo se realizo en ausencia del anticucrpo primario (datos no

mostrados).
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Fig 24. Inmunohistoquimica sobre cortes de tumor B16 utilizando sueros
inmunizados con 4 dosis de 120 ug/dosis de NacGM3/VSSP (A y C) o solo el

adyuvante Montanide ISA 51 (B y D). Contratincion: Hematoxilina. Aumento:
100X (A'y B) 400X (C y D).

Las fotos ponen de manifiesto que la reactividad registrada frente a la
célula tumoral es significativamente mayor en los sucros inmunizados con
NacGM3-VSSP. La zona necrosada del tumor demuestra una alta reactividad en
todos los tratamientos, por lo que puede ser adjudicado a una marcacion
inespecitica. Glandulas sebaceas, epidermis y particularmente ¢l tejido muscular
esquelético demostraron también una reactividad evidente frente al suero
inmune. Trabajos realizados en musculo esquelético demuestran la presencia de
NacGM3 en el sarcolema asociado a la actividad Ca(2+)-ATPasa de ese
compartimiento subcelular, por lo que la positividad en el musculo empleando
técnicas inmunohistoquimicas podria explicarse por este motivo™",

Estos resultados se obtuvieron utilizando piezas tumorales fijadas ¢
incluidas en parafina segun los procedimientos histologicos tradicionales. Para

descartar eventuales artificios de técnica derivados de una extraccion de los
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antigenos glicolipidicos de interés, se realizaron ensayos de marcacion
inmunohistoquimica sobre piezas tumorales fijadas e incluidas en Epon o Spur,
resinas sintéticas que no requieren tratamientos con xilol para la rehidratacion de
la pieza y por lo tanto no remueven las grasas. En estos ensayos los resultados
obtenidos fueron similares (datos no mostrados).

FEn funcion de determinar la especificidad de este reconocimiento celular
se realizaron ensayos de citofluorometria de flujo utilizando los sueros inmunes
sobre distintas lineas celulares y esplenocitos de ratones normales. De acuerdo
con los resultados obtenidos en los ensayos de tincién inmunohistoquimica, el
antisuero reacciono fuertemente contra células permeabilizadas de melanoma
B16 (Fig 25). Sin embargo, no se registr6 ninguna reactividad contra
esplenocitos de ratones normales, atn luego de la incubacion de éstos con

mitogenos especificos como la fitohemaglutinina o lipopolisaciridos.

Fig. 25. Citometria de flujo usando sueros provenientes de ratones
inmunizados con NacGM3/VSSP con 4 dosis (120 pg) cada 14 dias contra
células B16 (A y B) o esplenocitos de ratones (C y D). Los esplenocitos fueron
permeabilizados e incubados inmediatamente luego de la aislamiento (C) o
cuatro dias después con el agregado de 5 ug/ml de lipopolisacarido. La curva
con area gris representa a las células incubadas con el suero normal, la curva

de linea gruesa a las incubadas con suero control y la linea fina se refiere al
uso de suero inmune.

- 149 -



Vacuna NacGM3/VSSP Resultados

La suma de los resultados expuestos indica que la inmunizacion con la
vacuna NacGM3/VSSP induce la produccion de anticuerpos especificos contra

el gangliosido NacGM3 v con capacidad de reconocimiento del melanoma B16.

Los sueros inmmunes no reconocen células qne no expresen NacGM3 en su membrana

Con ¢l fin de cvaluar st ¢l reconocimicnto de los anticuerpos séricos
provenientes de ratones inmunizados con la vacuna tiene especificidad celular
contra células que expresen NacGM3 en su membrana, se realizaron cnsayos de
iInmunomarcacion v citofluorometria de flujo utilizando la linea tumoral murina
['311 de carcinoma mamario, que como se describié al principio no expresa este
ganghdsido en la superficic ccelular,

Udlizando como herramienta de marcacion los sucros obtenidos de
ratones inmunizados s¢ cvaluo la reactividad sobre células B16 v 311 lin la
Tabla XII, queda de manitiesto que un amplio porcentaje de los sueros
Inmuncs son reactivos contra las células de melanoma B16 (5 de 8) positiva para
NacGM3 mientras que no se registra reaccion de los sueros inmunces contra las

cé¢lulas T311 (0 de 3) negativa en la expresion de este gangliosido.

Tabla XII. Valoracion de la reactividad sérica de ratones
inmunizados  con 4  dosis (120 Hg) de la  vacuna
NacGM3/VSSP 6 VSSP mas  Montanide ISA 51 por
citotluorometria de tlujo contra células B16 6 F31L

Ig anti-B16* Ig anti-F3I1

Control (VSSP) 1/7 0/1

NacGM3/VSSP 5/8 0/5

? sueros positivos sobre el total.

Il andlisis de la reactuvidad de los sucros inmunes contra lincas tumorales

crecidas /i vitro indico que la marcacion sobre las cc¢lulas B16 ¢s conspicua ¢n
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citosol con un claro retorzamiento de membrana (Fig 16). Llamauvamente, las
cClulas 311 exhibicron una tincion, aunque circunscripta al espacio intracelular,
posiblemente ligado al sistema de endomembranas. Esta marcacion puede ser
indicativa de la presencia de NacGM3 en ¢l interior celular, quizas como

precursor de gangliosidos mas complejos.
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Fig 26. Inmunocitoquimica sobre células B16 (A y C) y F3Il (B y D)
crecidas in vitro utilizando sueros inmunizados con 4 dosis de 120

ug/dosis de NacGM3/VSSP (A y C) o solo el adyuvante Montanide
ISA 51 (B y D). Contratincion: Hematoxilina. Aumento: 100X.

[ o5 sueros inmunes son capaces de desencadenar una respuesta citotoxica mediada por
anticnerpos contra las células de melanoma B16

Con el fin de analizar si el suero de ratones inmunizados es capaz de
desarrollar una actividad citotoxica mediada por el sistema de complemento, se
incubaron células de melanoma B16 6 esplenocitos de ratones normales con un
panel de diluciones de sueros de ratones inmunizados con NacGM3/VSSP o
solo con el adyuvante en presencia o ausencia de complemento exogeno.

Solo las células de B16 fucron lisadas por ¢l complemento en forma
dilucion-dependiente por el suero de ratones inmunizados. Por su parte la

integridad de las células del bazo no fue afectada en ninguna de las condiciones

ensayadas (Tabla XIIT).
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Tabla XIII. Citotoxicidad celular mediada por complemento
de los anticuerpos  s¢ricos de ratones inmunizados con

Nac(GM3-VSSP?

Sueros

Suero Suero Suero

Células
NacGM3/VSSP  control normal

B16 00% (20%)  40% (10%)  10% (10%)
Lisplenocito

10% (10%)  10% (10%)  10% (10%)
q

3La citotoxicidad se expresa en porcentaje del total de las células,
evaluando las células tefiidas con CFDA sobre el total (CFDA positivas
mas bromuro de etidio positivas). La citotoxicidad en ausencia de
complemento figura entre paréntesis.

Liste resultado contirma que los anticuerpos generados contra las células
B16 pucden desencadenar una actividad citotoxica especifica, pudiendo ser éste

uno de los mecanismos antitumorales desencadenados i 1o,
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Los sueros de los pacientes inmunizados tienen reactividad sobre cortes de melanoma.

Accesoriamente, sc realizaron ensavos que buscaron valorar 1a respuesta
humoral en pacientes de melanoma provenientes del ensayo clinico de fase I de
la vacuna NacGM3/VSSP. En primera instancia se valoro la respuesta scrica en
condicion heterdloga esto es, utlizando cortes de tumor de archivo hospitalario
luego del tratamiento. En tres pacientes de un total de ocho estudiados sc
manifesté la presencia de anticuerpos reactivos al tumor. Estas mediciones sc
realizaron con muestras de suero posteriores a la 4ta. inmunizacion cada 14 dias.
Dec ocho pacientes estudiados, dos presentaron seroconversioén entre el suero
pre v post-inmunizacion (Tabla XIV). Uno de cllos demostrd que la diferencia
de reacdvidad cra producto del aumento en la reactividad de la poblacion de
anticucrpos del subtipo [gG v el otro del IgM.

ks de destacar que de los pacientes estudiados solo dos presentaron una
favorable respuesta clinica, siendo uno de ellos el que mostrd la mayor vartacion

cn la reactividad sérica (Fig 27).
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Tabla XIV. Respuesta serologica evaluada por THQ
heterologa de sueros provenientes de pacientes  del
ensayo clinico de Fase 1.

Respuesta total’

Pac Seroconversiorny
Pre Post
y § - s s
2 - - IeG
3 + + -
4 - + -
5 + . -
6* e ++ [sG
T - + -
8 + = e e [oM

; Respuesta IgG + IgM.
Isotipo en el cual se encontré la seroconversion.
* Este paciente tuvo una respuesta parcial al tratamiento

Uno de los sueros respondedores correspondia con un paciente que habia
demostrado una respuesta parcial al tratamiento. Con este sucro se realizaron
ensayos  Inmunocitoquimicos  autologos  -sobre cortes propios de tumor-
observandose una marcada reactividad del suero inmune contra las células
tumorales. También se valoro la presencia de NacGM3 en el tumor a través de

la tincion con el anticuerpo M2590.
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Fig 27. Fotomicrografias opticas de IHQ
realizadas con sueros inmunes de
pacientes en condicion autologa pre-
inmune (A) y post-inmune (B) vy
heteréloga post-inmune (C). El inset
muestra el reconocimiento del
anticuerpo M2590. Contratincion:
Hematoxilina. Aumento: 100X.

El deido sidlico es un residuo fundamental para el reconocimiento sérico de melanoma

Con el fin de establecer la participacion del residuo de acido sialico en el

reconocimiento antigénico por los anticuerpos presentes en los ratones

inmunizados, monocapas celulares de B16 fijadas, fueron incubadas con

neuraminidasa, una hidrolasa de [ 7o cholerae que remueve especificamente el

residuo de dcido sidlico de la supertficie celular, sin alterar el perfil proteico o

lipidico normal de la c¢lula. Los resultados de los ensayos inmunohistoquimicos

realizados sobre estas monocapas revelan que la potente marcacion generada

por los sueros de los ratones vacunados es casi completamente abolida cuando

estos sueros son enfrentados a las células carentes del residuo de acido sialico

(Fig 28). El mismo resultado se observo cuando el ensayo se realiza sobre

cortes de tumor B16 pre-tratado con neuraminidasa (datos no mostrados).
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Fig 28. Inmunocitoquimica sobre células B16 crecidas in vitro utilizando sueros
inmunizados con 4 dosis de 120 ug/dosis de NacGM3/VSSP. Las células fueron
tratadas (B) o no (A) con Neuraminidasa.

Contratincion: Hematoxilina. Aumento: 100X.

Las indicaciones del proveedor alertan que la solucion de acido sialico
puede llegar a contener trazas de enzimas proteoliticas. Para descartar que ¢l
resultado obtenido se deba en parte a la actividad proteolitica de la solucion de
ncuraminidasa, se realizo un ensayvo de caseinolisis radial sobre un sustrato de
cascina. Este ensayo, no revelo actividad proteolitica alguna aian a las 72 h de

incubacion (datos no mostrados).
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Il camino de presentacion utilizado para referirse a los trabajos realizados
en la evaluacion de la actividad antitumoral de las vacunas presentadas en esta
tesis, comicnza con una exposicion de los  resultados obtenidos de la
caracterizacion de las lineas celulares utilizadas v del modelo murino empleado
en cada caso. ~1 pasteriori, se describen los ensavos realizados con ¢l fin de
cvaluar los efectos toxicos de la vacunacion en los modelos murinos elegidos
para asi llegar a la valoracion de las capacidades antitumorales de las vacunas.
[inalmente, s¢  puntualizan los resultados que demuestran las consccuencias
inmunomoduladoras de las vacunas y las caracteristicas que presentan las

respuestas humorales antitumorales que cllas desencadenan.

Actividad antitumoral de un anticuerpo antidiotipico generado a partir de

NgGM3

Caracterizacion del modelo empleado y evaluacion de la toxicidad de la racuna.

La linca cclular 311 deriva de un adenocarcinoma mamario murino
singCnica con la cepa de ratones Balb/c la cual fue seleccionada /it a partir
de una linca mantenida ¢n ratones denominada M3. Entre las caracteristucas
cstudiadas s¢ remarca que ¢stas cclulas presentan un genotpo cercano a la
triploidia, crecen manteniendo una mortologia fusocelular /n 7tro, secretan a la
matriz extracclular fibronectina ademas de expresan el receptor de urokinasa en
su superficie celular, una enzima involucrada en los procesos de invasion v
metastasis tumoral®”,

La inoculacion s.c. s r7ro de estas células genera un crecimicnto que
aunque inicialmente se limita al sitio de inveccion, alcanza a degradar cl plano
epidérmico generando en dltima instancia una ulceracion visible en el flanco del
animal. El desarrollo de metastasis pulmonar en este modclo aleanza al 97% de
los animales a los 60 dias posteriores a la inoculacion, con una media de 6

metastasis por animal.

- 161 -



Discusion

Considerando sus parucularidades fenotipicas y su comportamiento tanto
i vitro como /n vivo, la linea F3II mucstra un alto nivel de desdiferenciacion,
caracteristicas altamentce asociadas a la malignidad tumoral.

En la presente tesis, se presentd que la portacion tumoral en los ratones
produce cfectos asociados con la estimulacién en la proliferacion de las células
blancas de la sangre. Una marcada esplenomegalia, no asociada a la aparicion de
focos tumorales en el 6rgano, se ha registrado en todos los animales estudiados
portadores de tumor. El aumento de tamano en ¢l bazo se asocia positivamente
con la carga tumoral, sugiriendo una relacion causal entre ambos ecventos.
Ademas, el estudio histologico reveld una conspicua miclopovesis extramedular
tanto ¢n el bazo como en ¢l higado. También se registré una celularidad cercana
al 100% en la médula dsea con una relacion miclo-critroide de 10:1, estando
estos parametros marcadamente desviados de la normalidad.

Sc evalu6 la respuesta de las células tumorales al GM-CSFE, una citoquina
con comprobado efecto hematopovético™, Para csto, células F3H crecidas in
vitro fucron culuvadas con ¢l agregado de distintas cantidades de GM-CSF,
valorando posteriormente la respuesta proliferativa. Los resultados mucstran
que ¢l GM-CSF es un factor mitogénico de las células 311

Analizando ¢n conjunto estos resultados, se puede inferir que 1a portacion
tumoral puede ser responsable de la secrecion de factores mitogénicos que
actuan sobre las c¢lulas blancas de 1a sangre, generando una respuesta sistémica
patologica que cursa paralelamente al cuadro canceroso.

Por lo expuesto, ¢l GM-CSE sc¢ convierte en un posible candidato
responsable de este efecto. Ya que se conoce que su inveccion a nivel sistémico
genera un cuadro similar al descripto v que ademas -como se demostro- es un
factor mitogcnico importante ¢n esta linca tumoral. Datos obtenidos de ensayos
realizados sobre la linca M3, demuestran que estas células sceretan activamente

GM-CSF al medio extracelular'.
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Por todo esto podria especularse que el GM-CSF es una citoquina con
actividad mitogénica autdloga en el tumor F31I y que su exceso en el organismo
determina un cuadro patologico basado en la miclopovesis extramedular v la
movilizacion leucocitaria. El perfil de expresion de gangliosidos de las células
F3II no fue abundantemente cexplorado aunque se conoce que expresa
mayormente ganglidsidos complejos oligosialilados (datos no reportados). Sin
cmbargo, con ¢l objetivo de determinar si esta linea es un buen modeclo de
estudio para cvaluar ¢l efecto de la vacunacion con el anticuerpo anti-idiotipo
1E10, se recalizaron pruebas de reactividad por inmunohistoquimica con el
anticuerpo P3 -Acl responsable de la generacion del 1E10- sobre células F3I1
crecidas /n vitro.

Mientras que el anticucrpo ant-idiotipo no demostréd reactividad contra
las células, ¢l antcucrpo P3 mostrd un marcado reconocimicnto. Listos
resultados alientan el uso de la linea celular v ¢l modelo murino singénico en pos
de cvaluar ¢l cfecto antitumoral del anticuerpo anti-idiotipo.

Previo al comienzo de los ensavos de evaluacion antutumoral, se valoro las
consccuencias toxicas que implican la vacunacion con ¢l anticuerpo junto con

Alamina o acoplado a la proteina KLH.

La aplicacion diaria de 50 pg del anticuerpo junto a Alimina no generd
alteraciones importantes ¢n ¢l comportamicnto de los animales, tampoco
produjo modificaciones cn los niveles de ingesta de alimento ni de agua. Sc
realizaron autdpsias de los animales a los sicte v catoree dias de inveccion diaria.
[os cfectos mas notorios s¢ encontraron ¢n pulmoén (congestion vascular
acentuada), higado (degenceracion balonizante) v rindon (necrosis en parte del
parénquima) notoriamente mas acentuados cn las autopsias de los animales
rcalizadas al dia sicte. También se¢ observo hipercelularidad en médula osea y
miclopoyesis extramedular en bazo.

Resultados  similares se cencontraron en ¢l analisis de los animales

sometidos a la vacunacion cada catorce dias con el anticuerpo anti-idiotipo
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unido covalentemente a KLH. En csta condicion también se observd un
aumento de celularidad en la médula ésca con focos de mielopoyesis ectépica en
higado. Cabe destacar que estos resultados se refieren a los obtenidos de
distintos ensavos de progresiéon tumoral con vacunacion. No se puede ignorar el
efecto fisioldgico que causa la presencia del tumor F3I sobre el hospedador los
cuales fueron expuestos anteriormente, por lo que este factor debe ser tomado
cn consideracion.

Los resultados obtenidos indican que la vacunacidon con 1E10 en las dos
presentaciones ensayadas, presenta un nivel de seguridad aceptable. Siendo sus
cfectos mas visibles la proliferacion v movilizacidon leucocitaria, los cuales
pueden estar asociados a los efectos inmunomoduladores de la vacuna.

Aunque como se menciono anteriormente, ¢stc anticucrpo presenta un
alto nivel de scguridad; ¢n ensavos a realizarse en seres humanos no debe ser
menospreciada la respuesta contra los anticuerpos de origen murino que sc
pucda generar. FEsta respuesta s conocida como respuesta HAMA (del inglés
Human Anti-Mouse Antibody) siendo un evento de aparicién normal en la mayoria
de los pacientes reclutados en protocolos de vacunaciones que involucran
proteinas animales™ %,

La discusion sobre los efectos que desencadena la respuesta FIAMA esta
centrada en lo nocivo que clla puede ser a los tines terapéuticos del tratamiento.
Iis por csto que una estrategia para evitar este tipo de respuesta se basa en la
utilizacion de antcuerpos humanizados, osea antcuerpos en donde se reduce cl
componente proteico animal a la minima expresion uual (solo ¢l idiotipo)

, . .. 73~ 71K D
remplazando lo demds por regiones protéicas humanas™ %%

. Sin embargo
varios trabajos presentan resultados que demuestran que la respuesta HAMA
desarrollada en protocolos clinicos oncoldgicos no interticre con la respuesta
antitumoral de las vacunas™' o que inclusive en ciertos casos que involucran

respucstas  ant-idiotipicas, da indicios de¢  aumentar los  beneficios  del

. 3.
tratamicnto™",
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Propiedades antitumorales de la vacuna.

Para cvaluar los cfectos antitumorales del anticuerpo, animales Balb/c

(ucron inmunizados con 50 pg por dosis del preparado vacunal 11:10-KLI cada
14 dias Hegando a un total de nueve inmunizaciones, en donde siete dias después
de la tercera inmunizacion se realizo el desafio tumoral.

Mientras que los lotes inmunizados solamente con el vehiculo, con KLH
solo o con cl anucucrpo 1110 no acoplado mostraron curvas de progresion
tumoral similares, el grupo de animales vacunados con el complejo 1E10-KLH
demostro una cinctica de crecimiento tumoral signiticativamente menor.

El analisis del recuento de metastasis espontaneas en pulmon demostrod
que los animales tratados con la vacuna 1E10-KLH fueron capaces de
desarrollar menos metdstasis que los animales pertenccientes a los demds
grupos. Ademads, se¢ pudo observar que los animales vacunados con 1H10-KLH,
demostraron un menor nivel de invasion de la epidermis, aunque no significativa
con los demas grupos.

l.os resultados demuestran que ¢l preparado vacunal 11:10-KLH presenta
actividad terapéutica de relevancia en ¢l modelo murino estudiado, indicando las

potencialidades  terapéuticas de la vacuna ¢n tumores que tengan un perfil

similar.

Resputesta inmunolioica desarvollada por la racunacion.

Finalmente, buscando valorar la respuesta humoral desarrollada por la
vacunacion, diluciones de sucros de ratones inmunizados, sc utilizaron c¢n
ensayos de inmunohistoquimica contra cortes de tumor 1°311L

listos resultados muestran que los sueros de los ratones vacunados
solamente con ¢l vehiculo o con ¢l anticuerpo no conjugado, no presentan

reactividad contra los cortes tumorales. Sin embargo, una marcada respuesta
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inmunc humoral tanto c¢n los ratones inmunizados con el preparado vacunal
como ¢n los que solo recibicron la proteina KILH.

La reacuvidad observada en el analisis de los resultados obtenidos usando
cl suero de ratones vacunados con KLH, puede buscar una interpretacion en el
protocolo de inmunizacion utilizado. La inmunizacion de los ratones se realizo
con tres dosis previas al desafio tumoral v cuatro posteriores al mismo. La
proteina KLH ha demostrado potentes efectos inmunomoduladores en varios
protocolos experimentales'®, por lo que la apariciéon de la reactividad sérica
podria deberse a la simultaneidad entre las inmunizaciones v ¢l desafio celular,
actuando este dltimo como un componente mas del proceso de inmunizacion.

‘Trabajos que estudian ¢l efecto antitumoral de la proteina KILLH, resaltan
las caracteristicas propias que esta proteina podria tener en ¢l tratamiento de

ciertos carcinomas como cancer de vejiga, cancer colorrectal, cancer de mama o

cancer de ovario. La proteina KLH presenta arreglos azucarados del dpo (B1-3)

242

N-acetil galactosamina™, ¢l cual cruza con epitopes azucarados propios de

. . ~|24 . . . - . ’ » 4
tumores cpiteliales’ ™. Estos trabajos indican que la proteina KLH per se podria
tener un cfecto inmunomodulador capaz de generar una respuesta reactiva
contra las cclulas tumorales. Por lo tanto, existe la posibilidad de que la
vacunacion con KLH genere una respuesta humoral con la habilidad de
reconocer a las células tumorales F3II pero que esta respuesta humoral no sea

capaz de desarrollar una correcta v cfectiva actividad andtumoral c¢n las

condiciones experimentales ensayvadas.
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Actividad antitumoral de la vacuna NacGM3/VSSP en un modelo de

mclanoma murino.

Caracterizacion del niodelo emipleado y eralnaciin de la toxicidad de la racina.

En este trabajo se demostrd que las células B16 v F3II presentan un
distinto perfil de expresion de NacGM3. Esta disparidad fue constatada a través
de la udlizacion de un anticuerpo monoclonal que presenta reactuvidad
especifica contra ¢l gangliosido NacGM3™, tanto por su determinacion por
citofluorometria de flujo como por la técnica de inmunohistoquimica. La
preincubacion del anticuerpo con el gangliosido soluble demostréd que este
reconocimiento cra especitico de la presencia del gangliosido en las células.
Mientras que las células B16 mostraron una marcada positividad, las F311 fueron
cn todos los casos negativas. Lista diterencia de expresion puede ser indicativa
del diferente comportamicnto que demostraron estas células i 1/fro en respuesta
al agregado exogeno del gangliosido. Sugestivamente se constatd una respucsta
positiva en presencia del gangliosido v sucro fetal bovino, micentras que 311
demostro ¢l comportamiento inverso. No se encontraron evidencias de que la
inhibicion del crecimiento registrada en las células T311 fuera debida a cfectos
citotdxicos 0 a induccion de procesos de apoptosis masiva va que estos eventos
no pudicron ser demostrados a través de las téenicas empleadas. Esto indicaria
que la inhibicion de crecimiento registrada en las células F31H seria consccuencia
de un cfecto citostatico del gangliosido.

Fstos resultados no son encontrados con lo reportado en literatura va que
como s¢ menciond anteriormente, los gangliosidos pueden estar involucrados

245

T : T T}
tanto cn respuestas proliferatvas™ como anuproliterativas actuando en

C, St 43,246
muchos casos como co-receptores de factores de crecimiento™ ™.
Xiao-Qi ct al. han demostrado que la sobrexpresion de NacGM3 en una linea de

queratinocitos humanos inhibe la respuesta proliterativa de estas células al EGI:

mediante la inhibicion de la via de tostorilacion de la quinasa Scr v 1a fostatidil
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inositol 3 quinasa®*, Las células utlizadas para cstos experimentos no expresan
naturalmente ¢l gangliésido NacGM3 aunque si el EGFr, caracteristicas
similares a la linea celular murina 1311

En tuncién de lo mencionado no es antojadizo pensar que la diferencia

de expresion del gangliosido NacGM3 entre las células responde a la
combinacion entre las necesidades que tiene cada célula para responder a su
medio ambiente v ¢l camino de mutaciones por el cual atravesd hacia la
inmortalidad, condiciones que determinan su respuesta proliferativa. Es por esto
quc la expresion de NacGM3 en las células de melanoma B16 no es solamente
un cvento consecuente de la transformacion celular, sino que es un factor
regulador de estas células a las condiciones ambientales.
En la evaluacion del modelo de estudio murino empleado se valord la respuesta
tumoral producida por la inveccion subcutanca de las células de melanoma B16.
La inveccion de 5x10" demostré ser ¢l indculo que asegura una incidencia
tumoral mavor al 50%. Ls interesante destacar que la latencia tumoral no varia
entre los distintos lotes de ratones desafiados, mientras que la incidencia es el
valor que correlaciona con la carga del desatio.

Consccuentemente con la informacion recogida, los datos indicaron que
la linea de melanoma murina B16 ¢s un buen modclo de estudio para cvaluar el
ctecto antitumoral de la vacuna NacGM3/VSSP. Ya que expresa el antigeno
blanco de 1a vacuna v ¢s capaz de desarrollar tumores /in vivo.

Sc presentaron también los resultados realizados tendientes a valorar el efecto
toxico que pueda tener la vacuna. Fin una serie de experimentos se inyectaron
ratoncs con 4 dosis de 120 pg por dosis por via .m. va que segun experimentos
preliminares realizados en ¢l Centro de Inmunologia Molecular (CIM) de La
Habana (Cuba), ¢ste resultd ser el protocolo éptimo de generacion de respucsta
humoral contra ¢l ganglidsido en ratones. Los indicios de toxicidad en estos

animales fucron minimos, sicndo ¢l mas llamativo una hiperplasia reactiva ¢n
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bazo, probable consecuencia del efecto inmunomodulador de los componentes
dc la vacuna.

También se cvalué la toxicidad de la vacuna en condiciones de
administracion diaria. Los animales fueron invectados durante 15 dias en forma
consccutiva por via L.m. Los animales mostraron buena tolerancia al tratamiento.
El consumo de agua, la ingesta de alimento v el comportamiento individual v
social de los animales no mostro diferencias entre los sometdos al protocolo y
los normales. El anilisis autopsico histopatologico reflejo nuevamente una
marcada csplenomegalia a costa de un proceso de miclopoyesis extramedular.
Como efecto de toxicidad mas dramatico se pudo constatar que en un 5% de los
animales se¢ encontraron imagenes de hemorragia en pulmoén en el espacio
subpleural.

Los datos reportados en literatura tanto de los ensavos pre-clinicos como
de los obtenidos de los ensavos de fases clinicas han demostrados que las
vacunas oncologicas que no involucran la inveccion de interferdn, interleukinas
o anticucrpos (cn algunas formulaciones) presentan baja o nula toxicidad™,
Coincidentemente, nuestros resultados demostraron un alto nivel de seguridad

para cstc preparado vacunal.

Propiedacdes antitunrorales de la racuna.

l.os efectos antitumorales de la vacuna se evaluaron utdlizando un

protocolo de cuatro dosis cada 14 dias de 120 pg por dosis ¢l cual ascgura ¢l
nivel maximo en ¢l titulo de anticuerpos reactivos a NacGM3. El desafio celular
se realizo entre 7 v 21 dias posteriores a la cuarta inmunizacion. La cleccion de
este momento para realizar ¢l inoculo de células tumorales se debe a que
cnsayos preliminares demostraron que ¢l desafio a comienzos del proceso de
inmunizacion desarrolla una progresion tumoral que no permite alcanzar una
respuesta inmune apropiada que consiga detener el crecimiento del tumor (dato

no mostrado). Este hecho queda claramente demostrado st se considera que la
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sobrevida de los ratones libres de cualquier tratamiento desafiados con células
B16 no supera en su gran mavoria (>80%) ¢l dia 60. En ratones desafiados en
los cuales el tratamiento se comienza al momento del desatio tumoral, la cuarta
inmunizacion cs aplicada en individuos con un alto grado de progresion de la
enfermedad.

Los ensayos de evaluacion del efecto antitumoral de a vacuna mostraron
un contundente cfecto protector en ratones desafiados con 5x10° células.
Desafios con una menor cantidad de células redundan en la proteccion del
100% de los animales aunque esta proteccion no es significativa debido a la baja
incidencia registrada en los animales control. La inveccion de cantidades
mavores de células excede la capacidad del sistema inmune del animal e¢n
articular un ctectuvo rechazo. Sin embargo, en la cvolucion tumoral de los
distintos tratamientos se registrd una disminucion significativa en la portacion
tumoral de los ratones tratados.

Se encontraron resultados comparables cuando se repiti6 el experimento
utilizando células provenientes de cultivos primarios, con cl fin de evaluar el
cfecto de la vacuna sobre células scleccionadas previamente iz rviro por su
capacidad de generar tumor,

La vacuna también demostrd una cierta actvidad dosis dependiente
cuando se inmunizaron ratones elevando la masa del preparado vacunal en las

dosis. Los ratones tueron inmunizados siguicndo ¢l protocolo clasico (4 dosis
cada 14 dias) aunque en tres niveles de dosis distintos (120 pg, 240 pg v 360 pg).

Fn estas condiciones se pudo observar una respuesta antitumoral dependiente

de la dosis, lo que podria estar sugiriendo una ventana de mejora en el uso de la

vacuna.

Ortras vacunas a base de gangliosidos han sido utilizadas en protocolos de
tase clinica, como la vacuna GD2-lactona-KLH o la GM2-KLH, las cuales va

han sido mencionadas ¢n la introduccion. En estas vacunas las dosis exploradas

no superan los 70 Wg por dosis sin registrar en ninguno de los casos exclusiones
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de los protocolos clinicos debidos a eventos de toxicidad'™ . Sin embargo, la
comparacion de masas entre las distintas dosis no arroja conclusiones de valor
va qug, si s¢ asume que ¢l peso molecular de los distintos gangliosidos es casi el
mismo, la masa de las distintas vacunas depende en gran medida del peso
molecular de los distintos carriers utilizados.

Lis interesante realizar en cste punto una comparacion de las similitudes v
diferencias que esta vacuna presenta en relacidn a la vacuna GM2-KLH
presentada por ¢l grupo de Phillip Livingston. Como se menciond cn la

introduccidon la vacuna GM2-KLH no demostrd diferencias terapéuticas de

importancia con respecto a un grupo de pacientes tratados con INF-a2b™.

Sustanciales diferencias existen para alimentar mavores expectativas con
Ia vacuna NacGM3/VSSP. En primer lugar, aunque ambas estin formuladas a
base de gangliosidos asociados a las células de meclanoma, la tolerancia
antigénica del organismo hacia GM2 ¢s mucho mavor que hacia NacGM3, lo
que implica que lograr desencadenar una  respuesta inmunologica  hacia
NacGM3 implica una respuesta de tpo mas especifica. La formulacion de
ambas vacunas presenta caracteristicas totalmente diferentes. Mientras que la
GM2-KLLH se¢ compone de la union covalente del gangliosido al - currver
bacteriano, la union del NacGM3 a su contraparte bacteriana esta dada por
intcracciones hidrotobicas en la vacuna NacGM3/VSSP lo que le confiere -¢n
su asoctacion con ¢l advuvante inmunologico- caracteristicas de mezcla de fascs:
agua-accite. Importantes trabajos scnalan que este tpo de formulaciones
desarrollan una fuerte v duradera respucsta inmunoldgica™ ", Finalmente, es de
destacar que la contraparte VSSP esta dada por un abanico de proteinas v lipidos
bacterianos que presentan una potente actividad inmunomoduladora™.

Sc valord el efecto que tiene la variacion en ¢l nimero de dosis aplicadas a
los animales referente al cfecto antitumoral de la vacuna. Los resultados

demostraron que con tres dosis no se alcanzo un bucen nivel de proteccion
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micntras que la aplicacion de nueve dosis no gener6 una respuesta tal que actde
en detrimento de la actividad antitumoral de la vacuna.

La memona antitumoral desarrollada luego de la inmunizacion con el

esquema clasico de vacunacién (120 pg), superd los tres meses luego de la cuarta
inmunizacion considerando una proteccién minima del 50%. Este hecho seria
indicativo de 1a necesidad de re-inmunizar cada tres meses en pos de mantener
la acuvidad antitumoral en los animales.

Los parametros evaluados de la respuesta que genera la inmunizacidon con
la vacuna NacGM3, revelan que la vacunacion puede efectivamente rechazar
implantes pequenos de células tumorales, lo cual indicaria que podra ser
utilizada en pacientes libres de enfermedad en pos de prevenir la recaida clinica
cn consonancia con las expectativas que se depositan hov en dia en las vacunas
oncoldgicas (Abou-jawde). Hste tpo de tratamicentos ocupan ¢n la actualidad un
lugar en las alternatvas  clinicas que  estan siendo  testeadas  como

. . . . - 75
complementarias a las terapias convencionales mas agresivas™.
g

Kl sistema
inmunc por si solo dificilmente puede conseguir la regresion de una masa
tumoral importante. Sin embargo luego de la remocion quirdrgica del wumor
primario v posterior a los protocolos quimioterapéuticos aplicados normalmente
post-cirugia, ¢l paciente se encuentra en una condicion con muy  pocas
alternativas de tratamiento v con una postbilidad cierta (en muchos casos no
mcnor) de recaida en la enfermedad. Fn este momento las vacunas oncologicas
pueden ofrecer sus potencialidades de modulacion del sistema inmunc con el fin
de remover definitivamente del organismo los residuos microscopicos de focos
tumorales.

La especificidad ¢n la respuesta antitumoral que la vacuna desarrolla sc
puso de manifiesto cuando ratones inmunizados fueron desafiados con células
con difcrente expresion de gangliosidos. Usando la minima canudad de c¢lulas
que ascgura el 100% cn la toma tumoral, ratones singénicos C57b16 ¢ Balb/c

fucron desatiados con células B16 v 1311 respectivamente a 21 dias luego de la
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cuarta dosis de inmunizacion. Mientras que los ratones C57bl6 inmunizados
lograron rechazar positivamente ¢l implante tumoral, los ratones Balb/c
desarrollaron la enfermedad al igual que los animales control. Con estos
resultados surge una pregunta obligada, ¢Es esta diferencia en ¢l rechazo
tumoral una consccuencia de la diferencia de patron inmunologico existente
cntre las ccpas murinas o se debe a la distinta expresion de ganglidsidos de las
cclulas usadas? Los sucros provenientes de animales inmunizados con
NacGM3/VSSP de¢ ambas cepas de ratones fueron capaces de reconocer a
cClulas B16 por inmunohistoquimica tanto sobre cortes de tumor como de
células crecidas in ritro, sugiriendo la existencia de una alta similitud en la
respuesta humoral desarrollada por la vacunacion en los dos tipos de ratones.
[in consonancia, Listeves et al. demostraron que la inmunizacion con
NacGM3/VSSP desarrolla un perfil de anticucrpo similar™™. Por ¢l contrario la
presencia de NacGM3 en las células B16 v la poca o nula expresion de este
gangliosido en las células F3I1, permite hipotetizar que este podria ser el factor

rcsponsablc del disimil comportamicnto antitumoral.

Resputesta inmunolagica desarvollada por la vacunacion

Los paramctros inmunologicos evaluados se centraron bdsicamente en la
respucsta humoral generada a parur de la inmunizacién con la vacuna. Ratones
inmunizados con ¢l protocolo clisico de vacunacion fucron sangrados 21 dias
posteriores a la finalizacion del protocolo.

El anilisis mediante el ensavo de ELISA de los anticuerpos presentes en
los sucros mostrd titulos bajos de reactividad contra placas sensibilizadas con
distintos tipos de gangliosidos. Fste resultado es congruente con lo reportado

L ax )
por otras vacunas a basce de gangliosidos™. La causa podria estar dada por la
suma cntre la baja antigenicidad de estas moléeulas v a las dificultades téenicas
que implica la realizacion de ELISA con antigenos no proteicos. Tomando en

consideracion lo antes expuesto, s¢ determind en 80 ¢l titulo critico para
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considerar a un suero como respondedor. Sobre un total de 8 ratones analizados
de la cepa C57 v 5 de Balb/c, el 50% v el 40% respectivamente mostraron
seroconversion del 1sotipo [gM, mientras que un 50% v 60% lo hicteron para
IgG. El analisis del perfil de isotipos de anticuerpos presentes cn los sucros,
mostro que cl isotipo 1gG2b es ¢l mas representado.

Por otro lado en los sueros inmunes sc encontrd una fuerte reactividad
contra las células B16. Esta acuvidad se puso de manifiesto a través de la
valoraciéon tanto por inmunohistoquimica sobre cortes de tumor o cultivos
cclulares como por citofluorometria de flujo sobre células vivas. En estos
ensayos sc puso de manifiesto también que los sucros inmunes no reconocen en
cambio c¢lulas F3I1 que, como va se menciond, no expresan NacGM3 cn
membrana. La tncion observada en ¢l ensavo de inmunohistoquimica sobre
cClulas [F311 presenta un patron que podria ser interpretado como marcaciéon
intracclular. Lo que coincide con que estas células no fueron reconocidas por los
sucros inmunes c¢n los ensavos de citofluorometria usando células vivas (1a cual
no permite la marcacion intracclular). Es interesante destacar la concordancia
quc presentan los resultados derivados de estas dos téenicas en la valoracion del
reconocimicnto de los sucros contra las distintas células tumoralces.

[a capacidad de lisar células a través de la activacion de complemento fue
cvaluada en estos sucros, observandose que estos anticuerpos son capaces de
activar al sistema de complemento en forma dilucion dependiente sobre células
B16. Lste cfecto no fue observado udlizando como células blanco esplenocitos
de raton, lo cual recontirma la especificidad de la respuesta humoral desarrollada
por la vacunacion.

También sc realizaron ensavos para evaluar la reactividad de los sueros
provenientes de pacientes incluidos en ¢l protocolo clinico. Este protocolo se
realizo entre el ano 1999 v 2002 ¢ incluvd 21 pacientes con melanoma de
estadios clevados. Sucros de ocho pacientes de este protocolo fueron utilizados

cn inmunohistoquimicas heterologas sobre cortes de tumor de melanoma. Dos
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de los cuales mostraron seroconversion a costa del 1sotipo IgGG mientras que
uno lo hizo a costa del IgM. Uno de estos pacientes, presentaba una enfermedad
metastasica con multiples mctastasis subcutaneas. Este paciente tuvo una
respuesta parcial al tratamiento con aclaramiento epidérmico perimetastasico v
signos de involucion en ciertas metastasis. El suero de este paciente fue testeado
ademas en forma autdloga contra un corte de metastasis abdominal ¢l cual
demostro ser positivo para NacGM3, reflejando una marcada reactividad.

Resultados similares fucron encontrados en un trabajo en colaboracion
realizado entre nuestro laboratorio y el CIM. En este trabajo se pudo observar
cn forma preliminar que los pacientes bajo tratamicnto inmunterapéutico,
muestran seroconversion sobre cortes de tumores de archivo hospitalario®’. Fl
analisis sérico a través de cste tipo de téenicas sobre material autdlogo o
heterologo no encuentra antecedentes de publicacion en ensavos de otras
vacunas oncologicas.

Iinalmente, se buscd determinar el arreglo molecular sobre el cual esta
montada la respucesta humoral producto de la vacunacion. Para cllo, sc
rcalizaron  incubaciones  con  Neuraminidasa, una  cnzima  que  remuceve
especificamente ¢l residuo de dcido sidlico, sobre cultivos celulares o cortes de
tumor tijados ¢n los cuales se valord posteriormente la reacuividad de los sueros
inmuncs. Estos experimentos indicaron que el dcido stalico es un restduo
fundamental en ¢l reconocimicnto de los sueros de las células tumorales.

Ll dcido sidlico ¢s un componente comun en la superficie celular. No sélo
por la presencia de gangliosidos en la misma sino porque ademas es
componente  de  los residuos  azucarados  presentes en muchas  proteinas
glicoliladas™. A raiz de cllo existe la posibilidad que la respuesta humoral
observada no este unicamente direccionada contra gangliosidos sino en general
contra un arreglo azucarado particular que involucra la molécula de acido sialico.

Fin definitiva los resultados obtenidos indican que los sueros provenientes

de los ratones inmunizados con la vacuna presentan un pcrﬁl de anticucrpos
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con predominio de IgG2b, que estos anticuerpos solo reconocen a las células
que expresan NacGM3 en su membrana plasmatica, que son capaces de activar
el sistema de complemento en contra de las células tumorales v que cste
rcconocimiento humoral estd montado sobre las moléculas de acido sidlico

presentes cn las células.

La inmunoterapia basada en ganglidésidos incluyendo a aquellas que
utilizan moléculas purificadas como a las que incluven anticuerpos anti-idiotipos,
parece conformar una alternativa de intensa investigacién en los protocolos
clinicos del futuro. La finalizacion de los ensayos de fase 11 v Il que se estin
realizando en la actualidad va a esclarecer los beneficios que presentan estas
vacunas para cl tratamicnto de pacientes con melanoma v cdncer de mama con
cnfermedad  residual que se encuentren en alto riesgo de  recidiva. la
investigacion basica proveera un mejor entendimicnto de los mecanismos
inmunologicos involucrados en el rechazo tumoral inducidos por la vacunacion
con gangliosidos. Ademas los modclos animales preclinicos de cincer seran de
importancia capital en el estudio de las potenciales acciones sinérgicas de cstas
vacunas en combinacion con los agentes antitumorales convencionales. La
rapida transferencia de los resultados preclinicos relevantes hacia los ensayos

clinicos mejoraran los benefictos que puedan recibir los pacicntes con cancer.
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o La linea celular F31I es reactiva al anticuerpo P3, lo que la convierte ¢n
una bucna herramicnta como blanco celular en la terapia con la vacuna
1E10. Por su parte las células B16 expresan NacGM3 ¢n su mcmbrana

por lo que se convierten en células blanco apropiadas para la terapta con
NacGM3/VSSP

o Las células F3II responden a la adicion de GM-CSE in witro 1o que -
asoctado al fenomeno de proliferacion y movilizacion leucocitaria que
estas células desencadenan in vivo- sugieren una destacada participacion
de esta citoquina ¢n el crecimiento de los tumores 311

o El estudio in vitro de las lineas celulares clegidas demostr6 un perfil de
respuesta diferente al ganglidsido NacG M3, asociado al distinto pateon de
expresion de ganglidsidos en membrana existente entre las lineas.

o Los modclos murinos de cancer evaluados, tanto de mama como de
melanoma, ofrecen caracteristicas de  desarrollo de la enfermedad

compatibles con la evaluacion de la respucsta antitumoral desencadenada
por las vacunas.

o Ambas vacunas demostraron  no  alterar  los paramctros  de
comportamiento v alimentacion en los animales, tanto ¢n su aplicacion
diaria como ¢n la utilizada para la inmunizacion de los animales. Ademas
no sc observaron danos significativos en ¢l analisis histologico de sus
Organos.

0 lLa vacunacion con el preparado vacunal 1E10-KLH produce un nivel de
rechazo tumoral en los ratones, expresado en un retardo de la tasa de
crccimiento  tumoral v en la reduccion del nimero de  metistasis
cspontanca. lLos sucros de  los  ratones inmunizados reconocen
especificamentce a las células del umor F31L

o l.a vacunacion preventiva de los animales con la vacuna NacGM3/VSSP
desencadena una respuesta antitumoral capaz de rechazar al desafio
tumoral con 5000 cclulas B16. il desatio con indculos mavores mucstra
diferencias en la tasa de progresion de los tumores con respecto a los
lotes no vacunados. Ademas se demostrd que estos resultados se repiten
cn los ensayos realizados con células B16 derivadas de cultivos primarios
de¢ tumor.

o la vacunacion con NacGM3/VSSP demostrd un pertil dosts dependiente
cscalando la dosis hasta 360 Hg. Ademas se observo que la vacunacion

con 120 pg no se mcjora por ¢l aumento de inoculaciones v que en cl
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protocolo clasico de cuatro dosis, genera una respuesta antitumoral que
protege a mas del 50% de los animales hasta los tres meses luego de
finalizada la misma.

o Los resultados demostraron que el efecto antitumoral de la vacuna
NacGM3/VSSP esta ligado a la expresion del gangliosido NacGM3 en la
membrana de células blanco.

o El perfil de inmunoglobulinas desarrollado por la vacunacién con
NacGM3/VSSP tiene una presencia mayoritaria del isotipo IgG2b. Estos
anticuerpos reconocen /z vitro a los componentes de la vacuna. Ademas,
reaccionan postivamente ante cortes de tumor B16 y células B16 crecidas

in vitro 'y son capaces de desarrollar una respuesta citotoxica mediada por
complemento contra las mismas.

o Finalmente, valorando la actividad de sueros de pacientes inmunizados
con la vacuna se pudo observar una respuesta humoral en algunos de
ellos, contra cortes de melanoma de archivo hospitalario.
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Ratones

Se utilizaron ratones de 1a cepa C57BL/6j v BALB/c de 8 a 14 semanas de edad
y un peso de 20 a 25 ¢, en la experimentacion con los modelos singénicos de
melanoma B16 v de carcinoma mamario F31, respectivamente. Los ratones
fucron suministrados por ¢l bioterio del Instituto de Oncologia “Angel 11
Roffo” de la Universidad Nacional de Buenos Aires o por el bioterio de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de la Plata v se mantuvieron

cn condiciones cstandar, en cajas plasticas con no mas de 10 animales por caja

con comida y agua ad libitum.

Lineas celulares

Células de melanoma murino B16F0 (moderadamente metastdsica)™ v B16F10
(altamente mctastasica)™, singénica con ratones C57bl/6 fucron cultvadas cn
D-MEM (Gibeo BRI) con 10% de suero fetal bovino (SFB), glutamina 2 mM,
tetraciclina 10 pe/ml, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 1 mg/ml v
anfotericina B 0,25 pg/ml. La linca se mantuvo con 2 repiques semanales
usando tripsina 0,05% v EDTA 0,53 mM en PBS para levantarlas.

Como modclo de cancer mamario, se uulizo ta linea celular F3II (altamente
invasiva v mectastasica), singénica con ratoncs BALB/c®. Las células sc
cultvaron c¢n MEM (Gibco BRL) suplementado con SFB 5%, glutamina 2 mM
v 80 pg/ml de gentamicina. La linea se mantuvo con 2 repiques semanales

usando tripsina 0,05% v EDTA 0,53 mM en PBS para levantarlas.

Anticuerpos

1 anticucrpo monoclonal murino M2590'¢ (International Bioscience,
Tokvo, Japan) fue utilizado para contirmar la presencia o ausencia del
gangliosido NacGM3 en las lineas celulares. Il anticuerpo monoclonal (mAc)
murino anti-idiotipo 1E10 (1gG 1K) reactivo al mAc P3 (IgM)™™. Los hibridomas

productores del anticucrpo se inyectaron en la cavidad peritonceal de los ratones
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purificindose posteriormente los anticuerpos a partir del fluido ascitico. Esta
purificacion sc  realizo utilizando una columna de Sepharosa-Protcina A

(Amersham Pharmacia Biotech).

Vacunas

NacGM3/VSSP: La vacuna a base del monosialogangliésido NacGM3 fue
producida v generosamente provista por el Centro de Inmunologia Molecular de
La Habana, Cuba. El gangliosido NacGM3 fue purificado a partir de eritrocitos
de perro e hidrofébicamente conjugado con vesiculas lipoprotéicas de
membrana externa de  Neisseria Meningitidis cepa 385", La extraccién del
gangliosido se realizé siguiendo ¢l protocolo de extraccion publicado por Folch
ct al.> v su incorporacion a las vesiculas bacterianas fue realizada utilizando una
moditicacion del procedimicnto de Lowell et al”. Brevemente, vesiculas de
Neisserta meningitidis v NacGM3 se disolvieron en buffer O, 1M T'ris-HCL, pH 8,5,
conteniendo deoxyeolato de sodio v dodecilsultato de sodio v posteriormente se
dializaron para remover los detergentes. Este método permite que los
gangliosidos v los complejos lipoprotéicos bacterianos generen vesiculas de
pequeno tamano altamente hidrosolubles, denominadas VSSP (1ery Small Sige
Proteoliposomes). Al momento de aplicacion ¢l conjugado NacGM3/VSSP se
emulsiond con un volumen de Montanide ISA 51 (Seppic, France) utdlizado

como advuvante inmunologico.

1E10: Para los ensavos de actuvidad anttumoral, el anticuerpo monoclonal
murino 11110, gencrosamente provista por ¢l Centro de Inmunologia Molecular
de La Habana, Cuba, s¢ conjugd covalentemente con la proteina KLH del
crustacco Megathuru. crenntiata cuvo nombre en inglés s Keyhole Lympet emocianin,
el preparado  vacunal consistio en la emulsion de una solucton  acuosa

conteniendo 11410-KLH con advuvante completo o incompleto de Freund.
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Proliferacion in vitro

Con cl objeto de caracterizar la respuesta proliferatva de las lincas celulares en
estudio al agregado exogeno del ganglidsido NacGM3, se llevaron adelante
ensayos colotimétricos /n vifro. Fin placas de 96 fosas se sembraron 5-10 x 10* ¢él
/ fosa cn medio suplementado con 5% de SFB. Al dia siguiente de la sicmbra,
las células fueron lavadas con bufter PBS e incubadas por 48 h en ¢l mismo

medio con o sin el agregado de 5% de SFB mas la concentracion indicada (0-

100 pg/ml) de NacGM3 (Sigma). Las monocapas fueron lucgo lavadas v fijadas
con formaldehido al 3,7% en PBS. Posteriormente se tifieron las células con una
solucidon de Azul de Toluidina al 0,5% en agua. Luego de dos lavados con PBS,
el colorante retenido en la monocapa se solubilizé utilizando una solucién de

SDS al 1%. Il color de la solucion se levd en un espectrofotémetro de placa a

595 nm.

Ensayos de toxicidad subaguda de los preparados vacunales
Vacuna NacGM3/VSSP: Dos lotes de 10 ratones machos o hembras de 8 a 10

semanas de edad de la cepa C57BL./6, tueron inmunizados por via im.

diariamente con 120 Hg de NacGM3/VSSP, emulsionado en relacion 1:1 con cl
advuvante Montanide 1SA 51, en un volumen final de 0,1 ml La inveccion se
rcalizo en los muslos, alternando ¢l sito de inveccion diariamente  entre
izquicrdo v derecho. Los ratones fueron controlados periédicamente respecto
de la ingesta de alimento, agua, comportamiento v estado general. Al finalizar ¢l
experimento los animales fucron sacrificados por dislocacion cervieal, se realizé
una autopsia completa v se t1j0 maternial del sttio de inveccion muscular, higado,
pulmon, rinodn, corazon, cerebro, bazo v médula Gsca para un completo analisis

histopatologico.

Vacuna 1110: 10 ratones de la cepa Balb/c adultos hembras o machos, de 10 a

16 semanas de edad, con un peso promedio de 25 gr. fucron inyectados
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diartamente por via s.c. en la regién interescapular con 50 pg de 1E10
combinada con alimina cn un volumen de 0,2 ml. La mitad de cada lote fue
inyectada por 7 dias v en ¢l resto ¢l ensavo se continud hasta los 14 dias. La
ingesta de agua v alimento se¢ controlé diariamente, asi también como la
evaluacion del comportamiento social e individual de los animales. A las 24 h de
la ultima dosis, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical
realizando posteriormente una autopsia completa con recoleccion de material

para examinacton histopatologica.

Inmunizacion

NacGM3/VSSP: La inmunizacion se realizo por via i.m. cn la cara interna del
muslo, cmpleando dosis de 120, 240 ¢ 360 Mg, scgun cl cxperimento,
emulsionado con 0,05 ml de Montanide ISA 51 en un volumen final de 0,1 ml.
Iin todos los ensavos las dosis del preparado vacunal fueron aplicadas cada 14
dias, mientras que el desatio tumoral sc aplico a distintos tiempos lucgo de

finalizado cl esquema de inmunizacion, segin el disefio del experimento ¢l cual

se esquematiza para cada ensavo en resultados.

1E10: La inmunizacion se realizo invectado ratones hembras Balb/c por viaip 7

veees cada 14 dias con 50 pg de 1E10 unido covalentemente a la proteina carrier
KLH, 1F10 libre 6 la proteina carvier sola en 0,1 ml de PBS mezclado con un
volumen igual de Adyuvante completo (primera dosis) o incompleto (resto de

las dosis) de Freund (Sigma). Los animales control recibieron solo el adyuvante

mezclado con PBS.
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Desafio tumoral

Fnsayos de tumor primario: Al momento de realizar los desafios umorales las
células fucron tripsinizadas con una soluciéon de Tripsina/EDTA, resuspendidas
cn medio sin suero v mantentdas durante 1 h a temperatura ambicnte. Los
desatios tumorales se realizaron en el espacio subcutinco del flanco derecho de
los animales con la cantidad correspondiente de células B16 (1 x 10* 2 5 x 10
células viables) o F3II (5 x 107 a 2 x 10° células viables) en 0,2 ml de medio de
cultivo, de acuerdo con cada disefio experimental (ver resultados). El tiempo de
aparicion de la masa tumoral fue monitoreado por palpacion petiodicamente y

confirmado postertormente por histologia. El diametro promedio se calculd

segun la formula: \/(Mxm), donde M es el didametro mavor v m el didametro

menor de la masa tumoral los cuales fueron medidos al menos dos veces por

scimaiial.

Sacrificio, necropsia y recuento de metastasis

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical cuando la carga tumoral
excedia los 15.000 mm’, segun su estado general o de acucrdo a la fecha
estipulada de finalizacion del expetimento. Cuando la recoleccion de sangre fue
necesaria, ¢l sangrado se realizo a través de la arteria ocular de ratones
previamente dormidos en una camara saturada con vapores de érer. La
recoleccion de sucro para andlisis inmunologicos se realizé 7 a 21 dias después
de la cuarta dosis.

F recuento v cuantificacion  del tamano de las metastasis  pulmonares
superficiales ¢n los experimentos que asi lo requerian, se realizo sobre pulmones

fijados en solucion de Bouin con la ayuda de lupa estercoscopica.
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Cuantificacion del titulo de anticuerpos reactivos

Vacuna NacGM3/VSSP: El titulo de anticuerpos anti-NacGM3 en los sucros
de los ratones inmunizados fue medido por la técnica de ELISA en fase solida,
Diluctones de sueros de ratones inmunizados o control fueron agregadas a
placas de microttulacion de alto binding (Becton-Dickinson), sensibilizadas con
20 pg/ml de seroalbimina bovina (BSA), VSSP o VSSP  conjugado
hidrotébicamente con NacGM3 o NgGM3. Después de 2 h de incubacion, las
placas fueron secuencialmente incubadas con antcuerpos de cabra biotinilados
anti-inmunogloblulinas  de raton (Sigma), complejo de peroxidasa-avidina
(Sigma) v ortofenildiamina (Gibco BRL), haciendo entre las incubaciones
lavados con Tween 20 al 0,01% en PBS. Finalmente, ¢l desarrollo de color fue
analizado utilizando un lector de multiplacas (Multiskan Reader, Labysystems).
Para determinar ¢l isotipo de las inmunoglobulinas séricas sc utilizaron
anticucrpos de cabra anti-ratén especificos de subclases (Sigma), seguido de una
posterior incubacion con anticuerpos anti-cabra conjugados con peroxidasa. il

desarrollo del color se obtuvo v analizd de la misma manera descripta

anteriormente.

Citofluorometria de flujo

Vacuna NacGNM3/VSSP: Cultivos de melanoma B16 o carcinoma mamario F311
fueron levantados mecanicamente v lavados con medio sin sucro. Las células
fucron fijadas vy permeabilizadas (Fix and Perm reagents, Caltag Laboratories) v
luego muestras de 1 x 107 células fueron incubadas con 15 pl de sucro durante
30 min a temperatura ambicnte. Las células fucron lavadas con medio
conteniendo 1% de SFB v luego incubadas con 5 ul de F(ab”), de cabra
conjugado con FITC ant-inmunoglobulinas de raton (Caltag) ¢n 25 pl del
reactivo de permeabilizacion. Cuando la tincion se realizo para revelar antigenos
de membrana el paso de fijacion fue omitdo v no se utilizd el reactivo de

permeabilizacién. La marcacion de NacGM3 se realizo sobre células no
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permeabilizadas, utlizando 1 Hg del anticuerpo M2590 por 30 min a 4°C
revelado con un ant-IgM de ratén unido a FITC. Paralelamente fucron
incubadas células con anticuerpos incspeciticos del mismo isotipo o con M2590
pre-incubado con NacGM3 (Sigma) en una relacion molar NacGM3:mAc de
10:1. La fluorescencia asociada a 10.000 células fue analizada con un
citofluorometro de flujo (Cytoron, Ortho Diagnostics Svystems), en ¢l Servicio

de Inmunogencuca del Hospital de Clinicas de la Ciudad de Bucenos Aires.

Vacuna 1Ii10: La uwniéon de 1E10 a células de B16 fue analizado mediante
citofluorometria de flujo. Células de melanoma B16 fueron incubadas con 1E10,
lavadas y posteriormente incubadas con anticuerpo anti-raton conjugado a FITC
(Dakopatts) en una dilucion de 1:100. Después de lavar, las células fucron
resuspendidas v analizadas con un citofluorometro de tlujo  (Becton-Dickinson).

Como control posituvo se utlizo un anticucrpo anti-NacGM3.

Procesamiento histolégico
Hl matenal sc procesd seglin las téenicas de  procesamicnto  histologico
convencionales. las piczas nccropsicas tucron fijadas en una solucion de

Formaldchido al 3,7% o cn solucion de Bouin por lo menos durante 4 h v

posteriormente fueron deshidratadas ¢ incluidas en patafina. Secciones de 5 um
de los tacos de paratina fueron fijados a portaobjetos de vidtio para su posterior
tincion. Para descartar que la incubacion con xilol realizada en ¢l proceso de
deshidratacion de la piceza, atectara la deteccion de gangliosidos, clertos tumores
fucron incluidos en Epon, una resina sint¢tca con las que se omite el paso de
deshidratacion con xilol, v procesadas posteriormente igual que las demds™!. Los
cortcs sc utilizaron en téenicas de  inmunomarcacion o cn  tinciones
convencionales de microscopia Optica. las coloraciones se realizaron luego de
hidratar la picza con incubaciones sucesivas en concentraciones decrecientes de

alcohol ctilico, udlizando hematoxilina  (Hematoxilina  activada,) v cosina
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(Biopur) para tinciones de rutina o luxol (Biopur) para marcacién de miclina en
sistema nervioso central. Una vez que la coloracion se realizoé exitosamente los
cortes fueron deshidratados v montados usando cubreobjetos v medio de

montaje sintético (P.M. Y R., Argentina).

Inmunohistoquimica
Tumores generados por inoculacion de células B16 en ratones C57bl/6 fucron
resecados, fijados en formaldehido 3,7% v embebidos en parafina. Los tacos de

parafina fucron cortados con microtomo, generando cortes de un espesor de 5

HUm. Los cortes fucron desparafinizados con xilol ¢ hidratados mediante una
scric de alcoholes en concentracion decreciente. Los cortes hidratados se
someticron a un bloqueco con sucro normal de caballo diluido en PBS vy sc
incubo con una solucién de avidina, seguido de una solucion de biotina
(Blocking Kit, Vector). Luego se incubd con el suero a testear (1/500) o con los
anticuerpos cotrrespondientes diluidos en PBS, o con PBS solo en caso del
control del primer anticuerpo, seguido por una incubacion con un segundo
anticuerpo biotinilado ant-primer antcuerpo (Vectastain ABC Kit, Vector). A
continuacion, se bloqued la peroxidasa endogena con peroxido de hidrogeno al
0,3% en metanol v se incubo con avidina-peroxidasa. Il revelado se realizé con
diaminobenzidina (DAB Substrate Kit for Horseradish Peroxidase, Vector)
obscrvindose, cuando la marcacion ¢s posiuva, una coloracion  marron.
Finalmente, s¢ realizd una contratincion nuclear suave con hematoxilina
(Hematoxilina activada, Biopur). Cuando la marcacion se realizdo sobre
monocapas cclulares, éstas fueron crecidas en camaras sobre portaobjetos (Lab-
Tek Chamber Slide Svystem, Nalguen Nunc) v fijadas con tormaldehido al 3,7%
durante 4 h.-

Con el tin de evaluar la reactvidad contra el residuo de acido sialico presente en
la respucsta humoral generada en los ratones vacunados con NacGM3/VSSP,

células tumorales fijadas fucron expucstas a una incubacion con Neuraminidasa,
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una cnzima hidrolitica que remueve especificamente ¢l residuo de acido sialico.
Monocapas celulares o cortes de tumores fijados fucron incubados a 37°C por 4
6 16 h, respectivamente en presencia de 0,1-1 Ul/ml de Neuraminidasa Tipo 11
(Sigma) previamente a la inmunomarcacion con los sueros de  ratones
inmunizados. Como la solucién de Neuraminidasa puede llegar a contener trazas
dc proteasas, la presencia de actividad proteolitica fue descartada por un ensayo

5

. .. . ., 262
de cascinolisis radial usando un sustrato de agarosa-cascina™-.

Aislamiento de esplenocitos

Ratones C57bl/6 fueron sacrificados por dislocacion cervical. Inmediatamente
los bazos tucron removidos v sumergidos en butter PBS. Posteriormente se
disgregaron mecinicamente utilizando una aguja de 21G para obtener una
suspension  celular  homogénea.  bas  células  fueron  precipitadas  por
centrifugacion v resuspendidas en una solucion 140mM de NH,Cl, 17 mM Tris-
Cl, ptl 7,5 por 5 min. Finalmente se centrifugaron nuevamente v o sc

resuspendicron en medio de cultivo RPMIE-16440).

Ensayo dc citotoxicidad mediada por complemento

Il cfecto citotoxico de los anticucrpos presentes en los sueros de ratones
inmunizados con NacGM3/VSSP contra células B16 fuc ensavado i vitro™’
Estos ensavos se realizaron utilizando placas de microtitulacion Terasaki (One
I.ambda). Luego de marcar 1,5 x 10 ¥ células con carboxifluoreceina (Molecular
Probes) estas fucron incubadas con una solucion diluida de and-suero murino
inactivado por calor en un volumen total de 2 pl, 30 min a temperatura
ambicnte. Luego de la adicion de 5 pl de suero de conejo (inactivado o no), las
células fucron incubadas por 60 min. La reaccion se detuvo con el agregado de |
ul de una solucion de Bromuro de ctidio 0,05 mg/ml en 1 mM de EDTA, pH
8,0. El porcentaje de lisis celular se determind utilizando un microscopio

invertido de fluorescencia (Nikon) usando un prefiltro de 510 nm con una
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lampara de UV de mercurio. Como control, se utilizaron células obtenidas de

bazos de ratones normales.

Ensayo clinico de fase I

Material de pacientes reclutados en el ensayo clinico de fase I (Nro. de
expediente de  ANMAT (Administracion Nacional de Medicamentos vy
Tecnologia Alimentaria): 1-47-1572-02-6), ejecutado entre los anos 1999 y 2002
fue utilizado para evaluar la respuesta humoral reactiva al tumor autélogo o
hacia tumores heterologos. Los sueros fueron obtenidos previo al comienzo de
la inmunizacion y en los momentos correspondientes a cada una de las
aplicaciones vacunales y guardados bajo cero hasta el momento de su uso. Los
tumores s¢ tomaron del acto quirtrgico v fueron procesados segin la técnica

usual de fijacion de material hospitalario.

,/7' |

Dr. Daniel Fernando Alonso
Diréctor
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