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Resumen

Para el año 1934 la toxina de Coley era el único tratamiento sistémico para el
tratamiento de cáncer. Este preparado fue desarrollado unos años antes por el prestigioso
cirujano del Meri/alía!Hatpita/ de New York, William B. Coley, utilizando toxinas bacterianas
de los géneros .S'emlriay .S'treptomcrm.Este producto se convirtió así en la primera vacuna
oncológica y en uno de los primeros tratamientos sistémicos del cáncer. A pesar de los
experimentos iniciales del siglo pasado, luego de los ensayos de Coley la inmunoterapia
oncológica fue dejada de lado por el advenimiento de las drogas quimioterapéuticas y las
mejoras en la radioterapia.

En las últimas décadas se ha vuelto a observar a la inmunoterapia como una estrategia
complementaria válida para el tratamiento de cáncer. Este nuevo interés sobre este tipo de
tratamientos, tiene sus bases en el gran avance alcanzado en el entendimiento de los
mecanismos inmunológicos y de los procesos que dominan la biología tumoral.

Iin esta tesis se presentan resultados relativos a dos vacunas desarrolladas a partir de
gangliósidos, moléculas de membrana anfipáticas que pertenecen a la familia de los
glicoesfingolípidos con por lo menos, un residuo de ácido siálico lo cual es una característica
distintiva de estos compuestos. Los resultados se centran en la evaluación de los efectos
tóxicos, la respuesta antitumoral y la modulación inmunológica desencadenados por la
aplicación de vacunas inmunoterapéuticas a base de gangliósidos, consistentes en un
anticuerpo anti-idiotipo dirigido a gangliósidos glicolilados (anticuerpo lElO) y de una vacuna
molecular del gangliósido NacGM3 coniugado a proteínas externas de membrana de N.
lllt’llíll‘qi/ÍI/ÍJ'en proteoliposomas de muy pequeño tamaño (NacGM3/VSSP). Con este fin se
evaluará 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
características adecuadas para ser utilizados como herramientas de evaluación de los efectos y
mecanismos desencadenados por la inmunización con las vacunas.

La línea celular de cancer mamario murino F311 crece en el espacio subcutáneo
desarrollando un fenotipo tumoral altamente maligno. Su portación produce un cuadro
inmunoestimulatorio posiblemente ligado a la secreción de GM-CSF, citoquina ante la cual se
modifica su respuesta proliferativa. Además estas células son reactivas al anticuerpo P3,
precursor del llilO, lo que la convierte en un modelo apropiado para la evaluación de la
respuesta antitumoral de “¿10. La inmunización de ratones con el preparado lli10-KLH no
produce efectos tóxicos de magnitud en los animales, desarrollando una respuesta humoral
que es capaz de reconocer a las células F311. Utilizando este proceso de inmunización se
puede observar un retardo en el crecimiento tumoral v una disminución significativa en el
recuento de metástasis espontáneas en los ratones tratados.

Además se evaluó a la línea B16 crecida en animales singénicos como modelo de
estudio de los efectos producidos por la vacunación con NacGM3/VSSP. Las células B16
presentan en su membrana al gangliósido NacGM3, reaccionando positivamente ante Ia
presencia del mismo en el medio de cultivo. La vacunación de ratones C57 con
NacGM3/VSSP desarrolla una respuesta inmunológica humoral que es capaz de reconocer a
los componentes de la vacuna v a las células de melanoma B16. La aplicación de la vacuna no
produce efectos tóxicos de importancia. La vacunación con NacGM3/VSSP genera una
respuesta antitumoral que se manifiesta en el rechazo del desafío tumoral en el 100% de los
animales vacunados. rasta respuesta se mantiene en el tiempo hasta tres meses luego de
finalizada la misma. La respuesta antitumoral obtenida es dosis dependiente ya que se pudo
observar una actividad antitumoral creciente en lotes de ratones inmunizados con una

concentración vacunal de hasta 360 ¡lg/dosis y específica hacia células que expresan el
gangliósido NacGMÏ’). La vacunación con NacGMÏS/VSSP desarrolla una respuesta de
anticuerpos con preponderancia del isotipo IgGZb. listos anticuerpos reconocen cortes de
tumor Bló siendo su epítope reactivo el residuo de ácido sialico presente en las células.
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Resumen

La investigación básica en vacunas provee un mejor entendimiento de los mecanismos
inmunológicos involucrados en el rechazo tumoral inducidos por la vacunación. Los ensayos
preclínicos con modelos animales de cáncer son de importancia capital en el estudio de los
efectos inmunomodulatorios de estas vacunas y en la evaluación de sus capacidades
terapéuticas a nivel clínico.
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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 MemorialHOIPÍIHÍof New
York, William B. Coley, using bacterial toxins from .S'erratz'aand .S'treptamtrm.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 attempts cancer
immunotherapy was abandoned due to the appearance of quimiotherapeutic drugs and
improvements in radiotherapy.

ln the last decades, immunotherapy is seeing again as a valid adiuvant 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.

ln 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 antiidiotypie
antibody against glycolilated gangliosides (lElO antibody) and other a molecular vaccine
composed by the ganglioside NacGM3 coniugated to proteins from the outer membrane of
N. ¡Meningilídixin 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
employed 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 vaccines.

F3“ 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 lElO, becoming a very
adequate model for the evaluation of llilO antitumor response. Immunization of mice with
the preparation “¿lO-KLH did not produce relevant toxic effects in the animals, developing a
humoral response able to recognize F311 cells. Using this immunization 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 NacGMÏá/VSSP, was evaluated. Bló 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 Bló melanoma
cells. Administration 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 ¡lg/dose, being specific towards cells expressing NacGM3
ganglioside. Vaccination with NacGM3/VSSP developed an antibody response mostly based
in the isotype IgGZb. This antibodies recognize B16 tumor slides being its reactive epitope
the sialic acid residue which is present in the cells

Basic research 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.
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Teniendo cn cuenta la potencial utilidad de los gangliósidos en la

inmunoterapia antitumoral, los trabajos presentados en esta tesis se centrarán en

la evaluación de las respuestas y los mecanismos antitumorales desencadenados

por la aplicación de vacunas inmunoterapéuticas a base de gangliósidos,

consistentes en un anticuerpo anti-idiotipo dirigido a gangliósidos glicolilados

(anticuerpo lElO) y de una vacuna molecular del gangliósido NacGM3

conjugado a proteínas externas de membrana de N. Meningitz'dí: en

proteoliposomas de muy pequeño tamaño (NacGM3/VSSP). Con este fin se

evaluará también el perfil de los modelos murinos experimentales de cáncer

mamario y melanoma a emplearse para cada vacuna, respectivamente.

La hipótesis central de este trabajo está centrada en que los modelos

murinos elegidos presentan características adecuadas para ser utilizados como

herramientas de evaluación de los efectos y mecanismos desencadenados por la

inmunización con las vacunas ya presentadas.

Concerniente al anticuerpo anti-idiotípo 1E10 se espera que la

inmunización con este anticuerpo unido covalentemente a KLH sea capaz de

desencadenar un efectivo rechazo tumoral basado en la inducción de una

coherente respuesta inmunológica contra el tumor asociado a una leve respuesta

tóxica.

Relativo a la vacuna NacÓMÏñ, se infiere que la inmunización con la

misma, es capaz de desencadenar una respuesta antitumoral basada en la

modulación del sistema inmune en contra de las células tumorales. Los eventos

(le toxicidad esperados para esta vacuna son mínimos. También serán

explotados los mecanismos por los cuales se lleva adelante esta

inmunomodulación, determinando la respuesta de anticuerpos específica

desencadenada, su perfil de expresión y los blancos moleculares hacia los cuales­

está dirigida.



Objetivos

Objetivos particulares

7) Caracterización de lo; mode/or tamara/er ringém'm: elegidos.

0 Valorar z'nvitrolas características morfológicas y de comportamiento de

las líneas celulares elegidas, además del perfil de expresión de gangliósidos

que presentan interés para el proyecto.

0 Evaluar in vivolas características tumorales de los modelos experimentales

empleados, considerando la progresión tumoral primaria y metastásica, y

los efectos que ella produce en el animal portador.

2) Eva/uatz'án de la to/eramía_y lor efecto; lo'xímr morían/or a la (¿Mitaciónde lo; preparador

vacuna/er.

0 Valorar la toxicidad como resultado de la inyección diaria de los

preparados vacunalcs o como consecuencia de la inyección según el

protocolo de vacunación elegido.

0 Realizar estudios histopatológicos completos de los órganos mayores del

organismo para determinar los efectos de la vacunación sobre cl

organismo.

3) Valoración de la artíuírlad anti/¡{moral de lo; preparador vacuna/er.

0 Determinar un protocolo de vacunación que desarrolle una adecuada

respuesta andtumoral en los modelos experimentales elegidos.

0 Valorar la progresión del tumor primario en los animales sometidos a

vacunación, así también como cuantificar la respuesta antimetastásica que

es capaz de desarrollar la vacuna.
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Objetivos

4) Determinación de lo; memmïmar de repuesta inmunología: ¿{etarra/lado: por la

vanmado’n.

0 Valorar la respuesta inmunológica desarrollada por la vacunación.

0 Estudiar el perfil de inmunoglobulinas y la reactividad de estas contra los

componentes de la vacuna en la respuesta generada por la vacunación

con NacGM3/VSSP.

0 Evaluar la respuesta inmunológica desarrollada contra las células

tumorales.

O Extender este estudio a la respuesta contra tumores humanos utilizando

sueros dc los pacientes ingresados al protocolo clínico de fase I de la

vacuna NacGM3/VSSP.

Estudiar los arreglos moleculares sobre los cuales se articula la respuesta

inmunológica contra las células tumorales generada por la vacunación con

NacGM3/VSSP.
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El cáncer

Biología y evolución celular

Cada minuto 10 millones de células (107) se dividen en nuestro cuerpo.

Este número de células en división no representa un crecimiento del organismo

si consideramos que el número de células en un cuerpo humano adulto tiene

entre 7 y 8 órdenes mayores de magnitud (10l3 - 10”) y que la tasa de muerte

celular cs relativamente la misma que la de proliferación. Esto significa que cn

condiciones normales, un cuerpo adulto no experimenta aumento de masa a

costa del aumento en el número de células. Sin embargo, el cáncer es una

enfermedad en donde se pone de manifiesto un desorden proliferau'vo de

algunas células del cuerpo. El número de células que se divide cs mayor al

número de células que mueren en un determinado tejido, dando origen a un

tumor. Se consideran tumores benignos aquellos que no se extienden más allá

del sitio de origen y no comprometen la salud de la persona, como por ejemplo

los lunares o nevos y los lipomas. Los malignos son aquellos tumores agresivos,

con células con la capacidad de diseminarse por el organismo, y que pueden

afectar el normal funcionamiento del cuerpo. La enfermedad derivada de la

portación de tumores malignos se denomina cáncer.
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Un poco de historia

En los tiempos grecorromanos, todos los tumores eran considerados

como sucesos de orden inflamatorio. Según esta

concepción, los tumores eran la consecuencia del

movimiento anormal de los fluidos corporales hacia los

tejidos. El concepto de tumor como un crecimiento de

tejido “nuevo” (neoplasia) es una idea relativamente
Hipócrates

reciente, teniendo un nacimiento hace alrededor de dos

siglos. Hipócrates (460-377 A.C.), considerado el padre de la medicina, clasificó

en aquel momento a los tumores en tres categorías p/mmaz‘a, oídemata y

kanéz'namaz‘a,aunque las tres categorías podían incluir ocasionalmente algún tipo

de cáncer tal como lo conocemos hoy. Dentro de PIM/míase encontraban una

variedad importante de tumores tanto de origen inflamatorio como neoplásico

pero mayormente benignos, mientras que Oídematase refería a tumores blandos

e indoloros que incluían normalmente edemas. La gran mayoria de lo que

conocemos como tumores malignos eran llamados ¡éanéínoí/kanéímmaz‘a,que en

latín se traduce como cancrum/ carcinoma, palabras de las cuales derivan cancer

y carcinoma. Hipócrates asignó la palabra karkinoi (en griego: cangrejo), ya que

>la invasión tumoral le recordaba a él las pinzas de este animal.

Los agentes etiológicos causantes de esta enfermedad conforman una lista

extensa. Aunque esta bien documentado la existencia de núcleos familiares con

alta predisposición a desarrollar ciertos tipos de cáncer, los factores ambientales

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

de la enfermedad.
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Transformación celular

El pasaje de una célula normal a una tumoral, evento conocido como

transformación celular, involucra una serie de pasos que necesariamente

incluyen cambios en la información genética de la célula. Es por esto que el

cáncer es una enfermedad con causas que se entienden en el mundo de la

biología molecular a trave's del análisis 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

evento fundacional de transformación, lo que implica que la modificación en

una sola célula es capaz de dar el puntapié inicial en la conformación del tumor.

La progresiva adquisición de mutaciones y la selección por el microambicnte

tisular determinan el origen, la evolución y las características del tumor. Sin

embargo, a pesar del origen monoclonal, la población tumoral presenta un nivel

de heterogeneidad celular importante, dado por las distintas subpoblacioncs

derivadas de linajes celulares que atravesaron distintos caminos de mutación.

Hste hecho hace que las reglas de la selección determinen que ciertas

subpoblacioncs se encuentren más representadas en un momento de la

progresión tumoral, mientras que otras pueden hacerlo en otro.

Las mutaciones que se registran en los tumores suceden invariablemente

con elementos que regulan la proliferación celular. En la célula transformada la

proliferación autónoma es una característica distintiva, a diferencia de lo que

ocurre en las celulas normales.
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Oncogenes y genes supresores de tumor

Los oncogenes fueron descriptos originalmente como parte de la

información genética de ciertos virus que tienen la habilidad de transformar

células eucariotas, produciendo finalmente tumores]. Estos virus estimulan la

proliferación de la célula huésped y para ello utilizan como herramienta a los

oncogenes virales, una batería de elementos genéticos que se traducen dentro de

la célula huésped, tomando el control de la proliferación celularz. Resultó

sorprendente el hallazgo que estos genes virales eran elementos “robados” de

genes normales de las células eucariotas, que en condiciones normales actúan

modulando el ciclo celular, pero que con sutiles y críticas modificaciones alteran

su funcionamiento. A estos genes normales se los denominó protoncogenes; la

denominación protoncoge'n está dada por la idea de que la alteración de estos

genes da lugar a su contrapartida patológica u oncogén“.

Los oncogenes pueden codificar proteínas de membrana, citoplasmáticas

o nucleares, que invariablemente participan en las vías de señalización celular. La

mayoría actúa a través de vías de fosforilación, siendo tanto receptores dc

membrana, intermediarios de señalización o cstimuladorcs de transcripción

nuclear. La mutación en estos genes es dominante lo que implica que la

mutación en sólo uno de los alelos del gen es suficiente para contribuir al

fenotipo transformado.

Un ejemplo claro es el oncogén erb-BZ. Este oncogén es una copia

alterada del gen que codifica para el receptor del factor dc crecimiento

epidérmico (Epidemza/ Grau/tb Factor, E6154. La transcripción de este gen en

células normales genera un producto proteico que alcanza la membrana

plasmática pero no está regulado por su unión al ligando, el EGF, sino que envía

señales de proliferación constantemente al interior celular. De esta manera, la

célula se encuentra en constante estimulación proliferativa, dando el puntapié
. . . .
1n1c1alpara el desarrollo de una neoplasm .
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El otro grupo de genes implicados en la transformación celular es el de

los llamados genes supresores tumorales, los cuales están implicados en los

mecanismos de inhibición de la proliferación celular. Las mutaciones en estos

genes o la deleción de las porciones cromosómicas que los contienen, pueden

modificar dramáticamente el comportamiento celular. Los supresores de tumor

deben su nombre al hecho que, cuando están presentes o activos, la

transformación tumoral no se produce, ya que detienen el ciclo celular. Esto

implica que a diferencia dc lo que ocurre con los oncogenes, la mutación no es

dominante sino recesiva, puesto que ambos genes tienen que estar alterados para

que la alteración del ciclo celular ocurra. Las primeras evidencias que indicaban

la existencia de reguladores negativos de la proliferación celular surgieron de

experimentos de fusión celular. Cuando células normales se fusionan con células

transformadas, se producen fuertes modificaciones cromosómicas que en los

casos cn los cuales el fenotipo maligno es el preponderante, se omiten

invariablemente particulares regiones cromosómicas. De estos experimentos se

interpretó que la desregulación del ciclo celular ocurre siempre que ciertos

elementos genéticos son ornitidos en la célula“.

Un ejemplo de los genes supresores de tumor es el gen Rb, el cual debe

su nombre a un raro tipo de cáncer que aparece en niños, el Retinoblastoma. La

pérdida o alteración de ambos alelos de este gen se ha descripto en la gran

mayoría de los casos clínicos de esta enfermedad. El gen Rb codifica para una

proteina nuclear presente en una gran cantidad de tipos celulares de mamíferos.

Es una proteína regulada por fosforilación; cuando no está fosforilada tiene

afinidad por proteínas inductoras del ciclo celular. Así, Rb resulta ser un

regulador negativo del ciclo celular, puesto que su ausencia o

malfuncionamiento lleva a la continuidad de la actividad proliferativa-‘S.

Se consideran mutaciones primordiales a aquellas que participan en los

pasos iniciales de la transformación neoplásica y que, como ya se mencionó,

están involucradas en la desregulación del ciclo celular. Una serie de mutaciones
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adicionales y modificaciones fenotipicas deben ocurrir para que la

transformación 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 el aumento en la secreción de

proteasas degradadoras de matriz extracelular)”, la secreción de factores de
' ' -» ;

crec1mlento y sus receptores , el aumento de expresmn en moleculas de

adhesiónl3 y de co-receptores“.
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Uso de modelos animales en el estudio del cáncer.

El uso de animales de experimentación representa una herramienta de

invalorablc 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 investigación oncológica son muchos, el mayor

cuerpo de evidencias se encuentra en el uso de roedores, básicamente Rata

(Rally: nomqgícm)y Ratón (Mz/J mmm/ur)15.

El concepto mode/oanimal se refiere a una combinación de elementos

vivos que dan como resultado un reactivo de laboratorio que presenta alta

predictibilidad y reproducibilidad. La aplicación de dosis controladas de agentes

carcinogénicos sobre los animales de forma tal de inducir el desarrollo de focos

tumorales, es una de las alternativas para desarrollar modelos experimentales.

Otra forma está dada por la inducción de la transformación de células normales

¡n vitroy su posterior inyección cn los animales. El mantenimiento de las células

transformadas ya sea por pasajes reiterados de animal en animal o en

condiciones de cultivo, permite contar con material celular capaz de desarrollar

cáncer una vez inyectado en el animal portador.

El animal mayormente utilizado en el estudio del cáncer es el ratón. Su

Fácil manejo asociado a lo económico dc su mantenimiento y su alta tasa

rcproductora, hace de esta especie la mayormente elegida por los investigadores.

Fue a principios de siglo donde se empezaron a generar por cruza entre

individuos con alta identidad genética, poblaciones de ratones con una

homología genética mayor al 99% a las cuales se las conoce como cepas,

herramientas de gran utilidad en experimentación ya que su uso permite

despreciar la variación de respuesta entre individuos. En la actualidad la página

oficial dcl NCI (Nationa/ Cancer Im/í/ute) registra mas de 400 cepas distintas de

ratones“.

La caracterización de una línea tumoral implica el estudio detallado de

una serie de parámetros, tanto ¡n vitro como ¡n vivo.Estos incluyen el aspecto
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morfológico que poseen al ser cultivadas z'n vitro, tiempo de duplicación

poblacional, densidad de saturación, análisis citogenético, capacidad de invasión

sobre matrices artificiales, entre otros. In ¡»iz/o,las líneas de tumores sólidos son

evaluadas respecto del crecimiento e invasión de la masa neoplásica primaria,

capacidad de inducir la formación de nuevos vasos sanguíneos y diseminación

metastásica espontánea. Las células también pueden ser inoculadas por vía

intravenosa en animales de experimentación, con el objetivo de investigar

directamente la siembra hematógena hacia los órganos blanco, en un ensayo

conocido como diseminación metastásica experimental. Sobre éstos parámetros

caracterizados, los estudios suelen complementarse con la sensibilidad de la línea

tumoral a agentes quimioterapéuticos tradicionales para el tipo histológico en

cuestión.

Con estos elementos, el modelo suele estar a punto para su utilización

como banco de prueba para el ensayo de nuevos protocolos terapéuticos, como

también para investigar distintos aspectos de la biología celular y molecular del

cáncer.

Los resultados obtenidos dan cuenta de la gran utilidad que presentan los

modelos murinos en el testeo de nuevas terapias oncológicas”. Hoy en día la

aprobación de cualquier nueva estrategia terapéutica requiere su validación

previa en modelos animales de cancer, por lo que la elección del modelo animal

y su correcta caracterización se convierte en pilares fundamentales de la

investigación en las nuevas estrategias terapéuticas'g’").
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Los gangliósidos

Descripción molecular

En el año 1935, el profesor Ernst Klenk aisló en su laboratorio una

fracción lipídica soluble en agua a partir del cerebro de vaca. A esta fracción tan

particular de lípidos, la llamó sustancia X20. Siete años más tarde terminó su

caracterización, denominando gangliósidos (GLS) a sus componentes”. Debido

a la variabilidad en la composición obtenida utilizando diferentes métodos de

extracción y a la posibilidad de conseguir distintas fracciones a partir de

diferentes protocolos, Lars Svennerholm propuso en el año 1956 que los

gangliósidos serían una familia de moléculas que presentan una variada gama de

arreglos de carbohidratos”. En 1964 SCpublicó el primer trabajo de compilación

de información (review)importante que hace referencia a los gangliósidos como

entidades moleculares representadas conspicuamente en el sistema nervioso

central, con cierta presencia en otras células somáticas”.

Los gangliósidos son compuestos lipídicos que pertenecen a la familia de

los glicoesfingolípidos. La presencia de por lo menos un residuo de ácido siálico

es una característica distintiva de estos compuestos. Es por esto que, junto con

los sulfátidos, constituyen el grupo de los glicoesfingolípidos ácidos.

Presentan una

porción hidrofóbica

denominada ceramida y una

. , porción hidro fílicaArbonzacxón
azucarada

altamente variable —segúnel

ti o de an liósido- con
Cadena p g g
línídica

residuos azucarados del tipo

glucosa y galactosa, y una o

más moléculas de ácido

siálico.
Esquemas representativos de moléculas de gangliósidos
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Biosíntesis y ubicación celular

La biosíntesis de los gangliósidos se lleva adelante en el retículo

endoplasmático y el aparato de Golgi, catalizada por enzimas que se encuentran

unidas a membrana. La síntesis de ¡20220comienza con la formación de la

ceramida.

La condensación 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 desaturación final, resulta en la ceramida (C218o C220).La adición

posterior de una molécula de glucosa da lugar a la glucosil-ceramida. Todas las

enzimas catalizantes de estas reacciones están localizadas en el reticulo

endoplasmático con orientación hacia el citosol. La glucosil-ceramida recién

sintetizada experimenta un movimiento de fláb-flop de forma tal que queda

orientada hacia el espacio luminal del reticulo endoplasmátic024, donde por

acción enzimática se le adiciona una galactosa que da lugar al compuesto

lactosil-ceramidaZS‘zó.Esta molécula migra desde el retículo endoplasmático hacia

las membranas del 52';­
51311.!VISAT-l STXSIal ISAT-¡I 31351;)lll (2’)>) STKS'IJl

ÉlÍÏaVéSdeun
mecanismo aún no mm ¡ion m m...

(¡Mi 33mm Éïflrfiá
aclarado por completo, SMN“,

S136“ ll > STÏK¡.‘llI STMIM || > .\TÏ\(i.1lI STJGnl II > S'l'SGal l STJGM ll > S'UUN l
I SA’IZI‘.‘ ISAÏ-IV [SAT-IV ¡sxlïn‘

¿Mm ¡Rom z m m
y se comportacomola cursi 25.33151molécula precursora “f‘immúmA “m a W“

, _ N __G ¡“(i _ cms 69'18 613135 Emi

no 3ramlNA‘I", “'STKSIa\'>>STÁSial S'DlslaV>>STR“;l S'Í'RShI\°>>ST‘SSL'Il STSSlaV» S'I‘KS'LJl
¡SAT-V (SAT-V ISAT-V ¡SAT-V

lugar a tOdaS las aura áqgm. g mm
variantes de la familia Mi" a Se“?h Seriev

emm“ Biar-cmo {Ss-45m=B1->4-Go|:°Humana. apasuA «nassmA nz-&sla:A

de ganghóSidOS- Vías,de síntesis de los distintosgangliósidos
Fuente: www.g|ycoforum.gr.jp.

La adic1ón de un

residuo de ácido siálico al compuesto lactosil-ceramida en los sacos de Golgi

deriva en el monosialogangliósido GM3, una segunda adición origina al
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disialogangliósido GD3 y una tercera al trisialogangliósido GT3. Estos tres

compuestos son los precursores de las tres series de gangliósidos a, b y C,

denominadas así por Svennerholm en 1970, siendo la nomenclatura aceptada

hoy en día para la clasificación de gangliósidos”.

La denominación ácido siálico hace referencia a un grupo de compuestos

orgánicos que comparten una estructura denominada ácido neuramínico. La

presencia de un residuo acetilo en el anillo del ácido neuramínico da lugar a un

compuesto conocido como ácido neuramínico N-acetilado (NANA, por su sigla

en inglés), por lo que al gangliósido que lo incluye en estructura lo

denominaremos NacGLS; si este gangliósido es el GM?)la denominación que le

corresponde es NacGM3. Sin embargo, una modificación puede cambiar al

grupo acetilo en uno glicolil, por lo que este ácido siálico se denomina NGNA,

siendo la nomenclatura para gangliósidos correspondiente NgGLS.

Mientras que los gangliósidos N­ 23H

H0 , ‘ ‘No/ coou. H0 vg/Macenladossoncomunesen el serhumano, o“ “
NANA

' I - NADH\ :
una delec1on en el gen que codifica para la \]:

. . . , - . 2 NAD

en21ma princ1pal de la Via de modificac1on OH
Ho. , \0 coon

- , . . H0 RV/f
de estos ganghOSidos hac1a los N- "NQHÏCONHon NGNAa
glicolilados hace que en el ser humano no Transformación de ácido N-acetil neuramínico

- a N- Iicolilneuramínico
SC presenten naturalmente GSÍC UpO de g

gangliósidoszs. Sin embargo, es interesante destacar que se ha descripto la

expresión de gangliósidos N-glicolilados en tumores humanos colónicos29 y

mamarios30.

Los gangliósidos se encuentran en la capa externa de la membrana

plasmática, donde los residuos azucarados se presentan hacia el espacio

extracelular y la porción lipídica se inserta por interacción hidrofóbica en la

membrana. También se ha descripto la secreción activa de gangliósidos al
. . . . , . 3

espac10 extracelular, proceso conoc1do como sbeddmgde gangli051dos 1.
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Los gangliósidos son los componentes mayoritarios de las membranas de

neuronas, constituyendo el 10-12% del total de los componentes lipídicos. Este

porcentaje aumenta hasta el 20-25% si se considera solamente la capa externa de

la membrana plasmática”. Varios tipos celulares que no pertenecen al sistema

nervioso expresan distintos tipos de gangliósidos, aunque el tipo y la

concentración de éstos es altamente variable entre células de distinto origen.
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Participación de los gangliósidos en la biología celular

En los últimos tiempos se comenzó a pensar que los gangliósidos

tendrían una participación destacada en funciones normales de las células. Las

primeras descripciones refieren a los gangliósidos como componentes

conspicuos de la membrana plasmática de las células neuronales, aunque en ese

momento no se entendían cuáles eran las causas que explicaban este hecho”.

Hoy en día, se conoce mucho más de la biología de estos compuestos, su

ubicación y la participación que tienen en la biología celular, tanto normal como

tumoral, aunque aún quedan muchas preguntas por responder.

Un trabajo publicado hace algunos años propone que la presencia de

gangliósidos en el cerebro de animales vertebrados podría estar relacionada con

la adaptación al aumento en la temperatura corporal”. En este trabajo se hace

un extenso análisis de la concentración de gangliósidos en el cerebro de varios

tipos de animales y se establece una correlación entre la relación de

fosfolípidos/gangliósidos y la temperatura corporal. Estos resultados estarían en

línea con el hecho que sólo los vertebrados expresan gangliósidos, siendo la

mayoría de ellos homeotermos.

En la última década una cantidad importante de trabajos hace referencia a

la función de gangliósidos en células no pertenecientes al sistema nervioso.

Mediante el uso de animales knoné-oz/tse ha podido determinar que estas

moléculas cumplen un rol fundamental en estadios embrionarios tanto en el

desarrollo como en la diferenciación celular. Ratones a los cuales se les suprimió

la expresión de glucosil-ceramida sintasa (la enzima responsable de generar la

glucosil-ceramida en el rctículo endoplasmático) y que por ende son incapaces

de producir gangliósidos, presentan una mortalidad del 100% en estadios fetales.

En estos ratones se pudo observar que una apoptosis masiva centrada en el

ectodermo alrededor del día 7 de gestación es la causa fundamental de muerte

de los animales doble ¡Erick-out”.Además, células precursoras aisladas a partir de

estos mutantes no fueron capaces de diferenciarse en células maduras lo cual
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demuestra que los gangliósidos no sólo son necesarios para la proliferación

celular sino también en la diferenciación de los tejidos embrionarios.

Han sido generados otros ratones incapaces de producir distintos tipo de

gangliósidos y aunque sobreviven al período embrionario muchos de ellos —

sobre todo los que al menos expresan monosialogangliósidos—, en todos se ha

constatado fallas en el sistema nervioso.

Por más de treinta años el modelo de membrana plasmática de Singer y

Nicholson35 explicó muchos de los sucesos que ocurren en las membranas

celulares, donde las proteínas son imaginadas como estructuras dinámicas

inmersas en un “mar” de fluidos lipídicos. En la actualidad se acuerda que este

modelo no se ajusta estrictamente a la realidad, ya que varios trabajos publicados

en la última década describen superestructuras móviles incluidas en la

membrana plasmática —compuestas por glucolípidos, colesterol y proteinas­

denominadas t/mím o mfls de membranas,

aludiendo en inglés a agregados moleculares que

“navegan” en la membrana.

Entre otras características, los esfingolípidos

se diferencian de los fosfolípidos por contener

largas cadenas carbonadas con uniones saturadas, lo

cual les confiere'la particularidad de agruparse y
Esquema representativo de los rafts

demembrana empaquetarse rápidamente. Estudios con

membranas sintéticas determinaron que a cierta relación

esfingolipidos/ fosfolipidos se produce naturalmente una separación de fases en I

la mezcla“. La adición de colesterol a las preparaciones de

esfingolípidos/fosfolipidos sintéticas disminuye la concentración de

esfingolípidos necesaria para generar la separación de fases37, hecho que

explicaría por qué el colesterol se encuentra en alta concentración en los nfi‘i de

membrana. Además, la depleción de colesterol de la membrana plasmática

desordena los nfis y afecta profundamente su funcionamiento”. Ha sido
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reportado que la concentración de glicolípidos —particularmente de gangliósidos

y sulfátidos- se encuentra aumentada 5 veces en los raft: de membrana en

comparación a la concentración en el resto de la membrana plasmática”.

Se ha aportado mucha información acerca de la participación que tienen

los gangliósidos en los rcfit de membrana. No sólo en su aspecto estructural,

sino también como activos partícipes en la adhesión celular, la diferenciación y

la modulación de los factores de crecimiento.

Gang/MMM] rmptores de membrana.La presencia en los raft: de membrana de una

variedad de proteínas relacionadas con la señalización celular, hace sospechar

que estas estructuras tienen un alto grado de compromiso con este tipo de

eventos celulares. En un modelo simple, los rrfix de membrana son visualizados

como plataformas de señalización que sirven para colocalizar los componentes

participantes en las vias de señalización. Es así que receptores, intermediarios de

señalización, kinasas y sustratos estarían localizados en una porción discreta del

citoplasma, lo cual optimizaría su funcionamiento y permitiría un alto grado de

regulación“.

Se han descripto dos tipos de receptores asociados a estas estructuras, los

receptores asociados a proteínas G y los receptores de tipo tirosina kinasa. Entre

otros receptores podemos mencionar: receptores de células T y B, integrinas,

receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFr) y receptor de insulina

como los más destacados. En la tabla se describen los receptores mencionados

más frecuentemente en bibliografía presentes en nfi: de membrana y su

conducta al ser estimulados.
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Comportamiento ante el estímulo
Receptor Se mueve hacia el Se mueve fuera del No varía

raft raft
Tirosina kinasas

EGF *
ErbBZ
Insulina *
NGF
PDGF

Proteína G
Adenosina A1 *
Angiotensina II tipo I *
BZ-adrenérgico *
Bl-adrenérgíeo *
M2-muscarínico
colinérgico
Bradiquinina 1 *
Bradiquinina 2
EDG-t *
Endotelina *

Rodopsina *

Receptores asociados a los rafls de membrana y su comportamiento ante el estímulo.
Fuente: Pike LJ. 2003.

****

*

Un ejemplo de la participación de los gangliósidos en la modulación de

receptores de membrana es la interacción entre el GM] y el NGF (mm/egran/tb

factor). El GMl regula positivamente la actividad de los receptores de tirosina

kinasa del NGF (Memegron'l/thr/or), denominados Trks. Los primeros trabajos

demostraban que la adición de GM] al medio de cultivo aumenta la sensibilidad

al NGF en las células PC12, una línea celular de rata utilizada ampliamente en

estudios de diferenciación celular. Estas células demostraban crecimiento de

ncuritas y expresión de microfilamentos en presencia de dosis subóptimas de

NGF en medio de cultivo suplementado con GMl“. Recientes estudios en

líneas celulares y células de tejidos nerviosos, demostraron que el GM] facilita la

autofosforilación del receptor, ademas de inducir su correcta localización en

membrana”. También se ha reportado que el GMl y otros gangliósidos inducen

la via de señalización de HRK“.
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Gang/iosídm] comportamientocelu/ar.A principios de la década del noventa fueron

publicados los primeros resultados que demuestran el papel que despliegan

algunos gangliósidos, como el GM3, en la adhesión celular. Los resultados

indicaban que estos gangliósidos inducen la adhesión celular a través de la

interacción con otras moléculas glucolipídicas“. Además, un trabajo reciente

demostró utilizando células transfectadas que sobreexpresan gangliósidos de la

serie b y anticuerpos anti-GLS serie b, que GT1b y GD3 estimulan las vías de

l-¡AK-Srcl, la cual está involucrada en el fenómeno de Jpreadíngcelular“. Sin

embargo, estudios hechos utilizando líneas celulares de keratinocitos revelaron

que estos gangliósidos interaccionan con integrinas, particularmente con la

integrina asp“ imposibilitando su unión a la fibronectina (FN). Esta interacción

se verificó para todos los componentes de la serie, aunque el nivel varía según el

gangliósidos implicado; así, la magnitud de la interacción registrada es

CD1b>CD3>GM3MÏ Los resultados estan en línea con trabajos anteriores que

describían que estos gangliósidos inhiben la migración y el .rpreodingcelular sobre

mati/¿gsde fibroncctina4-'4H.Finalmente, esta modulación negativa parece estar

relacionada con la asociación del gangliósidos a una molécula proteolipidica

denonnnada C139, por k) que h inhfljckhi en klrnovükhd se dana en

circunstancias en las que ambas moléculas están expresadas en la superficie
‘ '(celular“ ”l.
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Los gangliósidos y la transformación maligna

Como se mencionó, la transformación maligna involucra la alteración de

las vías de señalización. Estos cambios implican, de manera invariable, la

regulación positiva o negativa en la expresión de moléculas que participan

directa o indirectamente en la traducción de señales. Además, durante el proceso

de transformación el perfil de expresión de antígenos se ve alterado,

modificando así la concentración relativa de moléculas en membrana en función

de las nuevas demandas celulares.

La sobreexpresión de gangliósidos en tumores de origen

neuroectodérmico es una característica descripta en los comienzos de la década

del sesentasLsz.La ocurrencia de estas moléculas en distintos tipos de tumores y

su baja concentración en la gran mayoría de las células normales del organismo

ha hecho que sean consideradas buenos marcadores tumorales para los cánceres

epiteliales”, melanoma“55, astrocitoma56 y sarcoma57

Algo más de diez años atrás se demostró que el aumento en la expresión del

oncogén ras ¡n vil/v aumenta la presencia de arreglos azucarados conteniendo

ácido sialico58 y que la concentración de esta molécula en membrana está

relacionada con la agresividad tumoral z'nvivos”.Siendo el acido sialico un residuo

presente en todos los ganglósidos, es de esperar que buena parte del aumento de

esta molécula en la membrana celular se deba a los gangliósidos. En años

posteriores, estudios realizados sobre líneas celulares de melanoma depletadas

de GD3 señalaron que el cambio de perfil de gangliósidos en membrana

conduce a una disminución en la proliferación celular y en las características

tumorigénicas de las células“). Los últimos trabajos realizados en el área

demuestran que la manipulación en la expresión de gangliósidos a través del uso

de técnicas de transfección, altera profundamente el comportamiento celular y la

malignidad tumoral confirmando que la presencia de estas moléculas en la

superficie celular no es un efecto colateral del proceso de transformación sino
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una consecuencia de la selección de marcadores que participan activamente en el

fenotipo tumoralól‘ (’2.
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Los gangliósidos como inmunomoduladores

Varios grupos de investigación han estudiado la actividad

inmunomoduladora de los gangliósidos. Los datos recabados hasta el momento

indican que este tipo de moléculas cumple un rol crítico en la interacción entre

ciertos tumores y el sistema inmune. Esta hipótesis esta basada principalmente

en resultados que demuestran la activa secreción de gangliósidos al medio

extracelular por células tumorales y la actividad inmunosupresora que estos

gangliósidos tienen“.

Los primeros resultados obtenidos en la década del ochenta indicaron

que los gangliósidos son capaces de inhibir la presencia de la molécula CD4 in

vitroen linfocitos de roedores y humanos“, además de inhibir la adhesión en

monocitos“. Trabajos posteriores demostraron que los gangliósidos derivados

dc células tumorales estan involucrados en varios pasos dc la inhibición dc la

respuesta inmune; pueden bloquear las funciones de linfocitos T beáber“, la

actividad citotóxica de las células natural killer": la producción de TNFOL (tumor

nen-0m fartor a) y la presentación antigénica de monocitOSÓS'“. El cfccto

inmunosupresor de los gangliósidos tumorales fue también bien demostrado z'n

vivoen un modelo murinow.

Es significativo el hecho que la estructura de. los gangliósidos sca un

factor determinante en el nivel de actividad inmunosupresoraw, siendo la

combinación de residuos azucarados y el largo de la cadena carbonada de la

ceramida los elementos mayormente responsables. Los gangliósidos sintetizados

por los tumores tienen propiedades distintas de aquellos presentes en células

normales; entre las diferencias encontradas, la más notoria está dada por la

reducida longitud de la cadena lipídica", asociada al desarrollo de una mayor

actividad inmunosupresoraï.

La síntesis de gangliósidos por las células tumorales ha demostrado no ser

solamente un evento paralelo a la transformación, sino una característica

determinante del proceso y vinculado a la sobrevida celular. Estos compuestos
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presentan una activa participación en el comportamiento de las células malignas,

además de contribuir a los mecanismos de regulación del sistema inmune que

necesita el tumor para sobrevivir ante los embates del organismo.
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Inmunoterapia del cáncer

Sistema inmune y cáncer

En 1796 Edward Jenner, un médico de campo que ejercía su

profesión en su pueblo natal de G/omextembz'real oeste de

Inglaterra, realizó 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 infección pero en ningún caso

¿award Jenner la infección comprometía la vida del paciente. Según las

observaciones de Jenner, quienes entraban en contacto con el Virusbovino eran

refractarios a la aparición de nuevos signos cuando eran expuestos a una

segunda infección. Deduciendo que la primera infección con el material de las

vacas generaba una suerte de protección en el individuo frente a posteriores

infecciones, Jenner denominó a este proceso “vacunación”. Los experimentos

de Jenner se convirtieron en uno de los pasos iniciales del hombre en el campo

de la inmunología y el responsable finalmente de la erradicación de la viruela en

el mundo.

Desde los experimentos de Jenner hasta nuestros días son muchos los

avances que se han logrado en el campo de la inmunología. Los conocimientos

que se han adquirido durante los últimos dos siglos, hablan de la complejidad de

funciones inmunológicas. Siendo el sistema inmune el que lleva la pesada carga

de mantener al organismo fuera del alcance de los patógenos, es entendible que

los procesos que realiza sean variados e intrincados.

Frente a la entrada de un patógeno al organismo, el sistema inmune se

articula en dos tipos de respuestas inmunológicas. Una de ellas actúa

inmediatamente como consecuencia de señales 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 inespecífica. 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 macrófagos y los granulocitos, que

son células con alta capacidad fagocítica. Además, estas células son las

encargadas de iniciar la respuesta inflamatoria a través de la secreción de

mediadores como las citoquinas y las quemoquinas. Otro componente

importante de la inmunidad innata está conformado por un conjunto de

proteínas líricas denominadas sistema de complemento. Estas proteínas circulan

libremente en el plasma sanguíneo en forma inactiva. A consecuencia de su

activación a través de iniciadores específicos, el sistema se activa dando lugar a la

conformación de agregados proteicos con potente actividad citolítica.

La inmunidad adaptativa o específica genera actividad frente a elementos

propios del agente infeccioso produciendo, además, una respuesta —adiferencia

de la innata- con mayor duración temporal y con generación de memoria

inmunológica. No está mediada por señales generales de alarma, sino que se

articula en función de los componentes particulares del patógeno infectante. Los

inmunólogos definen como antígenos a aquellas porciones del patógeno que son

reconocibles por el sistema inmune adaptativo y que son capaces de

desencadenar una respuesta inmunológica duradera en el tiempo. Los actores

celulares principales de esta respuesta inmunológica, son los linfocitos T, los

linfocitos B y las células presentadoras de antígenos entre las cuales se cuentan

las células presentadoras de antígenos profesionales llamadas células dendríticas.

Los anticuerpos -componentes humorales de la respuesta adaptativa- son

seleccionados activamente durante el proceso infeccioso, por su capacidad de

reconocimiento de los antígenos presentes en el patógeno, generándose así una

población de anticuerpos con una alta reactividad antigénica.

Las reacciones inmunológicas pueden ser llevadas a cabo, no sólo contra

microbios externos sino contra células del propio organismo. Esta situación

puede darse en un contexto patológico -como lo son las enfermedades

autinmunes o las reacciones de hipersensibilidad-, contra células infectadas por

virus o bacterias intracelulares, e inclusive contra células preneoplásicas. Este es
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el motivo por el cual se entiende que muchos tumores pongan en juego

mecanismos de evasión inmunológica, puesto que muchas células

transformadas, que pueden dar lugar a tumores, son destruidas tempranamente
- - » - 73,74por el Sistema inmunológico .

En los próximos párrafos se hará una breve descripción de los

mecanismos celulares y moleculares de las respuestas inmune innata y

adaptativa.

Inmzmía’adinnata. Común entre todos los vertebrados, los insectos y las plantas, la

inmunidad innata es activada frente a determinados elementos pertenecientes

sólo al campo de los organismos microscópicos.

En una primera línea de defensa, las células fagocíticas, mayormente

macrófagos y neutrófilos, se dedican a fagocitar a los patógenos emitiendo a su

vez señales químicas para alertar al organismo.

La activación de la respuesta innata se desencadena invariablemente a

partir de elementos comunes en el mundo microscópico; todos los compuestos

conocidos de origen microbiano que presentan actividad inmunoestimuladora

son estructuras químicas compartidas por un gran número de microorganismos

y que son indispensables para la sobrevida de estos. El ácido teólico y el

lipopolisacárido (LPS) son claros ejemplos de lo expuesto, componentes de las

bacterias gram positivas y gram negativas, respectivamente. Ninguno de ellos es

producido por el organismo huésped, siendo indispensables para la sobrevida de

estos microorganismos. Las bacterias gram-negativas por ejemplo, no pueden

sobrevivir sin la producción de péptidoglicanos como lo demuestra cl efecto

letal de la penicilina.

A estos componentes activadores de la respuesta innata, se los ha

denominado PAMPs que en inglés 'significa patrones moleculares asociados a

patógenos (/Jatbqgen-zmodatedmaleta/arpal/em)“. Además se ha determinado la

existencia de receptores específicos 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

(patíem recqgnítion receptorx).

Queda claro, entonces, que la estrategia de defensa de la inmunidad

innata previene la aparición de mutantes

que escapen a su reconocimiento —yaque

apunta a componentes vitales e

invariables de los microorganismos- e

involucra la participación de un número

discreto de receptores por parte del

organismo huésped.

Funcionalmente los PRRs pueden

ser divididos en tres tipos: proteínas
Señala: rin alarma

humorales que circulan libremente en el
Reconocimiento de antígenos microbianos
(PAMPS)porel sistema inmune innato. 0) plasma, receptores expresados en la
Receptores (PRRs) en células presentadores del
sistema adaptativo. <2) Receptores solubles. CD - z
Receptoresencélulassomá¡¡cas_ superficte de las celulas y receptores de

señalización que pueden encontrarse

tanto en la superficie celular como en el interior de las células-1’.

Se ha encontrado que los PRRs asociados a superficies celulares se

expresan en células efectoras de la inmunidad innata, en células presentadoras de

antígenos profesionales —pertenecientes a la inmunidad adaptativa- y también en

células somáticas como las células epiteliales, que son las primera en enfrentarse

con el agente patógeno.

Este perfil de expresión permite que los PRRs sean los inductores

directos de los mecanismos efectores de la respuesta innata y también cumplan

la función de alertar al organismo de la presencia de agentes infecciosos a través

de la emisión de señales endógenas como los interferones, las interleuquinas

inflamatorias —principalmente IL-12—y ciertas quemoquinas. Además, por estar

presentes en células del sistema adaptativo, actúan como comunicantes de

ambas respuestas.
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En referencia al accionar de la respuesta innata frente a células propias del

organismo, se ha encontrado que las células NK (en inglés natural ¿il/eri), son

una de los componentes celulares mayormente involucrados. Estas células

presentan una alta capacidad de inducción lítica sobre células sin pared celular.

Las células NK se activan en respuesta a interferón, a ciertas citoquinas

secretadas por macrófagos o frente a lL-12fi.

Rey/7mm:innata] actividadMMM/oral. La inducción de la respuesta innata a través

dc la inyección dc citoquinas proinflamatorias, como IL-12 o interferón, es una

alternativa terapéutica que está siendo explorada en la actualidad tanto en

modelos animales como en ensayos clínicos en pacientes.

Estudios experimentales que involucran la inyección repetida de IL-12,

han demostrado una disminución significativa en la incidencia tumoral-"l,79con

remisión de tumores establecidos en un alto porcentaje de animales en un

modelo de carcinoma mamarios“. Los resultados muestran un incremento en el

recuento de células NK y granulocitos en el tumor, además de constatar un

aumento de interferón-0L y y. La destrucción se da como resultado de tres

mecanismos principales: (1) destrucción de la vasculatura tumoral por acción

citotóxica de los granulocitos contra las células endoteliales, (2) inhibición de la

angiogénesis por INF-y, TNF-a y ciertas quemoquinas (IP-10, MIG) y (3)

activación de linfocitos citotóxicos y secreción de anticuerpos antitumorales.

Alentado por los buenos resultados obtenidos en modelos animales, se habilitó

el ensayo clínico en Fase I con IL-12 por vía cndovenosa para encontrar los

efectos advers‘os que esta pudiera presentar y la dosis máxima toleradam. En

función de estos resultados, dos ensayos clínicos fueron puestos en marcha a

posterioripara la evaluación de la lL-lZ en el tratamiento de cáncer de ovario y

cáncer renal. Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios ya que se

obtuvieron respuestas sólo en un 7% en el protocolo de cáncer renal y de 4% en
82.83el de cáncer de ovario observándose además ciertos efectos tóxicos
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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 cáncer. En la actualidad se encuentra en discusión

su uso como adyuvante a otras drogas oncológicass“.

Otra citoqujna que ha demostrado mejores resultados para el tratamiento

de ciertos cánceres sólidos, es el interferón, particularmente el INF-a2a y el 2b.

En la actualidad, se utiliza la aplicación de interferón como alternativa

terapéutica a la quimioterapia en el tratamiento de tumores quimioresistentes

como melanoma85y cáncer renal“. El uso de interferón en este tipo de tumores

es la mejor alternativa terapéutica que ha demostrado cierto efecto en estos

pacientes. Hasta el momento se han publicado nueve estudios sobre cl

tratamiento del melanoma con interferón como único agente. HI análisis

estadístico de estos estudios arroja como resultado que sólo uno de ellos

demuestra un aumento significativo en el tiempo libre de enfermedad”. A pesar

de ser una droga que ya se encuentra en cl mercado, el interferón no deja de

despertar contradicciones. Asociado a su discreto efecto antitumoral, sus

detractores critican el alto carácter toxico de la droga y lo costoso que resulta su

[15038,89­

Se ha demostrado que las células NK despliegan actividad citotóxica

frente a varias líneas tumorales y se pone en consideración hoy en día su

participación en el rechazo tumoral. Un reciente estudio en ratones transgénicos

que presentan una deficiencia severa en la actividad de células NK, demuestra

que la ausencia de rechazo tumoral esta asociada a esta falla del sistema inmune
- 9)innato l. Aún más contundentes son los resultados obtenidos por Ruggeri et al.

cn donde se describe que células NK reactivas obtenidas de un donante

leucémico tienen la capacidad de prevenir el desarrollo de la enfermedad en un
. r)

animal receptor '.

-60 ­



Inmunoterapia del cáncer

Aunque la inmunidad innata es normalmente ignorada, hay fuertes

evidencias que demuestran que es un componente importante en la articulación

del rechazo tumoral, ya sea por su participación directa o por la capacidad de

direccionar la respuesta de la inmunidad adaptativa.

Inmunídadadaptatíva.Como se mencionó anteriormente, la inmunidad adaptativa

responde a discretos elementos presentes en el patógeno o en células del propio

organismo llamados antígenos, accionando de manera sostenida en el tiempo

con la consecuente generación de memoria inmunológica.

En apartados anteriores se mencionó que varios tipos de células

wm m fagocmcas (macrofagos y neutrofilos) forman unaW».
primera línea de defensa contra antígenos extraños.

wc A su vez, estas células juegan un papel fundamental

en la Vinculación entre la inmunidad innata y la

_,-rca adaptativa. Los patógenos fagocitados son

procesados en compartimentos intracitoplasmáticos
Célula T CD4

y ciertos fragmentos resultantes de los antígenos
Esquema representativo de

Dresentacbnam‘OénicaMHC-TCR microbianos son expuestos en la membrana celular

en un proceso que los inmunólogos denominan presentación antigénica. Esta se

realiza cn el caso de compuestos proteicos, utilizando los llamados complejos

mayores de histocompatibilidad (MHC, del inglés mayorbzlvtommpalz'bz’líg/comp/ex);

La presentación antigénica es un paso fundamental en el proceso de

generación de una respuesta adaptada a medida del patógeno. Los fragmentos

del antígeno presentados son posteriormente reconocidos por clones específicos

de linfocitos T, células circulantes en sangre que presentan en su membrana un

complejo proteico denominado receptor T (TCR, del ingles T-€€// reteptor)

altamente variable en una discreta región de su molécula que hace que no todos

los linfocitos T sean iguales, sino que la afinidad por un antígeno dado sea una

característica particular de cada linfocito. Cuando un linfocito T reconoce un
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fragmento antigénico particular presentado en un MHC en un contexto

inmunológico determinado, se desencadenan una serie de eventos celulares que

se conocen como activación del linfocito T. Esta activación involucra un pasaje

del linfocito T de la quiescencia a la proliferación activa, dando lugar a más

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 citotóxicos, que una

vez activados pueden desencadenar una potente actividad lítíca contra la célula

portadora del fragmento correctamente presentado, (2) los linfocitos T helper

que actúan en la activación final de los linfocitos B descripta más adelante y (3)

los linfocitos T supresores, que son células encargadas de regular los procesos
deacúvadón.

Paralelamente, los antígenos que han entrado en el organismo pueden ser

reconocidos sin mediar ninguna presentación celular por linfocitos B, una

población 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 unión del TCR con la MHC

presentadora, el anticuerpo unido al linfocito B es característico de ese linfocito

y reconoce regiones particulares del antígeno, denominadas epítopes. Una vez

que ese anticuerpo se une a su correspondiente epítopeenvía señales al interior

celular activando al linfocito B. Finalmente este estímulo puede ser

complementado por la activación de un linfocito T helper activado o ser

suficiente (según el tipo de antígeno) para desencadenar la diferenciación del

linfocito B a plasmocito, con la consecuente secreción de anticuerpos libres al

torrente sanguíneo. Estos anticuerpos libres, al encontrarse con sus

correspondientes epítopcs, pueden desencadenar la activación del complemento

contra el portador del epítope, la activación de células líticas circulantes (como

los linfocitos T citotóxicos o los NK) o la opsonización y posterior fagocitocis

por macrófagos u otras células fagocíticas.

-62 ­



Inmunoterapia del cáncer

Iamaaídaa’ adap/atz'l/ay actividad aatz'íamoral.En 1909, Paul Ehrlich llevo adelante

experimentos en animales inmunizándolos con células

tumorales y pudo observar que estos animales resistían el

posterior desafío tumoral. Frente a esos resultados, Ehrlich

propuso que la aparición de células malignas en el organismo

era un suceso quizás más común de lo que la aparición de
Dr. Paul Erhlich

tumores establecidos haría pensar, sugiriendo que esta aparición de células

transformadas era controlada por el sistema inmune.

Aunque su razonamiento era simple, esta afirmación sigue siendo Válida

hoy en día en la opinión de muchos investigadores. La aceptación 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

el sistema inmune. Además, se podría afirmar que el cáncer implica

necesariamente la adquisición por parte de las células tumorales de mecanismos

de evasión de la Vigilanciadel sistema inmune.

A mediados de la decada del sesenta se describió el reconocimiento por

parte de linfocitos T citotóxicos de pequeños fragmentos peptídicos unidos a

moléculas de MHC”. Sin embargo, fue recién en 1991 cuando se presentó el

primer reporte de la clonación de un gen codificante para una proteína cuya

expresión estaba asociada a un tumor maligno (melanoma). A este péptido se lo

denominó antígeno de melanoma MAGE-l (en inglés, melanomaam‘zgenemodz'ag

. gene)y fue el puntapié inicial en la descripción de los denominados antígenos

asociados a tumor o TAA (¡amor aJIOÍídíedam‘zgem)”. La identificación del

nonapéptido reconocible por una molécula HLA específica fue publicada al año

siguiente”.

A partir de estas publicaciones el mundo científico se encontró con los

elementos diferenciales que Paul Erlich había propuesto a principios de siglo,
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con los cuales el sistema inmune podría identificar al tumor e implementar algún

efecto antitumoral.

Así, se describieron dos grandes grupos de antígenos, los TAA, moléculas

normales en el organismo pero con expresión exacerbada en el tumor y los

antígenos específicos de tumor, que sólo se expresan en las células tumorales y

que resultan normalmente de mutaciones particulares, como por ejemplo

deleciones95, fusiones96o inserciones de oncogenes virales”.

A finales de la última década grandes esfuerzos se han hecho en función

de encontrar antígenos expresados diferencialmente en células tumorales. Las

últimas técnicas aplicadas incluyen la transfección de células que expresan una

determinada MHC con bibliotecas de cDNA producidas a partir de una

población de células tumorales. El posterior co-cultivo de estas células

transfcctadas con linfocitos T citotóxicos, daría la oportunidad de señalar los

clones reconocibles por las células citotóxicas y la consecuente identificación del

antígeno tumoral involucradogg. Otra estrategia implica la posibilidad de eluir los

péptidos presentados por los MHC de células tumorales, su posterior

concentración, secuenciación y utilización para evaluar finalmente, su capacidad

de generar células T reactivasw. Una tercera técnica utilizada es la conocida

como análisis scrológico de la expresión de bibliotecas de CDNA recombinantes

o SEREX (del inglés, :ero/ogicana/ym of reto/¡Ibina/It¡DN/l exprew'on lz'bmfler).Esta

estrategia implica la expresión de las proteínas tumorales por métodos

recombinantes (en bacterias u hongos) y la exposición de estas moléculas a

anticuerpos presentes en el suero de pacientes con cáncer, para su posterior

identificación y secuenciación‘m.

En la actualidad se han descripto aproximadamente 70 antígenos

tumorales asociados a la presentación por moléculas MHC de clase I y de clase

lI. Mientras que más de 1700 han sido identificadas utilizando los anticuerpos
l()l

circulantes en la sangre dc enfermos de cáncer . Este escenario abre grandes

expectativas en la producción de vacunas oncológicas, aunque no se sabe
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estrictamente cuántos de los candidatos propuestos puedan ser útiles en el

tratamiento de la enfermedad.

Extratqgíar tumoral/erde evasión¿”Illano/agita.En los cambiantes mundos del sistema

inmune y del desarrollo tumoral la batalla que se libra por la defensa del huésped

y la sobrevida del tumor apela a las más variadas estrategias. Ya se han descripto

las herramientas utilizadas por el sistema inmune en su batalla contra las células

transformadas, y a continuación se hará referencia a los mecanismos

implementados por las células tumorales en función de resistir a este embate.

La idea de que el tumor debe escapar del sistema inmune está basada

fundamentalmente en el razonamiento de que si el tumor presenta moléculas

nuevas, las cuales pueden ser detectadas por el sistema inmune, éstas tienen que

ser necesariamente inmunogénicas, por su condición de nuevos antígenos. Esta

idea fue puesta seriamente en duda con experimentos en donde se transfectaron

proteínas xenogénicas altamente inmunogénicas como la proteína de

influenza“, la B-galactosidasa de Escherichia coli o la ovoalbumina de pollom,

a células tumorales. Los resultados obtenidos fueron los mismos cn toclos los

casos, las células transfectadas fueron capaces de desarrollar tumores cuando se

inyectaron en ratones, lo que indica que la condición de molécula nueva

altamente antigénica no era condicionante para disparar una eficiente respuesta
antitumoral. i

Los resultados comentados encuentran razón en muchas explicaciones,

aunque es todavía 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 presentación y expresión de sus antígenos,

la disminución en la expresión de moléculas co-estimuladoras, la producción de

agentes inmunosupresores y además, la inducción de apoptosis sobre las células

blancas atacantes.
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La disminución de moléculas presentadoras en las células tumorales o de

moléculas necesarias en la presentación antigénica es un hecho ampliamente

documentado, tanto en modelos animales como en pacientes. En ratones se

demostró que los tumores recidivantes luego de un primer desafío y remoción

del tumor inicial, presentaban resistencia a la lisis por linfocitos T citotóxicos. La

adquisición de la resistencia podía deberse a la disminución en la expresión de

MHC o a la disminución en la expresión de B7-1, una molécula co-estimuladora

necesaria en la activación linfocitaria'o‘l.La disminución en la expresión de MHC

I también fue encontrada en pacientes portadores de melanoma. Interesante es

el hecho que la disminución 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 de la vigilancia del

sistema inmune es la expresión de factores inmunosupresores. Estos elementos

pueden ser generados por las células tumorales o por células no tumorales

presentes en el tumor tales como células del propio sistema inmune, estromales

o epiteliales. La molécula mayormente descripta es el factor de crecimiento

transformante B (TGF-B, del inglés tranrfimzínggrow/bfactor). Esta citoquina

actúa sobre la proliferación, la activación y la diferenciación tanto de Células del

sistema inmune innato y como adaptativomñ. El factor de crecimiento del

endotelio vascular (VEGF, del inglés ¿mm/ar endotbe/ía/growtbfactor)es secretado

por muchos tumores. Además de su capacidad para inducir el crecimiento

endotelial y la formación de nuevos vasos, el VEGF inhibe la diferenciación de

células dendríticas106. Otros agentes inmunosupresores secretados por células

tumorales descriptos son las prostaglandinas“: la interleuquina-lO'”H y los

gangliósidos solubles“). Es de destacar en este punto los resultados obtenidos

por investigadores argentinos en donde se demuestra que la Galectina-l,

molécula perteneciente a la familia de los carbohidratos que unen proteínas, es

un potente inmunosupresor que actúa principalmente induciendo el arresto y la

apoptosis de los linfocitos T activados109. Resultados recientemente publicados
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demuestran que la inhibición de la expresión de esta molécula en la superficie de

células tumorales, aumenta el rechazo tumoral mediado por linfocitos TH”.

Las células tumorales no sólo son capaces de disminuir los niveles de

expresión de moléculas presentadoras de antígenos o co-estimulatorias y

secretar factores inmunosupresores, también se ha descrito en muchos tumores

la insensibilidad hacia señales apoptóticas externas, un mecanismo

implementado por el sistema inmune para erradicar células propias defectuosas.

Una estrategia que los tumores usan para evadir las señales apoptóticas es la

sobrecxprcsión de moléculas antiapoptóticas intracelulares, como la proteína

FLIP. La sobreexpresión de esta molécula se ha reportado en modelos

murinoslll y en células transformadas humanas'lz. Además, otras proteínas

como la survivina'”, la proteína PI-9/SPI-6114 o la secreción de receptores

solubles de señales apoptóticas“, son algunos de los mecanismos identificados

hasta el momento como mediadores de la respuesta antiapoptótica de las células

tumorales.

Finalmente, un mecanismo que se ha denominado de contraataque

tumoral, implica la expresión en la célula tumoral del ligando proapoptótico

denominado FasL o CDQSLW’. Las células tumorales se convierten en un

inductor de apoptosis dc los linfocitos infiltrantes del tumorlr. La expresión dc

FasL es característica de células que se encuentran en regiones

inmunoprivilegiadas, como el ojo o los testículos‘ls.
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Orígenes de la inmunoterapia

Para el año 1934 la toxina de Coley era el único tratamiento sistémico de cáncer.

La toxina fue desarrollada unos años antes por el

prestigioso cirujano del Memorial Hoipz'z‘a/de New York,

William B. Coley. El desarrollo se basó en la observación

que la sobrevida de pacientes con cáncer que cursaban

erisipela (comúnmente mortal para la época) mostraba en

___.___.._._.____..i algunos casos remisión en la masa tumoral. Coley pensó
Dr. William B. Coley

que ciertas propiedades de los microorganismos eran

mediadores de la respuesta antitumoral observada. Este razonamiento lo llevó a

realizar al primer ensayo clinico de inmunoterapia oncológicam. Este se hizo

sobre diez pacientes utilizando una mezcla de toxinas bacterianas provenientes

de los géneros Smpz‘omrmiy Sermíz'a,a la cual se la conoció como toxina de

Coley. Posteriormente el ensayo se realizó sobre 800 pacientes y fue aceptado

por la comunidad médica como tratamiento Válidoen pacientes con cáncer.

Como se mencionó anteriormente, la comprensión de los mecanismos

inmunológicos se consolida en la segunda mitad del siglo pasado. Recién en los

comienzos de la década del sesenta las funciones del linfocito fueron

suficientemente conocidaslzo. Por lo tanto, los mecanismos por los cuales la

toxina de Coley tenia cierta acción antitumoral, eran —y lo son aún- no

totalmente entendidos. Es probable que la combinación de la inducción del

sistema inmune inespecífico y específico, más la estimulación en la secreción de

citoquinas genere una respuesta inmunológica que en ciertas circunstancias

puede ser dirigida contra las células malignas.

Desde los días de la toxina de Coley hasta nuestra época muchos trabajos

han sumado entendimiento a la relación que existe entre el sistema inmune y el

cáncer. Queda claro hoy en día que muchos tipos tumorales pueden ser tratados

apelando a estrategias inmunoterapéuticas y que, por el contrario, muchos otros

aún no es factible tratarlos de esa forma.
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A pesar de los experimentos iniciales del siglo pasado, luego de los

ensayos de Coley la inmunoterapia oncológica fue dejada de lado por el

advenimiento de las drogas quimioterapéuticas y las mejoras en la radioterapia.

Recién en las últimas décadas se ha vuelto a observar a la inmunoterapia como

una estrategia complementaria válida para el tratamiento de cáncerm.

Vacunas oncológicas

La inmunoterapia oncológica puede dividirse en dos grandes grupos, la

inmunoterapia pasiva, basada en el uso de anticuerpo dirigidos directamente

contra antígenos de las células tumorales, y la inmunoterapia activa, en la cual se

busca incentivar al sistema inmune del organismo para que reaccione en contra

de las células tumorales.

Inmuno/empz'apmz'm. La inmunoterapia pasiva utiliza como herramienta

fundamental los anticuerpos monoclonales. Estos permiten que el tratamiento

pueda ser específicamente dirigido contra blancos tumorales, dc allí que la

especificidad del anticuerpo es crucial para obtener resultados positivos. Este

tipo dc tratamientos son posibles gracias a los avances alcanzados con la

tecnología de anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos pueden conjugarse a

toxinas, radioisótopos o prodrogas, produciendo así una acción tóxica específica

contra la célula tumoral sin atacar células somáticas normales. Por ejemplo, se ha

aprobado recientemente la venta de un anticuerpo monoclonal denominado

lDEC-CDBS y conocido comercialmente como Rituximab para el tratamiento

de pacientes con linfomas no Hodkings CD-ZO positivos. Este anticuerpo fue

desarrollado por los laboratorios de IDEC, Genetech y Roche, siendo la primera

droga biológica aprobada por la Administración de Alimentos y Drogas de

Estados Unidos (FDA) en diez años'zz' '23.
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Inmunoterapz'aactiva.Son muchos los protocolos inmunoterapéuticos que se están

llevando adelante actualmente dentro de esta categoría. Este tipo de terapias

apelan a la inducción del sistema inmune para que éste monte la respuesta

necesaria para rechazar a las células tumorales, bajo la forma de vacunas

oncológicas. Aunque la variación de los componentes de este tipo de vacunas

abarca un universo sumamente variado, se pueden describir generalmente tres

elementos componentes de estas vacunas: (l) el antígeno (o a veces el

anticuerpo) utilizado sobre el cual se pretende que el sistema inmune reaccione,

(2) el tam'ery (3) el adyuvante inmunológico.

Los antígenos utilizados en las vacunas oncológicas serán ampliamente

descriptos en párrafos siguientes por lo que se hará ahora una breve reseña de

los otros dos componentes.

La palabra mm‘er en inglés significa cargador o transportador. Hsta

denominación se usa en inmunología para definir a elementos de alto peso

molecular y con una fuerte capacidad inmunogénica que se unen al componente

activo de la vacuna transfiriendo así sus propiedades. El carriermás utilizado en

estas vacunas es una proteína de alto peso molecular obtenida del molusco

marino Maga/bum crema/ala, denominada KLH (¿arboles-limpie!bemogwm'n). La

misma presenta una marcada actividad inmunomoduladora tanto en animales de

experimentación como en humanosm.

Los adyuvantes inmunológicos también actúan en la modulación del

sistema inmune optimizando la presentación antigénica y generando un foco

inflamatorio en el sitio de inyección. Los adyuvantes se pueden dividir en tres

categorías, las sales minerales -como la alúmina-, los que generan emulsiones de

aceite en agua -como el adyuvante de Freund y el Montande ISA 51- y los

derivados de lípidos bacterianos -como el MPL-lzs. Históricamente, los

adyuvantes inmunológicos más usados son el adyuvante de Freund y la alúmina,

estando entre los más novedosos el DETOXIZÓy el QSZl 'T.
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A continuación se realizará un breve repaso de los diferentes tipos de

vacunas inmunoterapéuticas yendo en orden creciente respecto a la especificidad

del tratamiento.

0 Ami/adorar ¿"llamo/agita; inequ'flcox. El Bacilo de Calmette-Guerin (BCG),

cepa atenuada de ¡Vlycobartm'umbol/ix,se emplea actualmente en la clínica para el

tratamiento de cánceres superficiales de vejiga, siendo el que brinda los mejores

resultados tanto en el tratamiento de tumores establecidos como en la

prevención de recidivas luego de la cirugía‘zs.El cáncer de vejiga es uno bastante

común en la población masculina y cerca de las dos terceras partes de ellos son

cánceres superficiales. La BCG no posee un efecto citotóxico per te, sino que

actúa estimulando células del sistema inmune del huésped, como linfocitos T

citotóxicos, células NK y macrófagos, generando el entorno inflamatorio

necesario para que se produzca la reacción contra antígenos tumorales. Otros

inmunomoduladores inespecíficos, algunos de los cuales se encuentran aún en

fases de experimentación preclínica, son el interferón-Oi, que ejerce efectos

citotóxicos directos además de activar células linfoides, el TNF-cx -de efectos

similares al interfcrún- y la proteína Kll-l. 133m (Ji-¡ma es uluuncu“;

innmnogénicu, pudiendo ser empleada tulllDlCll CUHIUpl'OIClflflmm” de otros

antígenos, como se mencionó más arriba.

0 Célula: lola/ex.Otra alternativa que se encuentra en experimentación consiste

en la inoculación de células tumorales, previamente irradiadas, con el fin de

aumentar la presentación de antígenos tumorales y así potenciar la respuesta

inmune contra el tumor instalado. Este tipo de estrategia terapéutica es llevada a

cabo por el grupo de investigación conducido por Donald Morton en el jo/m

[qum Cancer[mii/¡lle(Santa Mónica, USA), quien desarrolló una vacuna a partir

de tres líneas celulares de melanoma, cada una de las cuales expresa altas

concentraciones de seis antígenos asociados al melanoma. Los ensayos ya han
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alcanzado el nivel de experimentación clínica de fase 111129y el producto se ha

registrado comercialmente con el nombre Canvaxin (Cancer Vax Corp).

Una variante de esta estrategia consiste en la extracción de células del

tumor del paciente y su posterior reinoculación en condiciones controladas,

previa irradiación. Hanna et al. han aplicado este método para el tratamiento del

cáncer renal inyectando las células irradiadas junto a BCG como

inmunoadyuvante y complementando con un tratamiento de IL-Z'J".

0 Listado:celu/ami.Al inocular lisados de células tumorales, la presentación de

antígenos se vería favorecida puesto que las células presentadoras de antígeno se

encuentran con restos celulares, más fácilmente procesables. Mitchell y

colaboradores desarrollaron una vacuna para el tratamiento de pacientes con

melanoma, que consiste en la administración de células no irradiadas lisadas por

métodos mecánicos, en combinación con el adyuvante DETOX'“.

0 Oflt‘o/ÍJafl'OJvirales Wallack et al. pusieron a punto una vacuna que consiste en

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

Vacciniam. Además de enfrentarse con antígenos tumorales, las células

presentadoras se encuentran con antígenos virales, que también son presentados

a través del complejo mayor de histocompatibilidad. Los antígenos Virales

producen una acción inmunogénica mucho mayor que los antígenos tumorales,

activando la secreción de citoquinas de los linfocitos T colaboradores. Este

efecto conduce a una mayor respuesta contra los antígenos de melanoma. La

vacuna basada en oncolisados virales ha concluido un ensayo de fase III cn el

año 2001, aunque lamentablemente los resultados obtenidos no muestran

efectos contundentes antitumorales.

0 Antzgeno: liberador.En condiciones ¡n uílro, aproximadamente la mitad de las

moléculas de membrana se libera al medio dentro de las tres horas de cultivo.
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Distintas vacunas desarrolladas a partir de este material presentan la ventaja de

no poseer todos los antígenos de las células tumorales, que podrían generar un

efecto indeseable o tóxico en el paciente. El grupo liderado por jean-Claude

Bystryn, de la 55/900!ofMedz'rz'neof New York (USA) desarrolló una vacuna de este

tipo a partir de antígenos solubles liberados por cuatro líneas celulares de

melanoma'”, empleando alúmina como inmunoadyuvante. La vacuna ingresó en

1995 en la fase lll de experimentación clínica. Llamativamente los resultados de

este ensayo clínico no fueron publicados no habiendo hasta el momento mas

noticias sobre las capacidades antitumorales de esta vacuna.

0 Anlégmox tamara/er punfimdor. En este caso, se busca una respuesta inmune

dirigida contra un único antígeno —oun grupo limitado de antigenos- a partir de

la inoculación de moléculas purificadas propias del tumor. Es de vital

importancia la correcta elección del antígeno ya que se debe tener en cuenta su

presencia en las células normales del organismo y la facilidad en el proceso de su

purificación. Un ejemplo de este tipo de vacunas corresponde a la vacuna

poliantigénica a base de tres antígenos proteicos marcadores de estirpe de

células de melanoma, MART-1, gp-IOO y tirosinasa. Esta vacuna ha ingresado

recientemente en fase I para el tratamiento de melanomam. También los

gangliósidos han demostrado ser moléculas atractivas como antígenos para la

inmunoterapia tumoral, las cuales serán analizadas en el apartado siguiente.
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Inmunoterapia basada en gangliósidos

Una numerosa cantidad de vacunas a base de gangliósidos se han

desarrollado en pos de buscar alternativas terapéuticas en tumores de origen

neuroectodérmico. Es así que la evaluación de la actividad antitumoral de

vacunas a base de gangliósidos tales como GDZ‘”, GD3‘36 y fucosyl-GMl137 ha

sido estudiada en ensayos de fase clínica I.

Los resultados obtenidos hasta el momento con estas vacunas muestran

que la inmunización con los gangliósidos conjugados covalentcmente a mrrierx

proteicos genera una respuesta de anticuerpos significativa y que estos

anticuerpos son capaces de generar citotoxicidad. De este tipo de vacunas de

gangliósidos con mmm proteicos, la que más resultados terapéuticos ha

demostrado cs una vacuna a base dc GMZ.

El grupo del Dr. Philip Livingston ha venido desarrollando una vacuna

conjugando covalentcmente la proteína de molusco KLH con el ganglíósido

GMZ. Esta vacuna, desarrollada en el Memon'a/Sloan Keftefingde New York, fue

producida con el aporte de la compañia BIÍI/Ü/-A/l}’€lï.S‘qm'bb,hasta mar/.0 del

2001 momento donde fue tomada por la flrma ProgenírxP/yamma'a.Actualmente,

la compañía se encuentra haciendo el seguimiento de los pacientes de melanoma

cnrolados en el estudio de fase III de la vacuna que se considera será concluido

en este año. Un análisis técnico profundo predice para fines de la década en

curso un vasto campo de aplicación de la vacuna en los países desarrollados y en

el resto del mundo'”. Esta vacuna demostró que en pacientes con melanoma

desarrolla una respuesta humoral efectiva contra las células tumorales'”. Los

resultados preliminares favorables obtenidos con esta vacuna en la

experimentación preclínica y en las fases clínicas I y ll, alimentaron expectativas

que llevaron a la ejecución en paralelo de dos ensayos clínicos de fase lll. En

uno de estos ensayos se compararon pacientes vacunados versus no tratados y

en el otro la comparación se realizó versus pacientes tratados con altas dosis dc

INF-OLZb en un estudio multicéntrico europeo (ensayos clínicos
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E1694/S9512/C509801). En este último ensayo clínico, el tratamiento con

GMZ-KLl-I no mostró diferencias significativas respecto del grupo de pacientes

tratados con lNF-aZbHU, aunque sí las hubo con el grupo control de pacientes

no tratados. Este resultado fue decepcionante en función de las expectativas

generadas entorno de esta vacuna y ha llevado a interesantes replanteos en el

diseño de estrategias de tratamiento oncológico con vacunas de gangliósidos.

El estudio permitió modificar y ajustar el marco terapéutico para la

aplicación de vacunas oncológicas. En primer lugar, el universo de pacientes que

podrían beneficiarse claramente con la aplicación de vacunas, corresponde a

aquellos con una carga residual de tumor pequeña o estadios bajos, siendo el

objetivo terapéutico consolidar la remisión de la enfermedad. Los resultados

preclínicos muestran evidencias en este sentido cuando se trabaja con

tratamientos que no despliegan una acción citotóxica directa contra las células

tumorales, como lo hace Ia quimioterapia convencional. Por otro lado, el diseño

de un ensayo clinico debería apuntar a mostrar la acción beneficiosa de la

vacunación al sumarse a los tratamientos habituales ya probados para la variante

tumoral correspondiente. Las mejoras en el abordaje del tratamiento oncológico

suelen depender de la incorporación de nuevas formas de tratamiento, más que

del rápido reemplazo de los tratamientos convencionales.

Una ventaja que merece remarcarse para el tratamiento con vacunas

inmunoterapéuticas, incluyendo aquellas a base de gangliósidos, es que no han

demostrado eventos de toxicidad severos como sí ocurre con los agentes

quimioterápicos y el interferón. De tal manera que la combinación de las

vacunas a otros tratamientos podría redundar también en una buena acción

antitumoral, sin una mayor presencia de efectos tóxicos.
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Cáncer de ¡ría/7m.

La mama humana está compuesta de una región secretora -productora de

Glánm calostro y leche- mas una estructura con

función de soporte que se constituye

básicamente de tejido conectivo adiposo. Se
Conducto

wConductogalactóíoropresentan dC a lóblllOS por mama,
/

v n" "’ Pa lla . z /

G'andu'as3,, Conductos variando el numero de glandulas y conductos\
Nïejido adiposo

que los conforman de acuerdo con el entorno
Diagrama de una mama normal ,

hormonal del cuerpo. Las glandulas secretoras

de la mama son glándulas exócrinas tubuloalveolares, cuyos conductos se van

uniendo en el trayecto hacia el pezón, terminando en una salida única por lóbulo

denominada papila. Las glándulas y los conductos mamarios responden

sensiblemente a las concentraciones sistémicas de una serie de hormonas como

ser estrógeno, progesterona y prolactina.

La transformación maligna de las células mamarias da lugar a distintos

tipos de cáncer, que se denominan de distinta manera según la variante celular

afectada y su ubicación. La gran mayoría de los tumores mamarios se clasifican

como adenocarcinomas, pudiéndose dividir en dos tipos: los adenocarcinomas

ductales, que derivan de células componentes de los conductos y 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 están contenidos en el territorio tisular ­

ya sea en la glándula o en el conducto- y sin sobrepasar la membrana basal,

instancia en la cual se los denomina adenocarcinomas z'nsim. La invasión 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% y los ductales el 80% del total de cánceres mamarios invasivos.
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Etio/ogz'adel cáncerde mama. La transformación maligna de las células mamarias

puede tener múltiples 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, más que la asociación con sexo y edadm.

Datos presentados hace algunos años mostraban que ciertas familias

presentaban una predisposición mayor a desarrollar tumores mamarios que la

media de la población‘42. Esta observación fue confirmada y justificada a través

de la descripción de genes asociados a tal predisposición. El gen BRCA-l fue el

primero en ser descriptol43‘l44.Pertenece al grupo de los genes supresores de

tumor, participando en los mecanismos de reparación del ADNHS. La mutación

cn uno dc los alclos del gen aumenta la predisposición en el individuo, por lo

que la aparición de un evento de mutación en el otro alclo es suficiente para

desregular los mecanismos celulares dc reparación gcnómica. Posteriormente se

describió un segundo gen (BRCA-Z) el cual también demostró estar asociado

con el cáncer hereditario146. Los cánceres hereditarios representan alrededor del

5 al 10% del total de cánceres mamariosw; por lo tanto, resulta evidente que la

herencia no cs la causa determinante de la aparición de la mayoría de este tipo

de tumores.

Son variados los factores ambientales responsables de la aparición de esta

enfermedad en la población. 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 exposición

ocupacional a campos electromagnéticos, entre otros factores de riesgo'“.

_El análisis de resultados epidemiológicos divididos por regiones,

demuestran que el nivel de consumo de grasas en la dieta correlaciona con la

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

predisposición genética, existen evidencias 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 asiáticos emigrados a países

occidentales. El estudio de la incidencia de cáncer evidencia un aumento

significativo en aquellos que no mantienen su dieta original, en comparación a

las tasas de incidencia en su país de origenm‘lso. Sin embargo otros estudios

muestran resultados encontrados. En comunidades cerradas que no ingieren

carne se mostró que la incidencia de cáncer es similar a la de la población

general'S‘, además el mayor análisis epidemiológico realizado para este fm, sobre

un total dc 89.538 mujeres, no mostró correlación entre la ingesta de grasas y la

incidencia de cáncer‘sz, por lo que la relación entre cáncer de mama y consumo

de grasas es aún hoy una pregunta abiertam.

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 transformación celular se encuentra relacionada

con las condiciones hormonales. En términos generales la incidencia en la

población femenina post-menopáusica es significativamente menor en

comparación con la pre-menopáusica, sugiriendo que la actividad hormonal dcl

ovario es un factor inductor de la transformación celular en la mamam. El

establecimiento de los ciclos ovulatorios en la mujer parece estar estrechamente

relacionado con el aumento en la incidencia‘ss; además el período de vicla fértil

relaciona inversamente con el riesgo de contraer cáncer de mama'ñó.

Alternativas terapéuticas convencionales.

La remoción quirúrgica del tumor es la primera alternativa terapéutica en

el manejo de cáncer de mama. La remoción quirúrgica conservadora de la masa

tumoral, la mastectomía y la mastectomía con remoción de ganglios son las tres

alternativas quirúrgicas posibles. La decisión de cuál de las tres alternativas

ofrece los mejores resultados depende de las características de cada tumor y el

avance de la enfermedad al momento de su diagnóstico.
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Generalmente la remoción quirúrgica se complementa con terapia
. . . . .

radiante localizada ya que estudios comparativos demuestran que el porcentale

de recurrencia local disminuye en pacientes tratadosm' El análisis de la presencia

de receptores de estrógeno 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 cirugía, cuando se demuestra

la presencia de células tumorales en ganglio, varía según las características del

tumor y del paciente. Es así que terapias adyuvantes con quimioterapia,

radioterapia, antiestrógenos y/o remoción de ovario se encuentran entre las

posibles alternativas.

El tratamiento con antihormonas como los antiestrógenos 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 estrógeno que sc usa en clínica

hace mas de veinte años'”. Un resultado posible en estos casos es la aparición

de tumores resistentes debido a la selección de subpoblacioncs tumorales

hormono-independientes como consecuencia del tratamiento prolongado con

antiestrógenos. Sin embargo, una nueva generación de antihormonas está siendo

objeto de intensa investigación, por lo cual esta área de tratamiento puede dar

lugar a nuevas alternativas terapéuticas'ó”.

Las drogas quimioterapéuticas ofrecen una gran variedad de tratamientos.

Entre ellas, las que más se destacan son la doxorubicina, la cielofosfamida y cl

metotrexate, entre otras, además de existir una variedad de protocolos

recomendados según el estatus del paciente, de combinación de estas drogas. La

decisión del tratamiento a seguir es compleja ya que el profesional responsable

debe valorar la condición clínica del individuo, el nivel de agresividad de su

enfermedad y las probabilidades de recidiva o metástasis.
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A pesar de la batería de tratamientos existentes en adyuvancia que suman

a la cirugía, la recurrencia en pacientes operados es alta y suele darse entre los 2

y 7 años después de la extirpación del tumor primario. Puede ocurrir tanto

localmente como en forma de metástasis en otros órganos (hígado, hueso,

cerebro u otros). El pronóstico para los pacientes con metástasis 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 años.

Respuesta a la quimioterapia combinada en pacientes metastásicos
de cáncer de mama.

Respuesta parcial o completa 45% a 85%

5% a 25% (todos los
Respuesta completa

pac1entes)

Tiempo medio de respuesta al
_ 4 a 8 semanastratamiento

Duración media de la respuesta 5 a 13 meses

Sobrevida media de los respondedores 15 a 35 meses

Fuente: DeVila et al.

Por lo expuesto se deduce fácilmente que el estudio de las alternativas

terapéuticas para este tipo de cáncer se mantiene en alta prioridad en todos los

centros oncológicos del mundo. En este sentido, la existencia de buenos

modelos animales permite alcanzar resultados críticos para luego continuar con

el diseño de ensayos clínicos.

[IW/motorapía m ¿(inter de ¡mz/zm.

Como ya se comentó, son varias las alternativas clínicas que existen para el

tratamiento del cáncer de mama. A pesar de los avances en el desarrollo de

nuevas drogas, la terapia contra este tipo de cáncer no ha logrado reducir

drásticamente los eventos de recaída después del tratamiento inicial.
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Un abanico de alternativas inmunoterapéuticas se encuentra en la actualidad

en exploración con el objetivo de complementar a las terapias de primera

elección de forma tal de reducir los sucesos de recurrencia de la enfermedad. Las

proteínas HERZ/neu, MUCI _vla proteína que une folato, FBP (del inglés,jb/n/e

ÍJÍIIKÍÚIgprotein), son consideradas hoy en día como buenos AAT para cancer de

mama. Estas moléculas se sobreexpresan en el tejido tumoral, son

inmunogénicas y susceptibles de ser atacadas por anticuerpos

monoclonalesu’l‘u’z‘ '63.

El antígeno que ha reunido más atención en este campo es el lilerZ/neu, una

proteína derivada de un protoncogén que codifica para un receptor de factor de

crecimiento con actividad de tirosina kinasa, involucrada en procesos de

señalización celular. Se ha demostrado que en adenocarcinomas ductales este

receptor está sobrexpresado entre un 20% v un 40%, v que el nivel de

sobrexpresión está asociado positivamente con un peor pr()n(')stiC()”"'.

Trastazumabr (Herceptin)“‘s es un anticuerpo monoclonal humanizado en el

cual sc ha demostrado actividad antitumoral contra tumores mamarios con alta

expresión de ller2/neu. l’iste anticuerpo ha sido aprobado para el uso en

pacientes con cáncer mamario v de ovario como tratamiento complementario a

la quimioterapia. Se está evaluando actualmente el efecto de la combinación (le

Trastazumal) con agentes quimioterapéuticos.‘ú“o en otras parologjasmi.

Otras estrategias inmunoterapeuticas se han desarrollado con el fin de

mejorar las expectativas de tratamiento de los pacientes con cancer de
l()H.l(l() 1-“

mama Theratope“ es un producto vacunal a base del carbohidraro

denominado STn. liste carbohidrato esta asociado al antígeno MUCl que como

ya se mencionó, se sobre-expresa en carcinomas mamarios. Maclean et al.

condujeron el primer ensayo clínico de una vacuna que se componia de la

coniugación de STn con l\’l.l*l usando Dli’l‘OX como inmumnulvuvante. l-Lste

preparado vacunal ha demostrado resultados prometedores por lo que se
- . n; ; . I—l

encuentra actualmente en tase lll de expenmentacton clinica . ()tro
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carbohidrato que se encuentra también en evaluación como blanco molecular

inmunoterapéutico para cáncer de mama es el globo-H con el cual se ha

desarrollado una vacuna conjugandolo covalentemente con KLH usando QS-Zl

como adyuvante inmunológico. Los resultados obtenidos muestran que la

vacuna es bien tolerada y que el preparado desarrolla anticuerpos específicos en
- "7

los pac1entesl “.

M Olla/OI¡”mi/¡ot ¡Ill/¡2mm ell e/ ext/¡dio de ¡(inter de ¡Iza/1m.

Con respecto a la validación y testeo de nuevas estrategias terapéuticas,

los modelos murinos tienen mucho que aportar. En este aspecto se puede

destacar el uso de animales atímicosm —loscuales son buenos receptores de

tumores humanos-, animales genéticamente modificadosr“ _\' modelos de

animales singenicosm. Dentro de estos últimos se pueden destacar diferentes

modelos singenicos desarrollados en nuestro país como las líneas celulares

denominadas F311 y M3 las cuales surgieron de trabajos realizados inicialmente

en el Area Investigación del Instituto de Oncología “Angel H Roffo”. El

adenocarcinoma mamario M3 se originó espontáneamente en una hembra dc la

cepa BALB/c y es mantenido en crecimiento por pasaies subcutáncos entre

animales. Hxiste una variante denominada MMÏ) que fue obtenida in vivo

mediante trasplantes sucesivos en ratones singenicos de nódulos metastasicos

pulmonares derivados del M3. lista variante presenta un crecimiento local mas

lento, pero —a diferencia de la línea parental- la incidencia de metástasis

pulmonares supera el 80%, con un alto número de nódulos pulmonares por

animal.

La línea celular F3“ se originó del cultivo de una subpoblación clonal

aislada ¡II ¡'I'lm del adenocarcinoma M3. Los tumores F3ll registraron una

prominente infasividad local y una capacidad de generar metástasis pulmonares

espontáneas cercana al 100"o, mucho mayor que la línea original.
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Las células F311 produjeron una importante actividad proteolítica, con

una significativa proporción dc esta actividad asociada a la superficie celular. Los

receptores específicos de protcasas capturan enzhnas sohflfles y focaüzan la

actividad degradativa en la superficie de las células tumorales, sobre el frente de

invasión. Las monocapas de F311 resultaron triploides, mientras que la línea

original, menos agresiva en el rango tetraploide. Este dato coincide con el hecho

de que la aneuploidía se asocia con la progresión de enfermedad.

Mas allá de servir como marco experimental para investigar los aspectos críticos

de la cascada metastásica, los atributos biológicos del modelo F311lo convierten

en un sistema animal adecuado para efectuar estudios de tipo preclínicos de
I _( ——agentes antitun'ioralcsl "l .
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Anticuerpos anti-idiotipo

(lomo se mencionó anteriormente, el reconocimiento entre los

anticuerpos y sus moléculas blanco ocurre por la interacción entre una zona

discreta del anticuerpo denominada idiotipo, y su contraparte antigénica

denominada epítope. El idiotipo esta conformado por ambas subunidades

proteicas que conforman el anticuerpo (cadena pesada y liviana), aunque en

porciones que se conocen como regiones variables. Este nombre se debe a que

la generación del idiotipo en el organismo ocurre por mecanismos que

involucran la mutación de forma azarosa en las porciones variables de los genes

codificantes de las cadenas pesada y liviana. La alta tasa de mutación en estos

genes asegura la existencia de un repertorio de anticuerpos suficientemente

amplio de forma tal que el organismo es capaz de reconocer epítopes a los

cuales nunca fue enfrentado.

(Ínnu‘lm'.r/¡m.r (gallery/(ar.

Los anticuerpos anti-idiotipo se describen como anticuerpos que

presentan afinidad con el idiotipo de otro anticuerpo. Por ser una consecuencia

de la existencia del primer anticuerpos (o Acl) se los denomina también ACZ.

La existencia de estos anticuerpos en el organismo no es consecuencia de

condiciones anormales o patológicas sino que varios trabajos abonan la idea de

que estos elementos son indispensables para el correcto desarrollo de la red
l_8,l")

idiotípica y que ademas cumplen funciones regulatorias en el sistema

inmune'smx'.

lil trabajo fundacional que propuso el accionar de los anticuerpos anti­

idiotipo como participantes necesarios para el correcto desarrollo de la red

idiotípica se debe al Dr. jerne en el año 1974“. lista hipótesis es aceptada en la .

actualidad aunque con pequeñas modificacionesl‘i". l'in terminos generales la

teoría de jerne propone que en el desarrollo de la red idiotípica, esto es en los

mecanismos involucrados para que el organismo cuente con una variada
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población de anticuerpos con idiotipos distintos, es fundamental la existencia de

una red de anticuerpos que se reconocen unos a otros con distinta afinidad. Mas

aún, Jerne postula que la red de anticuerpos anti-idiotipos nace de los

anticuerpos que reconocen antígenos propios del organismo, citando sus

propias palabras: “... the iia/¡filmeguíe/72rqf/erz‘rfirrz‘amm/ver, í/yenprodme; a ref/echen of

t/Jz'r ¡”gr/mío”, ¿md z‘baz‘szzbseqzlefllfi ¡"t I‘qflem ¡be ozlfyz'zz’ewar/(Í: a ball of mirrors.” 184.

Originalmente, Jerne describió dos tipos distintos de anticuerpos anti­

idiotipo, los denominados tipo OLy tipo En la variante 0L,el ACZreconoce una

región periférica al idiotipo llamada paratope, mientras que los AcZ de tipo B

reconocen directamente el idiotipo ya sea a través de su propio idiotipo o de su

paratope. Una posterior aclaración introducida por Gaulton y Creenc asigna la

descripción de anticuerpos y a los que reconocen el paratope del Acl (al igual

que los OL)pero que tengan la capacidad de interferir en la unión del Acl con e]

ligando185 .

Representación esquemática de los distintos tipos de anticuerpos anti-idiotiposposibles.
Tomado de Gaulton et al. 1986.

Trabajos realizados con el fin de estimar la cantidad de anticuerpos ACZ

que reconocen la imagen interna del Acl, demostraron que en una respuesta

anti-idiotípica sólo el 15% de los anticuerpos generados presentan esas

características. La mayor parte de la respuesta está direccionada a sitios no
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relacionados con la unión del Acl con su ligando o con Ac2 que aunque no
. . . .

reconocen la imagen interna, la interfieren de Ciertamanera ’.

Alí/¿cuerpo all/í-¡(z'z'olfio 7L: 70.

Los anticuerpos anti-idiotipo se generan, como ya se mencionó, por

reactividad contra otro anticuerpo.

Inmunizando ratones Balb/c repetidamente con el gangliósido NgGM3 incluído
. _ .¡37 - 2 - - ren liposomas se selecc10no un clon partlcular secretor de anticuerpos lgM de

tipo K denominado P3. Este anticuerpo monoclonal reconoce los residuos N­

glicolil (NeuGc) por lo que presenta una marcada reactividad contra

gangliósidos N-glicolilados, ademas reacciona también contra sulfátidos. Ha sido

demostrado que P3 presenta una fuerte reactividad contra biopsias de
,1 ¡37, iss,-d ,z ­me anoma 3 mama temen o ademas un idiotipo particular que entra en la

clasificacion de idiotipos regulatorios ya que presenta la capacidad de activar

linfocitos T y de desencadenar una respuesta contra sí mismo en distintas

. -J9‘>- * . . , u ,1'. ' '. ' {r BlbespeCies Lonsecuentcmcntc, se rea 1/.aron inmunizaCIones cc ratones a /c

con el anticuerpo P3, que desarrolló una vigorosa respuesta anti-idiotípica de la

cual se seleccionó un clon secretor de anticuerpos IgGl al que se llamó lElO'W'

111210presenta características particulares, tiene la capacidad de bloquear

la unión entre el Acl (P3) y su antígeno (NeuGc). También puede desarrollar

una respuesta anti-idiotípica (que en este caso genera anticuerpos 1\c3) que

como consecuencia produce anticuerpos que comparten el idiotipo de P3

aunque estos no presentan la misma especificidad antigénica que el ¡\c1. La

suma de las características de 11*¿10determina que se enmarque dentro de los
c . u . . -

anticuerpos anti-idiotipos de tipo y .
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Caracterización del modelo en estudio

El ¿ami/2077151mamario F31] er altamente invasiva)! metaríárz'm

El carcinoma mamario F311deriva de una subpoblación clonal altamente

agresiva seleccionada [/2 ¿77m de un adenocarcinoma mamario murino

espontáneo, denominado MS, originado en una hembra de ratones endocriados

de la cepa Balb/ c1". Tanto las células crecidas m z'z’lrocomo 2'12z'z'z'opresentan un

fenotipo fusocelular o sarcomatoide (Fig 1), el cual no se corresponde con el

fenotipo esperado de un tumor derivado de células epiteliales, lo que pone en

evidencia su pobre nivel de diferenciación.

Fig 1. Microfotografías ópticas de células F3Il crecidas ¡n
vitro (A) coloreadas con Ia técnica del tricrómico de Mallory
para fibras colágenas, o in vivo (B) obtenida con un
microscopio de contraste de fase. Aumento: 1OOX

En ensayos de seguimiento de la progresión tumoral, el carcinoma

mamario F311 creció inicialmente ocupando el espacio subcutáneo, dérmico y

subepitelial. La Fig 2 muestra los datos registrados de diámetro tumoral. Hacia

el día 30 luego del inóculo de células tumorales, en la mayoría de los animales se

observó invasión de la epidermis y necrosis con ulceración epitelial Visibleen la

superficie tumoral. Al día 60, la incidencia de metástasis espontáneas en pulmón

alcanzó el 97% de los animales (34 de 35), con una media de 6 metástasis por
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animal. La tasa de crecimiento media registrada fue de 0,37 i 0,02 mm/día

(media i error estándar).

- Fig. 2. Crecimiento tumoral subcutaneo de
m las células F3II en ratones hembras dela

cepa Balb/c. Los datos son representativos
h de cuatro experimentos independientes con

al menos 8 animales en cada ensayo. Los
ratones fueron seguidos por palpación tres

— veces por semana durante el desarrollo del
L l 1 lnv l . . . : . experimento. En todos los casos el error

0 m :0 30 4o 50 60

Días post-desafío

Diámetrotumoral(mmj

x;

En exámenes histopatológicos de las metástasis pulmonares se constató

que las mismas se correspondían con nódulos de carcinoma pobremente

diferenciado. Los pulmones mostraron lesiones que incluían edema y congestión

vascular en el parenquima, además de una intensa infiltración del parénquima

con células blancas de la sangre con predominio de neutrótilos (Fig 3).

Q­

Fig 3. Microfotografías ópticas de pulmón perteneciente a
ratones portadores de tumor F3ll. Las flechas indican
imágenes compatibles con la morfología de células
polimorfonucleares de Ia sangre. AI: alvéolo. Va: vaso
sanguíneo. Coloración H&E. Aumento: 1OOX(A) y 4OOX(B).
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La portación tumoral de F311produce
la celularidad en médula ósea

En los 35 ratones portadores

de tumor analizados se observó una

marcada esplenomegalia, sin

encontrarse en ninguno de los ratones

focos de metástasis dentro del bazo.

Sugestivamente, se encontró una

correlación positiva entre el diámetro

mayor del bazo con respecto a la

portación de la masa tumoral (fig 4).

mielopoyesis extramedular y aumento de

Longituddelhalo(mm).

_ 14 :h lx

Diámc tm tumoral (mm)

Fig. 4. Correlación entre la longitud mayor
del bazo de animales portadores de tumor
F3II y el diámetro tumoral. p<0,01. r=0.46.

El estudio histopatológico de los bazos reveló una intensa mielopoyesis V

mcgacariopoyesis (fig 5). El hígado de ratones portadores también reveló focos

de mielopoyesis en C/IIJÍH‘Jalrededor de los capilares sinusoides (fig 5).

Asimismo, el análisis de la médula ósea demostró un aumento de la celularidad

cercana al 100%, con una relación mielozeritroide de 10:1, marcadamente

desviada de la normalidad, asociada con una importante neutrofilia periférica V

un incremento en el recuento de glóbulos blancos total, parámetros que se

describieron también en el crecimiento m ¿'íz'ode la línea celular parental M3193

VP.

l-i

Fig 5. Microfotografías ópticas
pertenecientes a ratones
portadores de tumor F3II. Bazo
(A y B) e hígado (C y D).
Coloración H&E. Aumento:
100X. Las flechas continuas
indican imágenes de nidos de
mielopoyesis. Las flechas
discontinuas indican
megacariocitos. VCL: Vena
Centro Lobulillar. TP: Tríada
portal. Coloración H&E.
Aumento: 1OOX (A y C) y 4OOX
(ByD
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Resultados publicados previamente muestran que la línea celular M3 tiene

la capacidad de estimular la proliferación en células respondedoras a este factor

de crecimiento“. En función de evaluar si el Factor Estimulante de Colonias de

Granulocitos y Macrófagos (GM-CSD podría ser un factor importante en la

estimulación proliferativa de esta linea celular, se realizaron experimentos de

proliferación celular sobre F3ll ¿fl¡afroen presencia del GM-CSF.

La adición de GM­

CSF en los medios de cultivo

induio un crecimiento dosis

dependiente con un pico en

la estimulación maxima en

una concentracion de 25

ng/ml. Este crecimiento se

registró tanto en ausencia

como en presencia de suero

'eta] bovino. Sin embargo la

adición de GM-CSF a

concentraciones mayores de

50 ng/ml resulta en un

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

Dl‘MSFB
0%SFB

l)()595nm(%delcontrol)

0 5 25 50 75 100 125 150

GM-CSFmg/ml)

Fig. 6. Efecto de ia adición de GM-CSF sobre el
crecimiento ¡n vitro de células F3II en presencia o
ausencia de SFB. Los datos representan Ia media i
error Standard (n=8) y son representativos de tres
experimentos independientes. *p<0,05 y **p<0,01,
ANOVA(Dunnet test)

las crece en ausencia de suero (Fig. 6).
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l ¡LV¿“(VII/¡LtFH] .mu muii/m 11/(¡Illia/(vpo P3.

Para determinar la reactividad de las células F311 de carcinoma mamario

hacia el anticuerpo P3 se realizaron ensayos inmunocitoquímicos sobre

monocapas celulares. Como se mencionó el anticuerpo P3 cs el Acl del cual se

obtuvo el anticuerpo llilU (Ac2). Tambien se valoro la actividad del 1LilOpara

determinar si existe un reconocimiento directo de este anticuerpo contra las

células tumorales. Los mismos ensayos se realizaron también utilizando células

B16 dc melanoma ya que esta linea celular presenta un perfil de expresion de

gangliosidos diferente al registrado en F311. Mientras que la expresión de

gangliósidos en las celulas 17311 presenta una alta concentracion de

oligosialtgangliósidos y gangliosidos N-glicolilados (CIM, comunicación

personal), la linea celular Bló expresa mayormente gangliosidos N-acctilados

monosialiladtisl‘”

Los resultados (Fig 7) muestran que el anticuerpo P3 reconoce regiones

discretas de las celulas [:3Il, mientras que con en cl anticuerpo anti-idiotipo

llilU la reactividad es muy escasa. Particularmente se puede reconocer un claro

reforzamiento de membrana con una notoria tinción intracitoplasmática con

una disposicion que hace pensar que el compartimiento comprometido cs cl

sistema de endomembranas. Por otro lado, la línea celular B10 también

demostro un nivel de marcación significativa con este anticuerpo (datos no

mostrados).

listos resultados confirman a la línea F311 de carcinoma mamario

como un modelo apropiado para el estudio de estrategias vacunales dirigidas a

gangliosidos glicolilados, como es el caso del anticuerpo anti-idiotípico IEIU.
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i i

1‘ I faz“
. ' ‘ Mi

n 3:
. ..J e;

; M í D .'.

Fig 7. Reactividad del anticuerpo

monoclonal P3 (A y C) y 1E10 (B) en

células F3II crecidas ¡n vitro. Las

flechas indican zonas de reactividad

Contratinción: Hematoxilina. Aumento:

100X (A y B) 400X (C).
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Estudio de tóxicidad in vivo con el anticuerpo 1E10

La par/¡Im a base (le 7L"70 ¡»we/¡la luy'ox¡live/e; ¡le toxitir/m/ o] ram/Im Btl/Íl/ c‘

Se utilizaron ratones Balb/c hembras para evaluar el efecto tóxico

subagudo de la inyección diaria con una preparado de 1E10 en alúmina. Al ser la

alúmina un potente efector inflamatorio no se utilizaron adyuvantcs en este

protocolo de administración.

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

dosis diarias por vía s.c. de 50 pg de vacuna. Un lote recibió la vacunación

durante 7 días mientras que en el segundo la administración alcanzó los 14 días.

No sc observaron variaciones de comportamiento ni sociales en los

animales durante el período de administración del preparado vacunal. l-‘Ll

consumo de agua v el peso de los animales no registraron variaciones

significativas (datos no mostrados). En la nccropsia no se registraron signos de

daño macroscópico evidente en ninguno de los órganos.

lil analisis histopatokigico reveló una alta homogeneidad de respuesta

entre los animales ensavados, tanto hembras como machos.

No se encontraron alteraciones histológicas en el sistema nervioso

central, en el riñón, en el músculo estriado o en los testículos. La médula ósea

mostró signos de hipercelularidad a expensas de las tres series, mieloide,

eritroide y megacariocítica. lin el bazo se encontraron signos de hemorragias

intraparcnquimatosas v focos de megacariopovesis ectópica. El pulmón mostró

signos de congestión vascular acentuada v ocasionalmente, signos de hemorragia

intraalveolar. Si bien el parénquima hepático mostró una arquitectura lobulillar

conservada, se encontraron signos de degeneración balonizante en los

hepatocitos y ciertas regiones del parenquima renal necrosadas. Sorprende el

hecho que estos signos degenerativos se mostraron mas marcados en los lotes

tratados durante .7días en comparación con los animales sometidos a 14 días de

inyección. liste resultado podría indicar que este efecto tóxico se da en respuesta
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a las primeras inyecciones y que sería revertido con el transcurrir del tiempo. La

piel en la zona de inyección mostró una histoarquitectura conservada con signos

de vasodilatación capilar en dermis e infiltración de elementos blancos de la

sangre.

El analisis de los efectos tóxicos al preparado vacunal ll'ilO-KLH se

realizó siguiendo los protocolos utilizados para evaluar el efecto antitumoral. En

distintos protocolos se utilizaron un total de 90 ratones endocriados de la cepa

Balb/c los cuales fueron inyectados por vía i.p. con 4 ó 7 dosis cada 14 días con

una concentración de 50 [lg/ml utilizando como complemento inmunológico

adyuvante de Freund completo (primera dosis) o incompleto (resto de las dosis).

Los animales fueron monitoreados periódicamente sin registrarse variaciones

significativas en su ingesta de alimento o agua. lil peso corporal evolucionó

según los parametros normales de la especie. No se registraron durante la

evolución del ensayo variaciones de relevancia en el comportamiento.

Los hallazgos autópsicos e histopatológicos de mayor ierarquía incluyen

un aumento en la celularidad en la medula ósea, con desviación de la relación

mieIo-eritroide (8:1), esplenomegalia con focos de mielopoyesis y

mcgacariopovesis _\'una marcada infiltración en pulmón con predominio de

polimorfonucleares neutrófilos. fin el riñón se encontró congestión del

parenquima _vde los capilares glomerulares, además de vacuolización del epitelio

tubular en grado leve. lïin el hígado se encontraron focos de mielopoyesis

ectópica, con degeneración lmlonizante de hepatocitos.

Más alla de los hallazgos histoparológicos que deben ser considerados

cuidadosamente, puede concluirse que la inmunización repetida con lHll)

genera efectos que son bien tolerados por los animales.
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Efecto antitumoral de la vacuna a base de 1E10

La ínwum'gatz'o’ncon 7B 70 reduce la caga tumoral

Lotes de 9-10 animales se sometieron al esquema de inmunización

descripto más arriba, que se presenta en la Fig 8. Los lotes ensayados fueron

lElO-KLH, KLH solo, 1E10 solo y PBS. Los animales fueron inyectados por

Vía i.p. con 50 pg de vacuna más adyuvante completo (primera dosis) o

incompleto de Freund (dosis subsiguientes) con un total de 7 dosis. Al día Odel

experimento, los animales fueron inoculados s.c. con 200.000 células F311, y la

evolución tumoral se siguió hasta 50 dias posteriores al desafio.

2 x 10S cél

(a;N‘ y,¿Ñ F3" (S‘C)

h i 11‘ r

l l 1 T ï II ’I lnmunización c/SOug (i.p.)

Fig. 8. Esquema ilustrativo del protocolo utilizado para evaluar el efecto
antitumoral de la vacuna 1E10-KLHcon 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),

encontrándose una diferencia significativa entre los dias 25 y 35. Así, la tasa de

crecimiento tumoral y el volumen tumoral final del lote de ratones tratados con

lElO-KLH fueron significativamente menores que los calculados para los otros

grupos (Tabla I).
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Diámetrotumoral(cm)

Días posteriores al desafio tumoral

Fig. 9. Crecimiento tumoral del carcinoma F3|| en ratones
inmunizados con 7 dosis de 1E10-KLH(círculos vacíos),
1E10 solo (triángulos llenos), KLH(cuadrados) o vehículo
(círculo lleno) y desafiados con 2x105 de células F3“ por
vía s.c. Los datos representan el diámetro i SD

Tabla I. Tasa de crecimiento y Volumen tumoral al día de la
autopsia de ratones inmunizados con MEN-KLH con siete

dosis (50 pg/dosis) y desafiados por Vía s.c. con 234105células

Tasa de crecimiento
_ Vol. Tumoral

mm/día (mediai
mm3 (media i SEM)SEM)

PBS 0,37 ¿0,03 2143 i 412

IPAQ-KLH 0,27 i 0,011“b 1620 7375€

1E10 0,38 i 0,04 2141 1L270

KLH 0,38 ¿r 0,04 2301 ¿r 237

a p<0,02 versus PBS (t-test)
Dp<0,05 versus KLH o 1510 (t-test)
° p<0,05 versus PBS, KLHy 1E10 (t-test)
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Ii/ ¡‘m/mzx/m/o mn HE 70 IY’I/l/(‘t’.r/(‘g/Ifim/¡zwwe/¡le e/ mín/ero (¡e matrix/(¡JB ell ¡bli/má”.

/\ consecuencia de su gran agresividad, el tumor F3“ produce

espontáneamente nódulos metastásicos en pulmón, convirtiendose asi en un

buen modelo para estudiar el efecto de la vacuna en la enfermedad metastásica.

(lomo puede observarse en la Tabla II la mediana del recuento de metástasis en

el lote tratado con llilU-Klll es significativamente menor que el registrado en

los demás lotes. Un dato particularmente llamativo es que la mediana del lote de

ratones tratados solo con KLH es mayor que la de los otros lotes. Este hecho se

correlaciona con una mayor invasión del tumor primario en estos animales lo

cual podría sugerir que la inyección del mnír'r presenta efectos adversos perra que

serían no ran dañinos administrados en coniuncion con el anticuerpo.

Tabla II. Invasión local _\'recuento de metástasis en ratones inmunizados
con 7 dosis de llil()-I\'l,l l (50 ug/dosis) y desafiados con 2x10“ células F311
por vía s.c..

Invasión Metástasis

Superficial Planos profundos Mediana

°/o(positivos/total) °/o(positivos/total) (rango)

PBS 100% (9/9) 22% (2/9) 6,0 (2-43)

“¿mi 77% (7/9)NS 33" 1.(3/9) 3,0 (1-10)>r<
KLII

llilO 100% (10/10) 10% (1/10) 3,5 (0-37)

KH! 100% (10/10) 60% (0/10)NS 14,0 (3-80)

NS no significativo
' p<0,05 test de Kruska|-Wallis
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Respuesta inmunológica desarrollada por la vacunación con 1E10

L0; mero; [le ratones inmunizados 767607106671cé/zl/axde fumar F31]

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 inmunohistoquímicos 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

células tumorales, mientras que los sueros de los ratones inmunizados con 1E10

solo o PBS, desarrollaron una muy leve reacción. Llamativamente, los sueros de

los ratones inmunizados con KLH demostraron también tener una cierta

reactividad frente al parénquima tumoral (Fig 10).

Fig 10. inmunohistoquímica sobre cortes de tumor F3“ utilizando sueros
inmunizados con 7 dosis de 50 tng/dosis de 1E10-KLH (A), KLHsolo (B), 1E10
solo (C) o solo el adyuvante de Freund (D). Contratinción: Hematoxilina.
Aumento: 400X.
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Vacuna NacGM3/VSSP Introducción

El melanoma

El melanoma es una enfermedad de tipo neoplasica que sucede a

consecuencia del crecimiento indisciplinado de los melanocitos, células normales

presentes en la epidermis distribuidas conspicuamente por todo el tejido

tegumentario del organismo. A diferencia del resto de las celulas de la piel, los

melanocitos derivan de células de la cresta neural. A las diez semanas de vida

embrionaria celulas precursoras de la cresta neural migran y se alojan en la capa

basal de la epidermis, dando lugar a los melanoblastos que finalmente se

diferencian en melanocitos.

l,a función principal de estas células es la de secretar compuestos

pigmentados que son los responsables de la coloración de la piel. Cada

melanocito se rodea de cinco a seis queratinocitos, que son células no

pigmentadas constituyentes mayoritarias del parenquima epidérmico.

Morfológicamente, presentan prolongaciones citoplasmáticas que entran en

estrecho contacto con los queratinocitos de la capa espinosa de la epidermis.

listas prolongaciones transportan estructuras subcelulares denominadas

melanosomas cargadas de pigmentos; melanina, caroteno y hemoglobina.

No existen diferencias importantes en la densidad de melanocitos entre

individuos de distintas razas siendo la causa de la diferente coloración la

cantidad y distribución de los pigmentos, basicamente de melanina. Todas las

células del parenquima epidermico —nosiendo los melanocitos una excepción­

mantienen una alta capacidad proliferativa que permite el continuo recambio de

la epidermis, además de concederle una alta capacidad auto-reparadora al tejido.

liste 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 transformación

celular tanto benignos como malignos.

La pigmentación de la epidermis llevada a cabo obstinadamente por los

melanocitos responde a la necesidad de proteger los estratos mas profundos del
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organismo de los rayos solares,básicamentede la radiaciónultravioleta La

radiación UV se encuentra en el rango de luz entre 240 a 400 nm, y

normalmente se subdivide en tres niveles de energía llamados UVA (400 a 320

nm), UVB (320 a 290 nm) y UVC (290 a 240 nm). La radiación UVC por su baja

carga energética es absorbida por los estratos superiores de la atmósfera rica en

ozono y no alcanza la superficie de la tierra. Sin embargo la vida sobre la tierra

ha debido encontrar formas de protegerse del efecto dañino de las radiaciones

UVB y UVA que impactan constantemente sobre el manto terrestre. Se ha

demostrado que por su cercanía a la longitud de onda de absorción del ácido

nucleico (260 nm), la radiación UVB produce daños directos sobre el ADN,

básicamente a traves de la dimerización de pirimidinas adyacentes“. listas

dimerizaciones dan como resultado varios productos distintos siendo los mas

mutagénicos _\' carcinogénicos, los residuos de ciclobutano y las uniones

covalentes entre los anillos de las posiciones 6-4. liste tipo de fotocompuestos

de ADN son reparados enzimáticamente por el sistema de reparación

denominado reparación por escisión de nucleótidos (NlïiR por ¡II/c/m/írleetc/rio”

¡rpm’ry l-is interesante destacar que los individuos con Xara/emm pq'QI/mz/amm

presentan alguna falla en el compleio de reparación NIVLRW’.Significativamente,

estos pacientes tienen una alta incidencia de carcinomas epitelialcs. Iistudios

experimentales con ratones deficientes del sistema NliR reproducen los mismos

síntomas de la pato|()g1'a'”-‘WH.

También se ha demostrado que la capacidad de transformacion de las

radiaciones UVB y UVC depende también de la estructura primaria, secundaria

y terciaria de la hebra de ADN. Por ejemplo Tomassi et aLIWhan publicado que

la metilación en una secuencia específica del gen p53 aumenta la probabilidad de

formación de dímeros dando como resultado mutaciones específicas ligadas a la

exposición a la luz UV presentes en tumores de origen epitelialz'm‘lm.

Por su parte, las radiaciones UV de alta carga energetica (UVA) atraviesan

la atmósfera v penetran profundamente en la piel siendo su efecto adverso mas
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severo la producción de radicales libres dentro del organismo, ligados también
ll l2

estrechamente a la transformación celular maligna

litio/(¿gía n'e/ ¡lle/(11100111.

Se han descripto tres neoplasias de origen epide'rmico, el carcinoma de celulas

basales y el carcinoma de celulas escamosas, ambos derivados de queratinocitos

y el melanoma maligno que deriva como se dijo de los melanocitos.

Actualmente se considera que la radiación solar es la causa primordial, -sino la

única- de la aparición de estos tipo de tumores sólidos epidermicos en los casos

que no se refieren a cáncer familiar. Las evidencias que alimentan este

razonamiento son varias. Ya en el año 1894 Unnam, describió lo que él llamó

carcinoma de piel de marineros “Seemanshautcarzinom” comentando que estos

crecimientos aparecían en regiones de la piel altamente expuestas a la radiación

solar. Dos años despues DubreuilhM publicó observaciones similares referidas a

personas que trabajaban en viñedos. lin la decada del 30’ el Dr. Angel H. Roffo

demostró que la luz del sol podia inducir carcinomas epidermicos en ratas y que

este proceso podía ser evitado a traves del uso de colorantes o de vidrios

incoloros, que comúnmente filtran la radiación UVBM. lil primer trabajo que

puso el acento sobre la correlación entre la exposición solar _\‘la mortalidad a

causa de melanoma fue publicado por Lancaster et al.” en 1956. Fin este trabajo

se remarca que en las regiones mas cercanas al ecuador se registra la mayor

mortalidad a causa de esta enfermedad en individuos de origen caucasico. A

partir de estas observaciones los resultados recogidos hasta el momento no han

hecho otra cosa que confirmar la responsabilidad casi exclusiva de la radiación

solar en la aparición de melanomaz'F'M'ZW.

lista aceptado que la radiación ultravioleta -principalmente la UVB- es el

factor etiológico principal en la transformación maligna a melanoma. Sin

embargo, a diferencia de otros tumores de piel en donde la transformación esta

relacionada con la acumulación de tiempo en la exposición a la radiación, el
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desarrollo y la progresión del melanoma encuentra su causa en la exposición

intermitente y excesiva a la radiación en combinación con un genotipo, un
. . . . 7 7

fenotipo y una inmunocompetencm part1cular‘“"'ll. En la tabla se presentan los

resultados del análisis estadístico de los resultados publicados hasta el momento.

Se puede apreciar que el cociente de probabilidades en individuos que tienen

exposición intermitente al sol, supera en mas del doble a aquellos individuos que

reciben radiación solar continua por causas ocupacionales. Es interesante

destacar que la incidencia aumenta aun mas cuando los eventos de exposición

excesiva al sol se producen en la adolescencia.

Resumen de resultados de los trabajos publicados
hasta el momento en melanoma y exposición solar.
Exposición solar OR‘l
Intermitente 1.87

Ocupacional 0.76
Exposición excesiva en la adultez 1.91

l'ixposición excesiva en la 1 9%
adolescencia ' ‘

Exposición excesiva en la niñez 1.62
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'I‘m/¡r/hmzarz'án haría [a ¡I/¿z/¿g/z/a’aa’.

Solo en pocos tipos de cáncer se ha establecido los pasos que tienen lugar en la

transformación desde la celula normal hacia la maligna. El estudio histológico

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

estadios bien definidoszlz‘zll‘m. El primero de ellos —estadio U- se refiere al

melanocito en su estado normal con su función pigmentaria intacta en intimo

contacto con los queratinocitos. En el estadio l se encuentran los lunares

clasicos, crecimientos neoplásicos benignos en donde el melanocito ha iniciado

un camino de transformacion perdiendo la comunicacion con los queratinocitos.

La proliferación celular puesta de manifiesto en los lunares es limitada y se

mantiene dentro de la zona epidérmica. Los lunares displasicos se engloban

dentro del estadio ll de transformación. En ellos se hace evidente una atipia

estructural y arquitectónica. LÏn marcado crecimiento radial del lunar se hace

evidente en los melanomas de estadío lll. En este estadio el lunar por su

imposibilidad de atravesar la membrana basal no es tumorigenico ni puede dar

lugar a crecimientos neoplasicos a distancia (metástasis). El estadío IV

representa el primer
Me|anoma
metastásico paso de transformacion

maligna en donde el

lunar adquiere la

capacidad de invadir los
Melanornal tumorigénico la(metastásico?)

Mehnoma piel atravesando la

* Melanoblasto

in situ

DISpIaSIa membrana basal, es por

ü melanocitlcaJ ello que este estadío se
fi Nevocomún

w? ' caracteriza por el

crecimiento vertical de
Estadios de progresión del melanoma
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la masa neoplásica. La habilidad de atravesar la membrana basal da lugar a

desprendimientos celulares que eventualmente pueden generar metástasis.

Finalmente el estadío V se refiere al melanoma metastásico que presenta

ubicación en un órgano distante del tumor primario.

¡“reinar/mr tenfiúrlirur. El melanoma es una enfermedad neoplasica que presenta

características particulares para su tratamiento. Por su accesible localización la

resección quirúrgica de melanoma de estadios baios (I, II) sin tratamiento

posterior ha demostrado una alta tasa de cura de la enfermedadm‘m’. Lil

tratamiento para melanomas de estadio lll complementa la resección quirúrgica

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

tratamiento con INF-all) a altas dosis es recomendable para este tipo de

pacienteslr'm aunque se ha encontrado que en los pacientes sometidos a esta

terapia aumenta el tiempo libre de enfermedad no se ha demostrado en estos

trabaios un aumento en el tiempo de sobrevidall'm. Ademas, los efectos tóxicos

del INI: hacen que el tratamiento sea muchas veces difícil de llevar adelante.

lïinalmente, en los estadio mayores de la enfermedad (IV v \') se recurre según

la localización de las metástasis a la resección individual, a la quimioterapia

citotóxica _va la radioterapia. Lamentablemente, la respuesta de los melanomas

metastásicos a la quimioterapia es muy pobre. Las respuestas objetivas

alcanzadas utilizando decarbacina o las nitrosoureas, earmustina v lomustina, no

superan el 25% de respuestas positivas” (aumentos cortos en la sobrevida que

oscilan entre los tres a seis meses). Sin embargo, ocasionales respuestas de

remisiones por largo tiempo pueden darse, aunque estos eventos no superan cl

2""0.A pesar de que se han probado varios tratamientos quimioterapeuticos

combinados ninguno ha demostrado hasta el momento un efecto superior al

20",“0.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 quimioterapéuticos.

No. de Respuesta
Agente pacientes toml

(‘70)

Alquilantes
Dacarbacina 1868 20
Dibromodulcitol 144 20
Nitrosoureas
Carmustina 122 13
Lomustina 270 16
Semustína 347 16
Fotemustina 226 25
Toxinas
microtubulares
Vincristina 52 12
Vinblastina 62 13
Vindesina 2 x3 '14
'l'axol 71 17

Analogos de platino
(Zisplatino/carb(>platinr) 137 15

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

La respuesta del melanoma a la radioterapia es llamativamente pobre. Así

es como por mucho tiempo se consideró al melanoma radio-resistente. Estudios

posteriores determinaron que el tratamiento de melanoma metastasico con altas

dosis de radioterapia puede llegar a producir respuestas parciales hasta de un
')7

35% y totales en un 24%“1.

/l{g/mo.r (ln/or tar/nz/¡B‘f/k‘or.La incidencia de esta enfermedad a nivel mundial

presenta sustanciales variaciones entre paises. Las cifras mas elevadas pueden

encontrarse en Oceanía siendo Nueva Zelanda (56,2 cada 100.000 habitantes) v

Australia (28.9 c/l()().()()() hab) los paises con mayores registros. fin listados

Unidos se puede observar que la incidencia de esta enfermedad para la

población blanca ha aumentado de l cada 100.000 en 1935 a 15 cada 100.000 cn

—117—



Vacuna NacGM3/VSSP Introducción

1998, sin embargo la mortalidad no ha sufrido el mismo cambio lo que indicaría

que se ha incrementado en estos últimos años la detección precoz de la

enfermedadzzz. Las menores tasas de incidencia se encuentran en Asia donde

China, India y Singapur muestran registros menores a l cada 100.000

habitantes223. En la figura se muestra la incidencia del melanoma maligno en 25

países seleccionados mostrando la variabilidad de esta enfermedad a nivel

mundial.

Suomi

Sudálrlca

Estados Unidos

Cuba

FilipinasN
. ‘- I HombresJapon

w EJMujeresChlnzm

0 ‘l 2 3 4 5 6

Tasa de mortalidad estandarizada por edad

Incidencia de melanoma en distintos países.
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Made/0x¡III/lino: ¡(tí/¡zm/o:en el aludir) del melanoma. De lo anteriormente expuesto,

se deduce que el melanoma es una enfermedad que, aunque fácil de abordar en

estadios mas tempranos se convierte en un difícil contendiente una vez que el

tumor ha logrado diseminarse por el organismo. Las terapias convencionales,

altamente eficaces en otras patologías neoplasicas no logran alcanzar los mismos

resultados en esta. lis por esto que el tratamiento de nuevas estrategias

terapéuticas para melanoma es un área de incesante trabajo. En este sentido,

existen varios modelos animales de estudio del melanoma, principalmente de

cepas murinas.

La línea celular B16 se obtuvo adaptando células de melanoma de origen

murino a condiciones de crecimiento in vitro. Fidler publicó en el año 1975224el

trabajo de caracterización de esta línea celular, permitiendo a la comunidad

científica contar con el modelo de experimentación en melanoma que mejor se

adapta a la experimentackin preclínica. listas celulas son capaces (le crecer en

estufa de cultivo y al ser inyectadas en ratones C57 tienen la capacidad de

generar nódulos tumorales. L'n año despues de la caracterización de la línea, a

traves de la selección de subpoblaciones con mayor o menor capacidad

mctastásica, Fidler describe las variantes tumorales BlóFO y BlóFlO que

presentan baja _valta capacidad de formar nódulos tumorales en pulmón

respectivamentelzs.

Los tumores de origen neuroectodermico se caracterizan por expresar

ganglkisidos en la membrana plasmátican“. lil nivel de expresión es tan

significativo que estos antígenos se convirtieron en marcadores tumorales de

este tipo de tumoreslï, por lo que son antígenos de elección para el desarrollo
. . . , . 128

de estrategias de inmunoterapla oncologica' .

-ll9­



Vacuna NacGM3/VSSP Introducción

Vacuna NacGM3/VSSP

En esta sección se presentaran los resultados obtenidos en el estudio del

efecto de una vacuna a base del gangliósido NacGM3, denominada

NacGM3/VSSP. Parte de los resultados presentados aquí fueron considerados

por la Asociación Nacional de Medicamentos y Tecnología Alimentaria

(ANMAT) como prueba experimental de bioseguridad y actividad antitumoral

del preparado vacunal, ente que autorizó la ejecución de un primer ensayo de

fase l de la vacuna NacGM3/VSSP sobre pacientes de melanoma en estadios

avanzados, libres de enfermedad (Nro. de expediente: 1-47-1572-02-6).

Esta vacuna es el producto de la conjugación de componentes

bacterianos de Neirmv'n ¡”minar/Wiry NacGM3. Fil componente bacteriano es

una fracción de la membrana externa de r\'. ¡”ri/¡Iggl'r/(I'irque naturalmente es

secretada al medio en forma de vesículas (VMli, vesículas de membrana externa)

que contienen lípidos, polisacaridos _\' proteínas por las bacterias. La

composición de una serie de vacunas contra la meningitis bacteriana esta

compuesta por fracciones de membranas externas de esta especie bacteriana por

lo que los efectos que produce sobre el sistema inmunológico de estos

compuestos está suficientemente reportado. Gracias al estudio de los efectos

causados sobre seres humanos vacunados con estos compuestos se conoce que

las proteínas de membrana externa presentan naturalmente un fuerte efecto

inmunoestimulante. Resultados publicados recientemente demuestran que la

inmunización con proteínas externas de r\'. ¡”wii/¿girz'r/¡rinducen la expresion de

moléculas co-estimulatorias _\'la proliferación en la población de linfocitos [3229,

además de estimular la expresión de segundos mensajeros necesarios en la

producción (le anticuerpos. ;\l combinar las VMF, con NacGMñ, se produce

una particulación en la solución resultando en que en la fracción soluble se

retiene una solución de liposomas de bajo peso molecular conteniendo

NacGM3 y parte de los componentes bacterianos. A estos pequeños liposomas
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se los denominó VSSP refiriéndose :1 my mui/l rige llpoxoww,por lo que el

nombre de esta vacuna resulta en NacGM3/VSSP.
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Caracterización del modelo de melanoma B16

Lau“¿fly/¿25de me/anoma B 76 reafirman N arGMfi en 511membrana.

Se evaluó la expresión del gangliósido NacGM3 en las células de

melanoma B16 y de carcinoma mamario F311, mediante un ensayo de

citofluorometría de flujo. Para esto se utilizó un anticuerpo monoclonal

específico para este gangliósido conocido como 312590230.

Como se muestra en la Fig 11, el anticuerpo demostró una alta afinidad

por las células B16. Esta respuesta fue notablemente inhibida cuando se sometió

al anticuerpo a una preincubación con NacGM3 soluble purificado

cvidenciando la especificidad del reconocimiento. Estos resultados son

coincidentes con publicaciones previas

CD" a
(I)
É
9

ui ‘i.

MVMWWMWW
M.l‘ Himlnwer, l

10° 101 1 02 1 oa 1 04

«o OR-FL
‘_

m bÉ
> !m fl

y!" .i t
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10° 1o1 102 1o3 104
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Fig 11. Citofluorometría de flujo utilizando el anticuerpo m2590 sobre
células 816 (a) y F3II (b). La marcación con el anticuerpo monoclonal
se representa en el histograma con la línea fina mientras que la línea
gruesa representa el control de isotipo. La linea gris se refiere a la
preincubación con NacGM3 soluble.
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que demuestran la expresión de NaeGM3 en las células B16. Por otro lado, este

comportamiento no se puso en evidencia cuando las células F311 se sometieron

a la incubación con el mismo anticuerpo.

Los resultados mostrados indican que el perfil de expresión de NacGMÏ’)

en membrana es totalmente distinto entre los dos tipos celulares. Mientras que

las células de melanoma muestran concentraciones significativas del gangliósido

NacGM3 en su membrana, las células F311 presentan una muy baja o nula

presencia en membrana de este gangliósido.

Elgang/z’o’rz'dolVarGNb" moda/a [a pro/firarío’n ¿n w'z‘rode 876] F311

Como se mencionó, la participación de ciertos gangliósidos tanto en

respuestas proliferativas como anti-proliferativas ha sido reportada en varios

trabajos. Para valorar el efecto de

NacGM?) sobre el crecimiento de
HU A

las células de melanoma B16 SC 13"
A100

- 3' 80
realizaron ensayos de respuesta g: m

= >k
. . . . c 40 -0-Bió

proliferativa en condic1ones de z zo -Ci-ml
o . . . .

adición exógena del gangliósido in o\°’ 0 :5 5° 75 ‘00' V
. v E [80Vitro. Los resultados demostraron = W) B

m iïïl *. a ­
que a concentrac10nes mayores a un lg;

8 m _o_. . 41) BI6

50 ¡ig/ml para las condiCiones de :1) .043"
' I ' 0 ‘5 50 7‘» 100

cultlvo estandar pero en ausenc1a " 'Concentración NacGM3 (pg/ml)
de suero, la adición del gangliósido

. . Fig 12. Variación de ia proliferación in vitro en
produio un incremento en la distintas concentraciones de NacGM3 en células

proliferación celular de las células F3“ y B16 en ausencia (A) y presencia (B) de

B16. En las mismas condiciones

de cultivr) la línea celular F3ll no mostró variaciones significativas en ninguna

de las concentraciones de gangliósido ensayadas. Además, en la concentración

de 100 ug/ml se observó un efecto inhibitorio sobre las células F3Il en
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)resencia de suero al 5% (Fig. 12), algo no observado en las células B16 para las

nismas condiciones. La variación observada en la respuesta proliferativa de las

:élulas ensayadas podría interpretarse como un indicador de la distinta

varticipación que tiene el gangliósido NacGM3 en el comportamiento de las

:élulas tumorales.

Se realizaron ensayos colorime'tricos tendientes a determinar si el

1gregado exógeno del gangliósido produce algún efecto citotóxico en las células

[7311en presencia de suero, sin encontrarse variaciones significativas. Tampoco

se encontraron indicios de apoptosis cuando se marcaron los extremos libres de

ADN según la modalidad utilizada en el ensayo TUNEL (datos no mostrados).

l ¿I lol/m /ll//10I'fl/n’v/¡”drum/¡m B 76 depa/¡(lr (le /a mrga del dem/70

lil modelo de melanoma Bló singénico en ratones (Í57BL/6 fue

descripto, como ya se mencionó, por Fidler et al. en 1979-“. Para evaluar las

características tumorigenicas de la linea, ratones machos C57BL/Ó fueron

desaflados con distintas cantidades de células de melanoma BlólJO luego de ser

inmunizados con cuatro dosis de Montanide, el adyuyante inmunológico

utilizado en la vacuna NacGAB/VSSP.

Los resultados arroiados se muestran en la Tabla III, donde puede

observarse que el [00% de toma tumoral -definiendo este termino como el

número de ratones positivos sobre el total- se logró inyectando 5 x 104 células

Bló, mientras que con el inóculo de l x 1()3células sólo se consiguió que

alrededor del 30% de los ratones desarrollasen tumor, siendo la variación en la

incidencia tumoral con respecto al inóculo inyectado estadísticamente

significativa (p<(),()()1,X3para tendencia). Hs interesante destacar que, aunque la

incidencia tumoral en los distintos lotes de ratones fue variable, la latencia

tumoral —ellapso hasta que los tumores se hacen palpables en los animales

positivos- se mostró bastante pareja, sin mayores diferencias empleando incluso

cargas pequeñas (un promedio de alrededor de 20 días). lista cierta estabilidad

-lZ7­



Vacuna NacGM3/VSSP Resultados

en la latencia tumoral repercutió en la supervivencia de los animales que resultó

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

Por los resultados obtenidos se puede especular que la incidencia tumoral

puede resultar en un buen parámetro indicador del efecto antitumoral de las

vacunas a 6118215721136.

Tabla III. Parámetros evaluados del desafío con células B16

inyectadas s.c. en ratones singénicos C57bló, preinmunizados con
cuatro dosis del adymvanteinmunológico Montanide ISA 51.

Inóculo 1.000 2.500 5.000 50.000

°/oIncidenciaa 29% 38% 77% 100%

(positivos / total) (5/ 17) (3/ 8) (20/ 26) (5/5)

Latencia tumoral + +
(díaSÏDS) 28_7 21_2 18i5 21i4

Sobrevida 80 + 17 + + h + c
(días i DS) _ , 69 _ 30 50 _ 25 50 _ 8

a p<0,001 x2para tendencia
bp<0,001 vs 1000 células test de Turkey-Kramer
° [50,05 VS1000 Células test de Turkey-Kramer
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Estudio toxieológico de la vacuna NaeGM3/VSSP en ratones C57BL/6

La ¡"II/¡zlmizacío'flcon la ¡mmm NarCrlÜ/ Iw’ÁIS‘Par bie/1 lo/emz/a

I'Élefecto tóxico de la vacuna NacGM3/VSSP utilizando el adyuvante

Montanide ISA 51 fue evaluado luego de cuatro inmunizacioncs cada 14 días

por vía i.m. No sc observaron hasta 70 dias luego de la cuarta dosis, signos

manifiestos de toxicidad en los ratones. Así, tanto el peso de los ratones como el

consumo de agua y comida se cncuadró dentro de la normalidad. El análisis

histopatológieo de las piezas obtenidas no evidenció signos de toxicidad

manifiesta en riñón, hígado, pulmones, corazón o en el sistema nervioso central

(cerebro y cerebelo). Por el contrario, estos animales mostraron congestión con

una llamativa hiperplasia reactiva en bazo, parámetro que puede atribuirse al

efecto inmunomodulador de los componentes de la vacuna.

No obstante los pocos indicios de efectos tóxicos del protocolo estandar

dc inmunización, SC evaluó también la toxicidad sub-aguda del preparado

vacunal. Para ello, ratones (IST’BL/ó machos _vhembras fueron sometidos a una

inyección diaria dcl preparado vacunal durante 15 dias con una dosis de 120 [lg

de Nac(}i\l3 por vía i.m. listos animales mostraron buena tolerancia al

tratamiento en estas condiciones. lil efecto de la administración diaria, no

presentó diferencias significativas de toxicidad entre machos v hembras. Todos

los ratones sometidos a este protocolo llegaron vivos al final del experimento,

sin signos manifiestos de toxicidad.

lil consumo de agua, la ingesta de alimentos _vla evolución del peso son

indicadores de la sanidad de los animales durante el transcurso del experimento.

lin este protocolo se pudo comprobar en los primeros tres días del

experimento, una disminución en la ingesta diaria de agua que fue revertida en

los dias posteriores no observándose variaciones de importancia durante el

desarrollo del experimento. lil consumo aproximado de agua por animal fue de
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alrededor de 2 ml diarios, en consonancia con la toma normal de estos animales

(Fig 13).

2,5 " mMachos

"Hembras

mllanimal/dia

L.
ll-IZ |3-l5

Fig 13. Consumo de agua de ratones inyectados
diariamente con 120 ug de NacGM3NSSP.

No se encontraron variaciones en la ingesta de alimento o en el

comportamiento social e individual de los ratones. El peso de los ratones

tampoco mostró 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. Evolución del peso de los ratones
inyectadosdiariamentecon 120pg de Nach3/VSSP
(toxicidad subaguda).

Peso (gr)
(variación porcentual respecto

del peso inicial)
Día Machos Hembras

2 27.3 i 1.7 23.4 i 2.4
(0) (0)

8 26.3 i 1.4 23.6 i 1.5
(—3.4) (+0,7)

15 27.1 'l_'1.4 24.1 i 0.8
(-0,4) (+3)

Los datos surgidos del analisis histopatológico de los especímenes

recogidos en la autopsia realizada (¡por/Mori del experimento, revelan en el sitio

de inyección signos de dislaceración mecanica de los fasciculos musculares

aunque sin evidencias de necrosis de los planos profundos o de los planos

cutáneos superficiales.

lil bazo de todos los ratones demostró hiperplasia reactiva, incluyendo

una marcada hemopoyesis extramedular, con numerosos megacariocitos _vnidos
blancos.

lln el hígado se pudo constatar que no se encontraba alterada la

histoarquitectura trabecular v lobulillar, con espacios porta de caracteres

normales. Se constató en todos los animales una movilización leucocitaria leve a

moderada con focos aislados de hemopovesis extramedular. Tambien se

encontraron signos de vacuolización citoplasmatica hepatocitaria _vuna discreta

cantidad de pigmento férrico intracitoplasmatico.

lin la vasculatura pulmonar se encontró una movilización intravascular

leucocitaria con predominio de polimorfonucleares. Los septos alveolares

mostraron un engrosamiento debido a la infiltración leucocitaria, viéndose en

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

hemosideró fagos.

No sc encontraron signos de alteración histológica cn riñones, corazón o

sistema nervioso central.
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Efecto antitumoral de la vacuna NacGM3/VSSP sobre melanoma B16en

un modelo murino singénico.

l .a pll’ÍI/l/l/I/ljztlt7'á/l (/IZr/z/h/¡{yr/(I foma "¡won/Á y (Ill/llt'lI/(l /a kira/¡ria y /{¡.m/¡n'r/dn (w

mio/m Jam/¡mim­

Constarada la expresión del gangliósido NaCGM3 en la membrana de las

células B16 y corroborada la baja toxicidad del protocolo de inmunización, se

llevaron adelante una serie de experimentos con la finalidad de evaluar la

potencial actividad antitumoral de la vacuna.

Para evaluar el efecto antitumora], grupos de al menos 5 ratones fueron

vacunados en cuatro oportunidades cada 14 días, previo al desafío con las

celulas de melanoma (Fig 14). lin los ratones control que recibieron solamente

el adyuvante emulsionado en PBS, la incidencia tumoral fue del 100% y del 87%

para los lotes inoculados con 5 x 10" y 5 x 105 células, respectivamente. La

latencia tumoral en estos lotes control fue similar (21 i 2 y 19 i- 4, días

respectivamente; media i' SliM). lín animales control inoculados con l x 103

Células, sin embargo, la incidencia tumoral fue del 20% y la latencia tumoral fue

algo mayor (30 i 9 días).

l\|0'.5x10' óS\ ¡0‘
cel. lll6(s.c.)

.¡\
.. ,

.2 .1"
er ” ’

Inmunizución

c/l20 pg: (i.m.)

Fig. 14. Esquema del protocolo utilizado para
evaluar el efecto antitumoral del preparado vacunal .
NacGMSNSSP a 120 ug l dosis.
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Como se muestra en la Tabla V, la vacunación con NacGM3/VSSP

inhibió completamente la formación tumoral en los animales desafiados con 5 x

103ó 103celulas de melanoma B16. Los animales inmunizados demostraron una

mayor sobrevida con respecto a los animales control en estos grupos (Fig 15),

siendo sacrificados entre los días 60 _\' 90 luego del desafío tumoral sin

evidencias de tumor.

Tabla V. Efecto de la vacunación con 4 dosis de 120 pg de NaCGMÏJ­
VSSP cada 14 días sobre la formación tumoral utilizando células de

melanoma 1316de pasajes ¡IIri/ro.
Incidencia tumoral“

Desafío tumoral Tratamiento Día 30 Día 60

C t l .- Ï lll)”o U(I
5x104 células on ro 3/3 (1 /) 3/3 (100/)

o)
C t lPBS 7 8 87'14. 7 7"

5 x 103células on m / ( ) [/8 (8 /°)
NacGM3-VSSP 0/ 13 (UU/oy 0/ 13 (wow

Control PBS l lO [0% 2 1() 20%
10J células / ( ) / ( )

NacGM3-VSSP ()/ ’10(0%) 0/ 1() (0%)

aLa incidencia tumoral se expresa como ratones positivos/total de animales a los
días indicados después del desafio tumoral.
'p<0.001, Test exacto de Fisher.
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Fig. 15. Sobrevida de los ratones inmunizados con 120 ug de NacGM3NSSP (círculos
vacíos) o sólo con PBS y adyuvante (cuadrados llenos). Los ratones fueron desafiados
con 1000 (A), 5000 (B) ó 50.000 (C) células de melanoma B16 po vía s.c. * p<0,01, log­
rank test.

Aunque la inmunización no fue eficaz en detener la formación tumoral en

ratones desafiados con la carga tumoral mas elevada de 5 X lO4 Células (Tabla

V), los animales vacunados demostraron una reducción significativa en los

volúmenes tumorales en los estadios tempranos del desarrollo de la enfermedad

(Fig 16). A pesar de esta diferencia, la carga tumoral mostró una tendencia a

equipararse entre los grupos hacia el final de los experimentos.

Complementariamente, se realizaron ensayos para evaluar el efecto

antitumoral de la vacunación 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 formación tumoral en ratones machos y hembras descriptos en la

Tabla VI.
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3500]
(¿EN 3000 . n Control l

E IZINach‘B/VSSP Fig 16. e Volumen tumoral
: 2500- promedio en ratones desafiados
N 4 .
¡5 con 5x10 cel de melamoma
E 2000- murino B16 y preinmumzados
5 1500. con 4 dosis de NacGM3NSSP
5 (120 ug/dosis) o con PBS mas
E ¡000 adyuvante. * p<0,05, test de

_=3 Student. ‘

g 500

Día 31 Día45 Día 53

Tabla VI. Efecto de la vacunación con 4 dosis de 120 Hg de NacGM3-VSSP
sobre la formación tumoral utilizando células de melanoma B16 obtenidas de
cultivo primario de tumor.

Incidencia tumoral“

Desafío
Tratamiento Día 30 Día 60

tumoral

5 x 103 Control PBS 4/5 (80%) 4/ 5 (80%)

células NacGM3-VSSP 0/5 (oO/(0* 0/5 (0%)*

3 Control PBS 2/8 (25%) 3/8 (37%)10 células
NacGM3-VSSP 0/8 (0%) 0/8 (0%)

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

Vatios tumores subcutaneos dc cada grupo fueron examinados por

técnicas histopatológicas y todos los tumores fueron diagnosticados como

melanoma maligno epitelioide altamente agresivo.
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[1/ (¡e/¡vidad (¡II/¡'f/t/¡zom/(le /a ¡me/ma Nll[(;1\/13/ 1/5181)¡mm/ra Im per/17(¡om dependiente

Se evaluó el efecto antitumoral de la vacuna NacGM3/VSSP

inmunizando los ratones con diferentes dosis del preparado vacunal. Para ello

lotes de ratones machos fueron inmunizados con 120, 240 ó 360 pg de la

vacuna siguiendo eI protocolo convencional de inmunización, consistente en

cuatro dosis cada catorce días por vía i.m. lil desafío tumoral se realizó con una

carga de i x 10" células Bló, algo mavor a aquella que demostró la completa

protección conferida por la vacunación para poner en evidencia el posible efecto

antitumoral a mayores dosis.

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

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

Tabla VII. lit‘ecroantitumoral en ratones inmunizados con 4 dosis
cada l4 dias con la vacuna NacGMS/VSSP a distinto nivel de
dosis.

Tmmmiemo Incidencia tumoral‘l
t ‘ (Día 60 post-desafío)

Control 12/13 (92%)

NacGM3/VSSP 120 ug 3/10 (30‘70)

NacGM3/VSSP 240 ug 1/5 (20‘70)

NacGM3/VSSP 360 ug 1/9 (11%)

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

(Ionsecuentemente, en la Fig. 17 puede observarse la curva de sobrevida

obtenida de los distintos lotes evaluados. listos resultados demuestran que es

.posible incrementar el efecto antitumoral inyectando mayores dosis del

preparado vacunal.
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—D—Control

30- +GM3 120ug
20- +GM3 240ug
10- +GM3 360ug

0 u . . .

0 20 40 60 80

"/0Sobrevida

É

Días posteriores al desafío

Fig. 17. Sobrevida de los ratones inmunizados con 4 dosis
cada 14 días con la vacuna NacGM3NSSP a distinto nivel de
dosis

La atfim’dnd mzz‘z'z‘m/zom/rar/a ¡egin 6/ ¡ui/716mde z'nmzmz‘zaa'om;

Con el fin de determinar si el aumento en el número de inmunizaciones

con la dosis estándar de 120 pg desencadena algún tipo de tolerancia antígéníca

que redunde en una pérdida de la capacidad antitumoral de la vacuna, lotes de

ratones machos fueron inmunizados con distinto número de dosis, según se

esquematiza en la Fig 18.

1 x 104 cél.
R16 r: 1' l

La r L, i
¿(i «¿3) 1‘} {y} yfn‘n ¿3.3

¿x ' i ;
. 4 //

3 d0s15 d],lll)

6 dosis

9m 1 1 1
Inmunización c/120 ug (i.m.)

Fig. 18. Esquema ilustrativo del protocolo utilizado para evaluar el
efecto antitumoral en la variación del número de dosis.

-l38­



Vacuna NacGM3/VSSP Resultados

Los resultados demostraron que, alcanzando nueve inmunizaciones no se

desencadena ningún proceso de tolerancia inmunológica, manifestado como una

perdida de la actividad antitumoral. Se constató una razonablemente buena

protección para la carga empleada de 10‘lcélulas B16 con el uso de un mayor

número de dosis, siendo protegidos más de la mitad de los animales (aplicando 9

dosis desarrollaron 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 en las

condiciones exploradas no desencadenan tolerancia antigénica, proceso

relativamente común en muchas inmunizaciones, que anule el efecto

antitumoral de la vacuna contra las células de melanoma. Ademas, los resultados

indican que sería necesario un mínimo de 4 dosis para lograr una protección

antitumoral adecuada.

La; rulo/m Í/l/l/l/ll/{tll/OJwall/¡mm mm “¡z/(woth (HI/IÏII/IIOI'fl/nbai/a /o.r 3 warm

lin ensayos anteriores se ha demostrado que la inmunización con la

vacuna genera protección frente al desafio tumoral contra las células de

melanoma B16 cuando estas son inyectadas entre 7 _v21 días luego de la cuarta

dosis.

La memoria antitumoral desarrollada por la inmunización con cuatro

dosis de 120 ug de la vacuna fue evaluada para determinar el tiempo maximo en

el cual se mantiene el rechazo tumoral. Con este fin 4 lotes de ratones machos

fueron inmunizados según el protocolo _va mencionado v desafiados

posteriormente a distintos tiempos a saber: 21, 35, 49 días posteriores a la cuarta

inmunizack'm- en el espacio subcutaneo del flanco derecho (primer desafío) con

2,5 x 10“ células. (Ion el fin de evaluar la memoria inmunológica a tiempos

mayores, 70 días después del primer desafio se realizó un segundo inóculo
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tumoral inyectando 2,5 x 103 células B16 en el flanco izquierdo de los animales

que habian rechazado el primer desafio (segundo desafío). De esta forma se

generaron nuevos grupos de días 91, 105 y 119 (Fig 19).

2,5 x10J células Bló
PRIMER DESAFIO

flanco derecho

21 35 49

a; /fi _ ¡“A
N; n UÏ‘ ‘ lgÁ ‘xxfi‘Ï‘J

Il u
,r—-\ a; t ,K Ñ’
I ‘VÏ' N ¡"Z \Lï\.N59 ¿Ying
Í ÍÏ 9] '105 ¡19

lnmunización T T T
NacGMJ/VSSPo H;

Solo adyuvante 2,5x 103célulasBló
SEGUNDO DESAFIO

flanco izquierdo

Figura 19. Esquema de inmunización y desafíos utilizado para evaluar la
memoria antitumoral generada por la vacunación con NacGM3/VSSP.

En la Tabla VIII y en la Fig 20 se muestran los resultados obtenidos de

estos experimentos. Se pone de manifiesto que la vacunación en dosis de 120 Hg

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 indicarían que la fe­

inmunización cada tres meses podría mantener el nivel de protección tumoral.
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Tabla VIII. Latencia e incidencia de los ratones inmunizados con 4

dosis cada 14 días con 120 pg de NacGM3/VSSP a distintos tiempos
luego de la cuarta inmunización.

Tsïmgnigm?f, t Desafío Número de Latencia
.( m (.3l e? lo pos - (flanco) animales (Días i SD)inmunizacmn)
Control Der 8 21 i 2

NacGM3/VSSP (21) Der 6 > 60

NacGM3/VSSP (35) Der 7 > 60

NacGM3/VSSP (49) Der 8 24 -_l-0

NacGM3/VSSP (91) lzq 6 '12i 0

NacGM3/VSSP (105) lzq 7 2()i 7

NacGMS/VSSP (119) Iza] 7 20 i 8

lin la Fig 20 se representa el porcentaje de proteccion alcanzado por cada

lote, siendo este el porcentaje de animales que no alcanzan a desarrollar la

enfermedad en el transcurso del experimento.

lin consonancia con estos resultados se inmunizaron ratones con tres

dosis cada catorce días, a los cuales se les inyecto una cuarta inmunización a los

84 días posteriores a la ultima inmunización. .-\unque el ensayo se realizó con

pocos animales, ninguno de estos ratones desarrollo tumor, mientras que el 30%

del lote que recibió solo tres dosis progreso en la enfermedad. (datos no

mostrados)
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"/oprotección

49 91 105 119

Días post-inmunización

Fig 20. % de protección en ratones
desafiados con 2,5x103 cél E316 a
distintos tiempos luego de la
inmunización con 4 dosis de
NacGM3/VSSP (120 ¡ag/dosis). El 60%
de los animales control no desarrollaron
tumor.

El rerbazo z‘zmzom/en /05 mima; ¡Iii/¡zlízz'zm/or¿ría re/¿zcíomzdamn /a exprerío'lz de N atGZVB
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/ó o BALB/c fueron inmunizados con cuatro dosis del preparado

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

NacGM3) o F311 (negativas para NacGMÏá) respectivamente, dato que se

demostró anteriormente. En ambos casos los animales recibieron el desafío

tumoral mínimo que asegure el 1000/0de incidencia (1x104 células de melanoma

B16 ó 23:105células de carcinoma mamario F311), según datos de inoculación

obtenidos en experimentos preliminares.
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Tabla antitumoral IX. Efecto antimmoral con 4 dosis con

NacGM3/VSSP (120 ug) sobre la formación de tumor frente al desafío
con las líneas celulares F311 y B16“

Incidencia tumorala
Línea tumoral Tratamiento

Día 10 Día 30

Melanoma B16 Control 0/6 (0) 6/6 (100)

NacGM3/VSSP 0/10 (0) 3/1O (30)b

Carcinoma Control 10/ io (100) 10/10 (100)

mamario F311 NacGM3/VSSP 9/10 (90) 9/10 (90)

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

Bosteriores al desafio tumoral. Ei número entre paréntesis se refiere al porcentaje.P <0.01 versus control, Test exacto de Fisher.

Como se muestra en la tabla antitumoral F3lI/Bló, la preinmunización

con NacGMñ / VSSP inhibió significativamente la formación tumoral en ratones

C57BL/ó desafiados con las células de melanoma Bló. Estos ratones

demostraron una mayor sobrevida que sus pares del lote control (Fig 21 A),

varios animales fueron sacrificados 90 dias luego del desafío tumoral sin rastros

de desarrollo de la enfermedad. Por el contrario, la vacunación fue inefectiva en

los ratones BALB/c para prevenir el desarrollo tumoral de las celulas F311

(Tabla X, y Fig 21 B). Resultados similares fueron obtenidos cuando se

inocularon cantidades menores de celulas, aunque en estos casos la incidencia

tumoral en los lotes control fue menor al 50% (datos no mostrados).
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120 120 c—o—Control comml
g 100 Ñ 100 —I—NacGM3/VSSP_ +NacGM3NSSP TE
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Días post-desafioA B

Fig 21. Sobrevida de los ratones desafiados con 1x104 cél B16 (a) o 2x10° cél. FBI! (b), k

círculos llenos representan al lote control, mientras que los circulos vacíos al tratado con 4 dos

de 120uo/dosis de NacGM3NSSP cada 15 días.
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Respuesta inmunológica desarrollada luego de la vacunación con

NacGM3/VSSP

La; memr ¡'mmmerprermfm afll‘ífileijwi‘6373662]?vamm‘m [0; romponenler de [a mmm

Para determinar si la inmunización

con el preparado vacunal produce una

respuesta inmune humoral contra algún

componente de la vacuna, se inmunizaron

ratones según el esquema estándar que

muestra la Fig. 22.

Con los sueros obtenidos de estos

ratones se realizaron ensayos de ELISA en

placas de microtitulación cuyas fosas

Recolección de
sueros

1 7»Zldías

,F\
á 1 l

lnmunizacíón
c/120 pg (¡.m.)

fl

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

fueron scnsibilizadas con el preparado

vacunal (NaCG‘M3/VSSP), el carrier bacteriano (VSSP), el carrier conjugado con

un gangliósido modificado, en donde el residuo de ácido neurami'nico en lugar

de ser acetilado es glicolilado (NgGM3/VSSP), o seroalbúmina bovina (ESA).

Se hicieron reaccionar las placas sensibilizadas con diluciones de sueros

de ratones inmunizados con la vacuna, sueros de ratones inmunizados con el

'adyuvante y sueros de ratones normales. El pool de sueros de ratones

inmunizados con el NacGM3/VSSP mas adyuvante reaccionó fuertemente

contra el 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 sueros de los

ratones tratados con adyuvante y los sueros normales no mostraron reactividad

en ninguna de las condiciones ensayadas.
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O. Dc 0.3

GMS-VSSP A4
NGcGMS-VSSP '12

o
1112300 V3200 1/300

1/12300 1¡3200

Dilución sérica Dlluclon serlca

Fig 23. Caracterización del perfil de inmunoglobulinas presentes en el suero de
ratones inmunizados. A, Cuantíficación de la reactividad contra distintos antígenos (Ig
totales). B, Determinación del perfil de isotipo presente en los sueros.

Además, con el fin de caracterizar el perfil de inmunoglobulinas reactivas

se determinaron los isotipos mayoritarios de los anticuerpos reactivos al

preparado vacunal. En la Fig 23, los resultados muestran que hay una clara

preponderancia de anticuerpos de la subclase IgGZb.

La unión específica de los anticuerpos séricos a NacGM3 purificado

también fue evaluada utilizando la técnica de ELISA. Fosas no sensibilizadas

fueron usadas como Control de la unión de anticuerpos no específica. Todos los

sueros obtenidos de ratones inmunizados con la proteína carrier mas Montanide

o el adyuvante solo, asi como de ratones normales, mostraron títulos no

detectables de anticuerpos especificos contra NacGM3 (títulos de lgM e IgG

<8U). El análisis de las muestras séricas obtenidas de ratones inmunizados con la

vacuna demostraron un bajo título de anticuerpos lgM especificos para

NacGM3 en 4 de 8 ratones. En cuanto a la presencia de anticuerpos de tipo IgG

se alcanzaron títulos moderados de anticuerpos específicos contra NacGM3,

llegando a titulos de 1280 (Tabla XI). Sin embargo no se manifestó una

significativa correlación entre los títulos de lgM e IgG. En 5 de 8 ratones

C57BL/Ó (62.5%), se pudo observar la presencia de al menos una clase de

anticuerpo específico contra el antígeno nominal, es decir el gangliósido

NacGM3 purificado.
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Tabla XI. Título de lg.\l e lgG alcanzado por la inmunización de ratones
(:57l)l()/¡ con 4 dosis de NacG.\l3/\'SSP (120 pg.

Título (n)
Cepa n

[gl] IgG

<8U (4); 80 (3); 321) <8“ (-l ; 8“ (l ; 161) (2‘;
C57BL/6 8 ) ) )

(l). 128“ (l).

<8ll(3);8(l(l);()4ll <8(l(2);8()(2);128(l
BALB/c 5

(l). (l).

l 1/; .r/n'rox (/r /n.r m/mn/x ¡II/y/III/"¡ju/l/¿r ¿'I/I/ /u ¡ur/¡Im (/«I/¡I/¿cr/mu mm (¡/lu 1-t'.\7)l't'/7¡t'tl
nina/¡ridad rol/Im ¡(VII/ax(Ír'we/unwm B l 6

(ion el tin de valorar si el protoColo de inmunización logro inducir una

respuesta humoral que reconozca a las celulas Bló, se realizaron ensayos

llllTlLll‘thlSU)(1lllmlC()Scon sueros de ratones inmunizados sobre cortes (lc

tumores Bló crecidos en ratones virgenes de tratamiento revelados con

anticuerpos anti-lgG de raton.

(Iomo puede verse en la Fig. 24 el suero proveniente de ratones

inmunizados con NacGXB-YSSP mas .\lontanide lS.-\ 51, según el protocolo

esquematizado en la Fig. 14, mostro una marcada reactividad contra el estroma

tumoral (Fig. 24 A y C) a diferencia del resultado obtenido con los sueros de

los ratones inyectados solo con el adyuvante (Fig. 24 B y D) los cuales no

desarrollaron una Coloracion significativa. lil mismo resultado fue obtenido

cuando se utilizaron sueros normales provenientes de ratones sin tratamiento, o

cuando el ensayo se realizó en ausencia del anticuerpo primario (datos no

mostrados).
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Fig 24. Inmunohistoquímica sobre cortes de tumor B16 utilizando sueros
¡nmunizados con 4 dosis de 120 ug/dosis de NacGMBNSSP (A y C) o solo el
adyuvante Montanide ISA 51 (B y D). Contratinción: Hematoxilina. Aumento:
1OOX(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 sueros 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 marcación

inespecífica. Glandulas sebáceas, epidermis v particularmente el teiido muscular

esquelético demostraron también una reactividad evidente frente al suero

inmune. Trabajos realizados en músculo 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 músculo empleando

técnicas inmunohistoquímicas podría explicarse por este motivom‘z32

Estos resultados se obtuvieron utilizando piezas tumorales fijadas e

incluidas en parafina según los procedimientos histológicos tradicionales. Para

descartar eventuales artificios de técnica derivados de una extracción de los
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antígenos glicolipidicos de interés, se realizaron ensayos de marcación

inmunohistoquimica sobre piezas tumorales fijadas e incluidas en Epón o Spur,

resinas sintéticas que no requieren tratamientos con xilol para la rehidratación de

la pieza y por lo tanto no remueven las grasas. En estos ensayos los resultados

obtenidos fueron similares (datos no mostrados).

En función de determinar la especificidad de este reconocimiento celular

se realizaron ensayos de Citofluorometria de flujo utilizando los sueros inmunes

sobre distintas líneas celulares y esplenocitos de ratones normales. De acuerdo

con los resultados obtenidos en los ensayos de tinción inmunohistoquimica, el

antisuero reaccionó fuertemente contra células permeabilizadas de melanoma

B16 (Fig 25). Sin embargo, no se registró ninguna reactividad contra

esplenocitos de ratones normales, aún luego de la incubación de éstos con

mitógcnos especificos como la fitohemaglutinina o lipopolisacaridos.

Events

H i i ' 4095

Events
Events

4095 o u 4095
GR'FL GR-FL

Fig. 25. Citometría de flujo usando sueros provenientes de ratones
inmunizados con NacGM3NSSP con 4 dosis (120 ug) cada 14 días contra
células B16 (Ay B) o esplenocitos de ratones (C y D). Los esplenocitos fueron
permeabilizados e incubados inmediatamente luego de la aislamiento (C) o
cuatro días después con el agregado de 5 ¡Lg/mlde lipopolisacárido. La curva
con área gris representa a las ,céiulas incubadas con el suero normal, la curva
de línea gruesa a las incubadas convsuero control y la línea fina se refiere al
usodesueroinmune. ’r W i
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La suma de los resultados expuestos indica que la inmunización con la

vacuna NacGM3/VSSP induce la producción de anticuerpos especificos contra

el gangliósido NacGM3 v con capacidad de reconocimiento del melanoma Bl 6.

Lot meror ¡II/¡1mm no reconocen(¿lll/ur qm' lll) ¿xpnwn NarCM 3 en 5/1mew/11mm

Con el fin de evaluar si el reconocimiento dc los anticuerpos séricos

provenientes de ratones inmunizados con la vacuna tiene especificidad celular

contra células que expresen NacGM3 en su membrana, se realizaron ensayos de

inmunomarcación _vcitofiuorometría de flujo utilizando la línea tumoral murina

I’3ll de carcinoma mamario, que como se describió al principio no expresa este

gangliósido en la superficie celular.

Utilizando como herramienta de marcación los sueros obtenidos de

ratones inmunizados se evaluó la reactividad sobre celulas B16 _vlïñll. l'Ln la

Tabla XII, queda de manifiesto que un amplio porcentaje de los sueros

inmunes son reactivos contra las celulas de melanoma Bló (5 de 8) positiva para

NacGM?) mientras que no se registra reacción de los sueros inmunes contra las

células F311 (0 de 5) negativa en la expresión de este gangliósido.

Tabla XII. Valoración de la reactividad serica de ratones

inmunizados con 4 dosis (¡20 pg) de la vacuna
NacGM3/VSSP ó VSSP mas Montanide ISA 51 por
citofiuorometria de flujo contra celulas Bló ó li3ll.

Ig anti-B16l Ig anti-F311

Control (VSSP) l/7 U/l

NacGM3/VSSP 5/8 0/5

a sueros positivos sobre el total.

lil analisis de la reactividad de los sueros inmunes contra líneas tumorales

crecidas ¡II ¡77mindicó que la marcación sobre las celulas B16 es conspicua en
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citosol con un claro reforzamiento de membrana (Fig 16). llamativameme, las

celulas lï3ll exhibieron una tinción, aunque circunscripta al espacio intracelular,

posiblemente ligado al sistema de endomembranas. lista marcación puede ser

indicativa de la presencia de NacGNB en el interior celular, quizás como

precursor de gangliósidos mas complejos.
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’ j "'\-’
Fig 26. lnmunocitoquímica sobre células B16 (A y C) y F3“ (B y D)
crecidas ¡n vitro utilizando sueros inmunizados con 4 dosis de 120
ug/dosis de NacGMSNSSP (A y C) o solo el adyuvante Montanide
ISA 51 (B y D). Contratinción: Hematoxilina. Aumento: 1OOX.

I m mera; [mz/mm 50/7mp:er de (¡malvada/¡ar ¡ma Imp/1am: ¿‘z'tofo'xz'mmel/¿adapor
gym/18717905mm‘m las ¿Wu/¿15de ¡Iza/¿mama B Í 6

Con el fin de analizar Si el suero de ratones inmunizados es capaz de

desarrollar una actividad citotóxica mediada por el sistema de complemento, se

incubaron células de melanoma Bló ó esplenocitos de ratones normales con un

panel de diluciones de sueros de ratones inmunizados con NacGMÏá/VSSP o

solo con el adyuvante en presencia o ausencia de complemento exógeno.

Solo las Células de B16 fueron lisadas por el complemento en forma

dilución-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 XIII).
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Tabla XIII. (Iitotoxicidad celular mediada por complemento
(ic los anticuerpos séricos dc mtoncs inmunizados con
NacGAB-VSSP"

Sueros

Suero Suero Suero
Células

NacGM3/VSSP control normal

Bló 90% (20%) 40% (10%) 10% (10%)

lísplcnocito
10" u (10%) 10% (10%) 10% (10%)

s

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

listc rcsultado confirma que los anticuerpos gcncmdos conrm las células

B16 pucdcn dcscnczuicnm‘una actividad citotóxica específica, pudiendo scr éstc

uno (ic los mecanismos antitumomlcs dcscncndcnados ¡II¡“I'm
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LOJmero; ¡le lo; paciente; z'nmum'gado;tiene)! ¡vampide ¡obre corte; de melanoma.

Accesoriamente, se realizaron ensayos que buscaron valorar la respuesta

humoral en pacientes de melanoma provenientes del ensayo clínico de fase l de

la vacuna NacGMÍ‘S/VSSP. En primera instancia se valoró la respuesta sérica en

condición heteróloga esto es, utilizando cortes de tumor de archivo hospitalario

luego del tratamiento. En tres pacientes de un total de ocho estudiados se

manifestó la presencia de anticuerpos reactivos al tumor. Estas mediciones se

realizaron con muestras de suero posteriores a la 4ta. inmunización cada 14 días.

De ocho pacientes estudiados, dos presentaron seroconversión entre el suero

pre y post-inmunización (Tabla XIV). Uno de ellos demostró que la diferencia

de reactividad era producto del aumento cn la reactividad de la poblacion de

anticuerpos del subtipo lgG _vel otro del lgM.

lis de destacar que de los pacientes estudiados solo dos presentaron una

favorable respuesta clínica, siendo uno de ellos el que mostró la mayor variación

en la reactividad sérica (Fig 27).
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Tabla XIV‘ Respuesta serológica evaluada por IHQ
heteróloga de sueros provenientes de pacientes del
ensavo clínico de Fase I.

Respuesta total’
Pac 56‘1'0con versión?

Pre Post

I + + ¿L -­

2 + + + I¿G

3 + 1L -­

4 + + -­

5 ¿L - __

6* + + + IgG

7 + i- __

8 + ++/ +++ IgM

1 Respuesta IgG + IgM.
2 - . .,

isotipo en el cual se encontro Ia seroconversmn.
* Este paciente tuvo una respuesta parcial ai tratamiento

Uno de los sueros respondedores correspondía con un paciente que había

demostrado una respuesta parcial al tratamiento. Con este suero se realizaron

ensayos inmunocitoquímicos autólogos «sobre cortes propios de tumor­

observándose una marcada reactividad del suero inmune contra las celulas

tumorales. Tambien se valoró la presencia de NacGM3 en el tumor a través de

la tinción con el anticuerpo 312590.
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Fig 27. Fotomicrografías ópticas de IHQ
realizadas con sueros inmunes de
pacientes en condición autóloga pre­
inmune (A) y post-inmune (B) y
heteróioga post-inmune (C). El ¡nset
muestra el reconocimiento de!
anticuerpo M2590. Contratinción:
Hematoxilina. Aumento: 1OOX.

El ¿fair/0¡[á/¿'50e; mz raid/¡0v/¡tm/ame/zía/pa/zz e/ mamaria/¿mío reí/7'50(le melanoma

Con el tin de establecer la participación del residuo de ácido siálico en el

reconocimiento antigénico por los anticuerpos presentes en los ratones

inmunizados, monocapas celulares de Bló fijadas, fueron incubadas con

neuraminidasa, una hidrolasa de l ’¿bn'oL‘ÍJO/é’l‘flt'que remueve específicamente el

residuo de ácido siálico de la superficie celular, sin alterar el perfil proteico o

lipídico normal de la célula. Los resultados de los ensayos inmunohistoquímicos

realizados sobre estas monocapas revelan que la potente marcación generada

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

estos sueros son enfrentados a las células carentes del residuo de ácido siálico

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

cortes de tumor Bló pre-tratado con neuraminidasa (datos no mostrados).
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< ¿.
Fig 28. lnmunocitoquímica sobre células B16 crecidas ¡n vitro utilizando sueros
inmunizados con 4 dosis de 120 ug/dosis de NacGM3NSSP. Las células fueron
tratadas (B) o no (A)con Neuraminidasa.
Contratinción: Hematoxilina. Aumento: 1OOX.

.4

Las indicaciones del proveedor alertan que la solución de ácido siálico

puede llegar a contener trazas de enzimas proteolíticas. Para descartar que el

resultado obtenido se deba en parte a la actividad proteolítica de la solución de

neuraminidasa, se realizó un ensayo de caseinólisis radial sobre un sustrato de

caseína. Este ensayo, no reveló actividad proteolítica alguna aún a las 72 h de

incubación (datos no mostrados).
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l'filcamino de presentación utilizado para referirse a los trabajos realizados

en la evaluación de la actividad antitumoral de las vacunas presentadas en esta

tesis, comienza con una exposición de los resultados obtenidos de la

caracterización de las líneas celulares utilizadas y del modelo murino empleado

en cada caso. ¡’l p0.r/e¡7'027',se describen los ensayos realizados con el fin de

evaluar los efectos tóxicos de la vacunación en los modelos murinos elegidos

para así llegar a la valoración de las capacidades antitumorales de las vacunas.

Finalmente, se puntualizan los resultados que demuestran las consecuencias

inmunomoduladoras de las vacunas _\' las características que presentan las

respuestas humoralcs antitumorales que ellas desencadenan.

Actividad antitumoral de un anticuerpo antidiotípico generado a partir de

NgGM3

(fu/wr/w'zÏ-{nn'áu(/c/ ¡”oda/0 ('////)/€n(/0_y ('I'u/I/ur/áu (le /a rav/ridad (la /z¡ mal/m.

La línea celular F3ll deriva de un adenocarcinoma mamario murino

singenica con la cepa de ratones Balb/c la cual fue seleccionada ¡II ¡'¡lma partir

de una línea mantenida en ratones denominada M3. lintre las características

estudiadas se remarca que éstas células presentan un genotipo cercano a la

triploidía, crecen manteniendo una morfología fusocelular ¡II rilro, secretan a la

matriz extracelular fibronectina ademas de expresan el receptor de urokinasa en

su superficie celular, una enzima involucrada en los procesos de invasión y

metástasis tumoral”.

La inoculación s.c. ¡II l'l'I'Í)de estas células genera un crecimiento que

aunque inicialmente se limita al sitio de inyección, alcanza a degradar el plano

epidérmico generando en ultima instancia una ulceración visible en cl flanco del

animal. l-‘lldesarrollo de metástasis pulmonar en este modelo alcanza al 97% de

los animales a los 60 días posteriores a la inoculación, con una media de 6

metástasis por animal.
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Considerando sus particularidades fenotípicas y su comportamiento tanto

¡II vitro como ¡n vil/o,la línea F311 muestra un alto nivel de desdiferenciación,

características altamente asociadas a la malignidad tumoral.

fin la presente tesis, se presentó que la portación tumoral en los ratones

produce efectos asociados con la estimulación en la proliferación de las células

blancas de la sangre. Una marcada esplcnomegalia, no asociada a la aparición de

focos tumorales en el órgano, se ha registrado en todos los animales estudiados

portadores dc tumor. El aumento de tamaño en el bazo se asocia positivamente

con la carga tumoral, sugiriendo una relación causal entre ambos eventos.

Además, el estudio histológico reveló una conspicua mielopoyesis extramedular

tanto en el bazo como en cl hígado. También se registró una celularidad cercana

al 100% en la médula ósea con una relación mielo-eritroide de 10:1, estando

estos parametros marcadamente desviados de la normalidad.

Se evaluó la respuesta de las células tumorales al GM-CSF, una citoquina

con comprobado efecto hematopoyeticoz'l‘l. Para esto, células F311 crecidas in

¡Ji/rofueron cultivadas con el agregado de distintas cantidades de GM-CSF,

valorando posteriormente la respuesta proliferativa. Los resultados muestran

que el GM-(ÏSF es un factor mitogénico de las células F311.

Analizando en conjunto estos resultados, se puede inferir que la portación

tumoral puede. ser responsable de la secreción de factores mitoge'nicos que

actúan sobre las celulas blancas de la sangre, generando una respuesta sistémica

patológica que cursa paralelamente al cuadro canceroso.

Por lo expuesto, el GM-(ÉSI: se convierte en un posible candidato

responsable de este efecto. Ya que se conoce que su inyección a nivel sistémico

genera un cuadro similar al descripto y que además -como se demostró- es un

factor mitogónico importante en esta línea tumoral. Datos obtenidos de ensayos

realizados sobre la línea M3, demuestran que estas celulas secretan activamente

GM-(ÉSF al medio extracelularl ’Ï
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Por todo esto podría especularse que el GM-CSF es una citoquina con

actividad mitogénica autóloga en el tumor F311y que su exceso en el organismo

determina un cuadro patológico basado en la mielopoyesis extramedular y la

movilización leucocitaria. lil perfil de expresión de gangliósidos de las células

F311 no fue abundantemente explorado aunque se conoce que expresa

mayormente gangliósidos complejos oligosialilados (datos no reportados). Sin

embargo, con el objetivo de determinar si esta línea es un buen modelo dc

estudio para evaluar el efecto de la vacunación con el anticuerpo anti-idiotipo

1E10, se realizaron pruebas de reactividad por inmunohistoquímica con el

anticuerpo P3 -Ac1 responsable de la generación del lElO- sobre células F311

crecidas ¡17¡»i/ro.

Mientras que el anticuerpo anti-idiotípo no demostró reactividad contra

las celulas, el anticuerpo P3 mostró un marcado reconocimiento. listos

resultados alientan el uso de la línea celular y el modelo murino singénico en pos

de evaluar el efecto antitumoral del anticuerpo anti-idiotipo.

Previo al comienzo de los ensayos de evaluación antitumoral, se valoró las

consecuencias tóxicas que implican la vacunación con el anticuerpo junto con

Alumina o acoplado a la proteína KLH.

La aplicación diaria de 50 pg del anticuerpo ¡unto a AIúmina no generó

alteraciones importantes en el comportamiento de los animales, tampoco

produjo modificaciones en los niveles de ingesta de alimento ni de agua. Se

realizaron autópsias de los animales a los siete y catorce días de inyección diaria.

Los efectos mas notorios se encontraron en pulmón (congestión vascular

acentuada), hígado (degenerack'm balonizante) y riñón (necrosis en parte del

parénquima) notoriamente mas acentuados en las autopsias de los animales

realizadas al día siete. Tambien se observó hipercelularidad en médula ósea y

mielopoyesis extramedular en bazo.

Resultados similares se encontraron en el analisis de los animales

sometidos a la vacunación cada catorce días con el anticuerpo anti-idiotipo
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unido covalentemente a KLH. En esta condición también se observó un

aumento de celularidad en la me'dula ósea con focos de mielopoyesis ectópica en

hígado. Cabe destacar que estos resultados se refieren a los obtenidos de

distintos ensayos de progresión tumoral con vacunación. No se puede ignorar el

efecto fisiológico que causa la presencia del tumor F311sobre el hospedador los

cuales fueron expuestos anteriormente, por lo que este factor debe ser tomado

en consideración.

Los resultados obtenidos indican que la vacunación con 11310en las dos

presentaciones ensayadas, presenta un nivel de seguridad aceptable. Siendo sus

efectos mas visibles la proliferación y movilización leucocitaria, los cuales

pueden estar asociados a los efectos inmunomoduladores de la vacuna.

Aunque como se mencionó anteriormente, este anticuerpo presenta un

alto nivel de seguridad; en ensayos a realizarse en seres humanos no debe ser

menospreciada la respuesta contra los anticuerpos de origen murino que se

pueda generar. Esta respuesta es conocida como respuesta HAMA (del inglés

I'll/Illa”Ami-¿HomeAll/¡[20(0)siendo un evento de aparición normal en la mayoría

de los pacientes reclutados en protocolos de vacunaciones que involucran

proteínas animalesm'z'ï

La discusión sobre los efectos que desencadena la respuesta HAMA está

centrada en lo nocivo que ella puede ser a los fines terapéuticos del tratamiento.

lis por esto que una estrategia para evitar este tipo de respuesta se basa en la

utilización de anticuerpos humanizados, osea anticuerpos en donde se reduce el

componente proteico animal a la mínima expresión útil (solo el idiotipo)

‘ l ' d l l ' = ‘ ‘ 2' . 23'.23s.2.wrcmp azan o o (emas por regiones protucas humanas . Sin embargo

varios trabajos presentan resultados que demuestran que la respuesta HAMA

desarrollada en protocolos clinicos oncológicos no interfiere con la respuesta

antitumoral de las vacunasl‘w o que inclusive en ciertos casos que involucran

respuestas anti-idiotípicas, da indicios de aumentar los beneficios del
. w.tratamiento“ H.
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Propia/(¡der all/l'I/I/I/omlet n’e/a mama.

Para evaluar los efectos antitumoralcs del anticuerpo, animales Balb/c

fueron inmunizados con 50 ug por dosis del preparado vacunal ll‘Llo-KLII cada

14 días llegando a un total de nueve inmunizaciones, en donde siete días después

de la tercera inmunización se realizo el desafío tumoral.

Mientras que los lotes inmunizados solamente con el vehículo, con KLH

solo o con el anticuerpo 11310no acoplado mostraron curvas de progresión

tumoral similares, el grupo de animales vacunados con el complejo 1H10-KLH

demostró una cinética de crecimiento tumoral significativamente menor.

lil análisis del recuento de metástasis espontáneas en pulmón demostró

que los animales tratados con la vacuna Hilo-KLH fueron capaces de

desarrollar menos metástasis que los animales pertenecientes a los demás

grupos. Ademas, se pudo observar que los animales vacunados con “¿lO-KLl’l,

demostraron un menor nivel de invasión de la epidermis, aunque no significativa

con los demas grupos.

l,os resultados demuestran que el preparado vacunal llilO-KLH presenta

actividad terapéutica de relevancia en el modelo murino estudiado, indicando las

potencialidades terapéuticas de la vacuna en tumores que tengan un perfil

similar.

Rar/marta ¡”lluvia/(kim {larzlrv'l/I/ar/apor /u I'm‘I/I/zm'o'll.

Finalmente, buscando valorar la respuesta humoral desarrollada por la

vacunación, diluciones de sueros de ratones inmunizados, se utilizaron en

ensayos de inmunohistoquímica contra cortes de tumor F311.

listos resultados muestran que los sueros de los ratones vacunados

solamente con el vehículo o con el anticuerpo no coniugado, no presentan

reactividad contra los cortes tumorales. Sin embargo, una marcada respuesta
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inmune humoral tanto en los ratones inmunizados con el preparado vacunal

como en los que solo recibieron la proteína KLH.

La reactividad observada en el analisis de los resultados obtenidos usando

el suero de ratones vacunados con KLH, puede buscar una interpretación en el

protocolo de inmunización utilizado. La inmunización de los ratones se realizó

con tres dosis previas al desafío tumoral y cuatro posteriores al mismo. La

proteina KLH ha demostrado potentes efectos inmunomoduladores en varios

protocolos experimentalesm, por lo que la aparición de la reactividad sérica

podría deberse a la simultaneidad entre las inmunizaciones y el desafío celular,

actuando este último como un componente mas del proceso de inmunización.

Trabaios que estudian el efecto antitumoral de la proteína KLH, resaltan

las características propias que esta proteína podría tener en el tratamiento de

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

cáncer de ovario. La proteina KLl-l presenta arreglos azucarados del tipo (B1-3)

N-acetil galactosaminaz'n, el cual cruza con epítopes azucarados propios de

tumores epitelialesm. listos trabajos indican que la proteina KLl-l per .repodría

tener un efecto inmunomodulador capaz de generar una respuesta reactiva

contra las células tumorales. Por lo tanto, existe la posibilidad de que la

vacunación con KlQH genere una respuesta humoral con la habilidad de

reconocer a las células tumorales Iïi3ll pero que esta respuesta humoral no sea

capaz de desarrollar una correcta _\' efectiva actividad antitumoral en las

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

melanoma murino.

(,‘zll'zlrterz'zadóflr/e/ mode/0 amp/carla y evaluar/(¡li (le /a ¡ox/ridad ¡le /a ¡mw/m.

lïin este trabajo se demostró que las células Bló y F311 presentan un

distinto perfil de expresión de NaCGM3. Esta disparidad fue constatada a través

dc la utilización de un anticuerpo monoclonal que presenta reactividad

específica contra el gangliósido NacGM323", tanto por su determinación por

cítofluorometría de flujo como por la técnica de inmunohistoquímica. La

preincubación del anticuerpo con el gangliósido soluble demostró que este

reconocimiento era específico de la presencia del gangliósido en las Células.

Mientras que las células Bló mostraron una marcada positividad, las F311fueron

en todos los casos negativas. lista diferencia de expresión puede ser indicativa

del diferente comportamiento que demostraron estas celulas ¡II¡'¡lroen respuesta

al agregado exógeno del gangliósido. Sugestivamente se constató una respuesta

positiva en presencia del gangliósido y suero fetal bovino, mientras que 13311

demostró el comportamiento inverso. No se encontraron evidencias de que la

inhibición del crecimiento registrada en las celulas F3ll fuera debida a efectos

eitotóxieos o a inducción de procesos de apoptosis masiva _vaque estos eventos

no pudieron ser demostrados a traves de las técnicas empleadas. Esto indicaría

que la inhibición de crecimiento registrada en las celulas F311 sería consecuencia

de un efecto citostatico del gangliósido.

listos resultados no son encontrados con lo reportado en literatura _\'aque

como se mencionó anteriormente, los gangliósidos pueden estar involucrados
243 244.245tanto en respuestas proliferativas como antiprolifcrativas actuando en

' ' ' 412-”
muchos casos como co-receptores de factores de crec1m1ento ’ ’.

Xiao-Qi et al. han demostrado que la sobrexpresión de NacGMÏí en una línea de

queratinocitos humanos inhibe la respuesta proliferativa de estas células al lïiGF

mediante la inhibición de la vía de fosforilación de la quinasa Scr _\'la fosfatidil
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inositol 3 quinasaz“. Las células utilizadas para estos experimentos no expresan

naturalmente el gangliósido NacGM3 aunque si el EGFr, caracteristicas

similares a la línea celular murina I-i3ll.

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

de expresión del gangliósido NacGM3 entre las células responde a la

combinación entre las necesidades que tiene cada célula para responder a su

medio ambiente y el camino de mutaciones por el cual atravesó hacia la

inmortalidad, condiciones que determinan su respuesta proliferativa. Es por esto

que la expresión de NacGM3 en las células de melanoma B16 no es solamente

un evento consecuente de la transformación celular, sino que es un factor

regulador de estas células a las condiciones ambientales.

En la evaluación del modelo de estudio murino empleado se valoró la respuesta

tumoral producida por la inyección subcutanea de las células de melanoma Bló.

La inyección de 5x10" demostró ser el inóculo que asegura una incidencia

tumoral mayor al 50%. lis interesante destacar que la latencia tumoral no varía

entre los distintos lotes de ratones desafiados, mientras que la incidencia es el

valor que correlaciona con la carga del desafío.

Consecuentemente con la información recogida, los datos indicaron que

la línea (le melanoma murina Bló es un buen modelo de estudio para evaluar el

efecto antitumoral de la vacuna NacGM3/VSSP. Ya que expresa el antígeno

blanco de la vacuna y es capaz de desarrollar tumores ¡11I'ÍIY).

Se presentaron también los resultados realizados tendientes a valorar el efecto

tóxico que pueda tener la vacuna. lin una serie de experimentos se inyectaron

ratones con 4 dosis de 120 pg por dosis por via i.m. ya que según experimentos

preliminares realizados en el Centro de Inmunología Molecular (CIM) de l,a

Habana (Cuba), este resultó ser el protocolo óptimo de generación de respuesta

humoral contra el gangliósido en ratones. Los indicios de toxicidad en estos

animales fueron mínimos, siendo el mas llamativo una hiperplasia r‘activa en
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bazo, probable consecuencia del efecto inmunomodulador de los componentes

de la vacuna.

También se evaluó la toxicidad de la vacuna en condiciones de

administración diaria. Los animales fueron inyectados durante 15 días en forma

consecutiva por vía i.m. Los animales mostraron buena tolerancia al tratamiento.

lïil consumo de agua, la ingesta de alimento y el comportamiento individual y

social de los animales no mostró diferencias entre los sometidos al protocolo y

los normales. El analisis autópsico histopatológico reflejó nuevamente una

marcada esplenomegalia a costa (le un proceso de mielopoyesis extramedular.

Como efecto de toxicidad mas dramático se pudo constatar que en un 5% de los

animales se encontraron imagenes de hemorragia en pulmón en el espacio

subpleural.

Los datos reportados en literatura tanto de los ensayos pre-clínicos como

de los obtenidos de los ensayos de fases clínicas han demostrados que las

vacunas oncológicas que no involucran la inyección de interferón, interleukinas

o anticuerpos (en algunas formulaciones) presentan baja o nula toxicidadz‘".

(Íoincidentemente, nuestros resultados demostraron un alto nivel de seguridad

para este preparado vacunal.

I’nfiiw/ur/er tl/l/Í/ll/l/(Il'tI/(‘J (/r /(l l'fll‘lllltl.

Los efectos antitumorales de la vacuna se evaluaron utilizando un

protocolo de cuatro dosis cada 14 días de 120 pg por dosis el cual asegura el

nivel maximo en el título de anticuerpos reactivos a NacG.\l3. lil desafío celular

se realizó entre 7 y 21 días posteriores a la cuarta inmunización. La elección de

este momento para realizar el inóculo de celulas tumorales se debe a que

ensayos preliminares demostraron que el desafío a comienzos del proceso de

inmunización desarrolla una progresión tumoral que no permite alcanzar una

respuesta inmune apropiada que consiga detener el crecimiento del tumor (dato

no mostrado). l'iste hecho queda claramente demostrado si 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 mayoría (>80"/o) el día 60. En ratones desafiados en

los cuales el tratamiento se comienza al momento del desafío tumoral, la cuarta

inmunización es aplicada en individuos con un alto grado de progresión de la

enfermedad.

Los ensayos de evaluación del efecto antitumoral de la vacuna mostraron

un contundente efecto protector en ratones desafiados con 5x103 celulas.

Desafíos con una menor cantidad de células redundan en la protección del

100% de los animales aunque esta protección no es significativa debido a la baja

incidencia registrada en los animales control. La inyección de cantidades

mayores de células excede la capacidad del sistema inmune del animal en

articular un efectivo rechazo. Sin embargo, en la evolución tumoral de los

distintos tratamientos se registró una disminución significativa en la portación

tumoral de los ratones tratados.

Se encontraron resultados comparables cuando se repitió el experimento

utilizando células provenientes de cultivos primarios, con el fin de evaluar el

efecto de la vacuna sobre celulas seleccionadas previamente ¡17m'o por su

capacidad de generar tumor.

La vacuna también demostró una cierta actividad dosis dependiente

cuando se inmunizaron ratones elevando la masa del preparado vacunal en las

dosis. Los ratones fueron inmunizados siguiendo el protocolo clásico (4 dosis

cada l4 días) aunque en tres niveles de dosis distintos (120 pg, 240 pg _v360 pg).

En estas condiciones se pudo observar una respuesta antitumoral dependiente

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

vacuna.

Otras vacunas a base de gangliósidos han sido utilizadas en protocolos de

fase clínica, como la vacuna (iDZ-lactona-lx'LH o la (ïMZ-KLH, las cuales _va

han sido mencionadas en la introducción. lin estas vacunas las dosis explotadas

no superan los 7() ug por dosis sin registrar en ninguno de los casos exclusiones
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, . . . . _"() 3:
de los protocolos CllnlCOSdebidos a eventos de toxtctdad" 'l 3. Sin embargo, la

comparación de masas entre las distintas dosis no arroja conclusiones de valor

ya que, si se asume que el peso molecular de los distintos gangliósidos es casi el

mismo, la masa de las distintas vacunas depende en gran medida del peso

molecular de los distintos mm'wzrutilizados.

lis interesante realizar en este punto una comparación de las similitudes y

diferencias que esta vacuna presenta en relación a la vacuna GMZ-KLH

presentada por el grupo de Phillip Livingston. Como se mencionó en la

introducción la vacuna GMZ-KLH no demostró diferencias terapéuticas de

importancia con respecto a un grupo de pacientes tratados con INF-aZbH“.

Sustanciales diferencias existen para alimentar mayores expectativas con

la vacuna NacGM3/VSSP. l'in primer lugar, aunque ambas estan formuladas a

base de gangliósidos asociados a las celulas de melanoma, la tolerancia

antigénica del organismo hacia GMZ es mucho mayor que hacia NaCGMÏ’),lo

que implica que lograr desencadenar una respuesta inmunológica hacia

NacGM3 implica una respuesta de tipo mas específica. La formulación de

ambas vacunas presenta caracteristicas totalmente diferentes. Mientras que la

GMZ-KLl-l se compone de la unión covalente del gangliósido al mm'er

bacteriano, la unión del NaCGM3 a su contraparte bacteriana está dada por

interacciones hidrofóbicas en la vacuna NacG.\I3/\'SSP lo que le confiere -en

su asociación con el advuvante inmunológico- caracteristicas de mezcla de fases:

agua-aceite. Importantes trabajos señalan que este tipo de formulaciones

desarrollan una fuerte v duradera respuesta inmunológicaz‘w‘z'w.Finalmente, es de

destacar que la contraparte VSSP esta dada por un abanico de proteínas y lípidos

bacterianos que presentan una potente actividad inmunomoduladoraw'.

Se valoro el efecto que tiene la variación en el numero de dosis aplicadas a

los animales referente al efecto antitumoral de la vacuna. Los resultados

demostraron que con tres dosis no se alcanzó un buen nivel de protección
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mientras que la aplicación de nueve dosis no generó una respuesta tal que actúe

en detrimento de la actividad antitumoral de la vacuna.

La memoria antitumoral desarrollada luego de la inmunización con el

esquema clásico de vacunación (120 pg), superó los tres meses luego de la cuarta

inmunización considerando una protección mínima del 50%. Este hecho sería

indicativo de la necesidad de re-inmunizar cada tres meses en pos de mantener

la actividad antitumoral en los animales.

Los parámetros evaluados de la respuesta que genera la inmunización con

la vacuna NacGM3, revelan que la vacunación puede efectivamente rechazar

implantes pequeños de células tumorales, lo cual indicaría' que podría ser

utilizada en pacientes libres de enfermedad en pos de prevenir la recaída clínica

en consonancia con las expectativas que se depositan ho_ven día en las vacunas

oncológieas (Abou-iawde). liste tipo de tratamientos ocupan en la actualidad un

lugar en las alternativas clínicas que estan siendo testeadas como

complementarias a las terapias convencionales más agresivasz'fi. El sistema

inmune por si solo dificilmente puede conseguir la regresión de una masa

tumoral importante. Sin embargo luego de la remoción quirúrgica del tumor

primario v posterior a los protocolos quimioterapeuticos aplicados normalmente

post-cirugía, el paciente se encuentra en una condición con muy pocas

alternativas de tratamiento y con una posibilidad cierta (en muchos casos no

menor) de recaída en la enfermedad. En este momento las vacunas oncológicas

pueden ofrecer sus potencialidades de modulación del sistema inmune con cl fin

de remover definitivamente del organismo los residuos microscópicos de focos

tumorales.

La especificidad en la respuesta antitumoral que la vacuna desarrolla se

puso de manifiesto cuando ratones inmunizados fueron desafiados con células

con diferente expresión de gangliósidos. L'sando la mínima cantidad de Células

que asegura el 100% en la toma tumoral, ratones singénicos (:57bló ó Balb/c

fueron desafiados con células B16 v l'53ll respectivamente a 21 días luego de la
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cuarta dosis de inmunización. Mientras que los ratones C57bl6 inmunizados

lograron rechazar positivamente el 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 el rechazo

tumoral una consecuencia de la diferencia de patrón inmunológico existente

entre las cepas murinas o se debe a la distinta expresión de gangliósidos de las

células usadas? Los sueros provenientes de animales inmunizados con

NacGM3/VSSP de ambas cepas de ratones fueron capaces de reconocer a

células Bló por inmunohistoquímica tanto sobre cortes de tumor como de

células crecidas 1'17¡»i/r0,sugiriendo la existencia de una alta similitud en la

respuesta humoral desarrollada por la vacunación en los dos tipos de ratones.

lín consonancia, lïisteves et al. demostraron que la inmunización con

NacGM3/VSSP desarrolla un perfil de anticuerpo similarzs”.Por el contrario la

presencia de NacGM?) en las celulas Bló v la poca o nula expresión de este

gangliósido en las células F311, permite hipotetizar que este podría ser el factor

responsable del disímil comportamiento antitumoral.

Res/mala ¡II/mmo/(¿gím (/c'xzzlv'o/álr/upor /a I'z/¿‘I/¡Izn‘io'n

Los parámetros inmunológicos evaluados se centraron básicamente en la

respuesta humoral generada a partir de la inmunización con la vacuna. Ratones

inmunizados con el protocolo clasico de vacunación fueron sangrados 21 días

posteriores a la finalización del protocolo.

lil análisis mediante el ensayo de liLlSA de los anticuerpos presentes en

los sueros mostró títulos bajos de reactividad contra placas sensibilizadas con

distintos tipos de gangliósidos. l-Ésteresultado es congruente con lo reportado

por otras vacunas a base de gangltostdos‘“. La causa podria estar dada por la

suma entre la baja antigenicidad de estas moléculas _va las dificultades tecnicas

que implica la realización de lil.lS¡\ con antígenos no proteicos. Tomando en

consideración lo antes expuesto, se determinó en 80 el título crítico para
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considerar a un suero como respondcdor. Sobre un total de 8 ratones analizados

de la cepa C57 y 5 de Balb/c, el 50% y el 40% respectivamente mostraron

seroconversión del isotipo IgM, mientras que un 50% y 6000 lo hicieron para

lgG. El análisis del perfil de isotipos de anticuerpos presentes en los sueros,

mostró que el isotipo IgGZb es el mas representado.

Por otro lado en los sueros inmunes se encontró una fuerte reactividad

contra las células Bló. Esta actividad se puso de manifiesto a través de la

valoración tanto por inmunohistoquímica sobre cortes de tumor o cultivos

celulares como por citofluorometría de flujo sobre células vivas. En estos

ensayos se puso de manifiesto también que los sueros inmunes no reconocen en

cambio células F3Il que, como ya se mencionó, no expresan NacGM3 en

membrana. La tinción observada en el ensayo de inmunohistoquímica sobre

celulas F3“ presenta un patrón que podría ser interpretado como marcación

intracelular. Lo que coincide con que estas células no fueron reconocidas por los

sueros inmunes en los ensayos de citofiuorometría usando Células vivas (la cual

no permite la marcación intracelular). lis interesante destacar la concordancia

que presentan los resultados derivados de estas dos técnicas en la valoración del

reconocimiento de los sueros contra las distintas células tumorales.

La capacidad de lisar celulas a traves de la activación de complemento fue

evaluada en estos sueros, observándose que estos anticuerpos son capaces de

activar al sistema de complemento en forma dilución dependiente sobre células

B16. l'iste efecto no fue observado utilizando como células blanco esplcnocitos

de ratón, lo cual reconfirma la especificidad de la respuesta liumoral desarrollada

por la vacunación.

También se realizaron ensayos para evaluar la reactividad de los sueros

provenientes de pacientes incluídos en el protocolo clinico. Este protocolo se

realizó entre el año 1999 y 2002 e incluyó 21 pacientes con melanoma de

estadios elevados. Sueros de ocho pacientes de este protocolo fueron utilizados

en inmum)histoquímicas heterólogas sobre cortes de tumor de melanoma. Dos
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de los cuales mostraron seroconversión a costa del isotipo IgG mientras que

uno lo hizo a costa del IgM. Uno de estos pacientes, presentaba una enfermedad

metastasica con múltiples metástasis subcutaneas. Este paciente tuvo una

respuesta parcial al tratamiento con aclaramiento epide'rmico perimetastásico y

signos de involución en ciertas metástasis. El suero de este paciente fue testeado

ademas en forma autóloga contra un corte de metástasis abdominal el cual

demostró ser positivo para NacGM3, reflejando una marcada reactividad.

Resultados similares fueron encontrados en un trabajo en colaboración

realizado entre nuestro laboratorio y el CIM. En este trabajo se pudo observar

en forma preliminar que los pacientes bajo tratamiento inmunterapéutico,

muestran scroconversion sobre cortes de tumores de archivo h()spitalario253.El

análisis serico a traves de este tipo de técnicas sobre material autólogo o

heterólogo no encuentra antecedentes de publicación en ensayos de otras

vacunas oncológicas.

Finalmente, se buscó determinar el arreglo molecular sobre el cual está

montada la respuesta humoral producto de la vacunación. Para ello, se

realizaron incubaciones con Neuraminidasa, una enzima que remueve

específicamente el residuo de acido sialico, sobre cultivos celulares o cortes de

tumor fijados en los cuales se valoró posteriormente la reactividad de los sueros

inmunes. listos experimentos indicaron que el acido siálico es un residuo

fundamental en el reconocimiento de los sueros de las células tumorales.

lil acido sialico es un componente comun en la superficie celular. No sólo

por la presencia de gangliósidos en la misma sino porque además es

componente de los residuos azucarados presentes en muchas proteinas

glicoliladasgñl. ¡\ raíz de ello existe la posibilidad que la respuesta humoral

observada no este únicamente direccionada contra gangliósidos sino en general

contra un arreglo azucarado particular que involucra la molécula de acido siálico.

lin definitiva los resultados obtenidos indican que los sueros provenientes

de los ratones inmunizados con la vacuna presentan un perfil de anticuerpos
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con predominio de IgGZb, que estos anticuerpos solo reconocen a las células

que expresan NacGM3 en su membrana plasmática, que son capaces de activar

el sistema de complemento en contra de las celulas tumorales y que este

reconocimiento humoral está montado sobre las moléculas de ácido siálico

presentes en las células.

La inmunoterapia basada en gangliósidos incluyendo a aquellas que

utilizan moléculas purificadas como a las que incluyen anticuerpos anti-idiotipos,

parece conformar una alternativa de intensa investigación en los protocolos

clínicos del futuro. La finalización de los ensayos de fase ll y lll que se están

realizando en la actualidad va a esclarecer los beneficios que presentan estas

vacunas para el tratamiento de pacientes con melanoma y cáncer de mama con

enfermedad residual que se encuentren en alto riesgo (le recidiva. La

investigación básica proveerá un mejor entendimiento de los mecanismos

inmunológicos involucrados en el rechazo tumoral inducidos por la vacunación

con gangliósidos. Además los modelos animales preclínicos de cáncer serán de

importancia capital en el estudio de las potenciales acciones sine'rgicas de estas

vacunas en combinación con los agentes antitumorales convencionales. La

rápida transferencia de los resultados preclínicos relevantes hacia los ensayos

clínicos mejorarán los beneficios que puedan recibir los pacientes con cáncer.
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o La línea celular F311 es reactiva al anticuerpo P3, lo que la convierte en
una buena herramienta como blanco celular en la terapia con la vacuna
“¿510.Por su parte Las células Bló expresan NacGM3 en su membrana
por lo que se convierten cn células blanco apropiadas para la terapia con
NachI3/VSSP

o Las células F311 responden a la adición de GM-CSF ¡11¡,v'lrolo que —
asociado al fenómeno de proliferación v movilización leucocitaria que
estas células desencadenan in vivo- sugieren una destacada participación
de esta citoquina en el crecimiento de los tumores F311.

o El estudio ÍIZvitro de las líneas celulares elegidas demostró un perfil de
respuesta diferente al gangliósido NacGM3, asociado al distinto patrón de
expresión de gangliósidos en membrana existente entre las líneas.

o Los modelos murinos de cancer evaluados, tanto de mama como de
melanoma, ofrecen características de desarrollo de la enfermedad
compatibles con la evaluación de la respuesta antitumoral desencadenada
por las vacunas.

o Ambas vacunas demostraron no alterar los parametros de
comportamiento y alimentación en los animales, tanto en su aplicación
diaria como en la utilizada para la inmunización de los animales. Además
no se observaron daños significativos en el analisis histológico dc sus
órganos.

o l.a vacunación con el preparado vacunal llilO-KLl-l produce un nivel de
rechazo tumoral en los ratones, expresado en un retardo de la tasa de
crecimiento tumoral y en la reducción del número de metástasis
espontánea. Los sueros de los ratones inmunizados reconocen
específicamente a las celulas del tumor F3ll.

o l.a vacunación preventiva de los animales con la vacuna NacGh‘B/VSSP
desencadena una respuesta antitumoral capaz de rechazar al desafío
tumoral con 5000 celulas Bló. lil desafío con inóculos mayores muestra
diferencias en la tasa de progresión de los tumores con respecto a los
lotes no vacunados. Ademas se demostró que estos resultados se repiten
en los ensayos realizados con celulas Bló derivadas de cultivos primarios
de tumor.

o La vacunación con NacGM3/VSSP demostró un perfil dosis dependiente
escalando la dosis hasta 360 pg. Ademas se observó que la vacunación

con 120 pg no se mejora por el aumento de inoculaciones y que en el
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protocolo clásico 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 está ligado a la expresión del gangliósido NacGM3 en la
membrana de celulas blanco.

o El perfil de inmunoglobulinas desarrollado por la vacunación con
NacGM3/VSSP tiene una presencia mayoritaria del isotipo IgGZb. Estos
anticuerpos reconocen 2'11Litroa los componentes de la vacuna. Además,
reaccionan postivamente ante cortes de tumor B16 y células B16 crecidas
2'11vitroy son capaces de desarrollar una respuesta citotóxica 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.



Materiales y métodos



Materiales y métodos

Ratones

Se utilizaron ratones de la cepa CS7BL/6i y BALB/c de 8 a 14 semanas de edad

y un peso de 20 a 25 g, en la experimentación con los modelos singénicos de

melanoma Bló y de carcinoma mamario F311, respectivamente. Los ratones

fueron suministrados por el bioterio del Instituto de Oncología “Angel ll.

Roffo” de la Universidad Nacional de Buenos Aires o por el bioterio de la

Facultad dc Veterinaria de la Universidad Nacional de la Plata y se mantuvieron

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

con comida y agua zm'[ÍÍJÍ/Il/Il.

Líneas celulares

Células de melanoma murino BlóIïo (moderadamente metastasica)255_vBlóFlO

(altamente metastásica):50 singenica con ratones C57bl/6 fueron cultivadas en

D-MliM (Gibco BRl.) con 10% de suero fetal bovino (SPB), glutamina 2 mM,

tetraciclina 10 ug/ml, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 1 ing/ml y

anfotcricina B 0,25 ug/ml. La línea se mantuvo con 2 repiques semanales

usando tripsina 0,05% v lil)'l'¡\ 0,53 m.\l en PBS para levantarlas.

(lomo modelo de cancer mamario, se utilizó la linea celular F3ll (altamente

invasiva y metastasica), singenica con ratones BALB/CF. Las celulas se

cultivaron en MlíM (Gibco BRL) suplementado con SFB 5%, glutamina 2 mM

y 80 [lg/ml de gentamicina. La línea se mantuvo con 2 repiques semanales

usando tripsina 0,05% y liD'l'A 0,53 mM en PBS para levantarlas.

Anticuerpos

lil anticuerpo monoclonal murino 3125901-6(International Bioscience,

'l'okyo, japan) fue utilizado para confirmar la presencia o ausencia del

gangliósido NacGM?) en las lineas celulares. l'íl anticuerpo monoclonal (mAc)

murino anti-idiotipo 11510(lgGlK) reactivo al mAc P3 (lngï Los hibridomas

productores del anticuerpo se inyectaron en la cavidad peritoneal de los ratones
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purificándose posteriormente los anticuerpos a partir del fluido ascítico. Esta

purificación se realizó utilizando una columna de Sepharosa-Proteína A

(Amersham Pharmacia Biotech).

Vacunas

NacGM3/VSSP: La vacuna a base del monosialogangliósido NacGM3 fue

producida y generosamente provista por el Centro de Inmunología Molecular de

La Habana, Cuba. El gangliósido NacGM3 fue purificado a partir de eritrocitos

de perro e hidrofóbicamente conjugado con vesículas lipoprotéicas de

membrana externa de Neixxm'a Meniqg/Iír/Ikcepa 38519-. La extracción del

gangliósido se realizó siguiendo el protocolo de extracción publicado por Folch

et al.250y su incorporación a las vesículas bacterianas fue realizada utilizando una

modificación del procedimiento de Lowell ct al.3("'.Brevemente, vesículas de

Armar)! ¡lle/Il'qgílidity NacGMÏ) se disolvicron en buffer 0,1M 'l'ris-HCI, pH 8,5,

conteniendo deoxvcolato de sodio _vdodecilsulfato de sodio y posteriormente sc

dializaron para remover los detergentes. liste método permite que los

gangliósidos _vlos complejos lipoprotéicos bacterianos generen vesículas de

pequeño tamaño altamente hidrosolubles, denominadas VSSP (l/egjv.S'Iiml/.Yz'ze

Pro/ro/¡poxo/Im).Al momento de aplicación el coniugado NacGMÏi/VSSP se

emulsionó con un volumen de Montanidc ISA 51 (Seppic, France) utilizado

como ad_vuvanteinmunológico.

lHlO: Para los ensayos de actividad antitumoral, el anticuerpo monoclonal

murino 11310, generosamente provista por el Centro de Inmunología Molecular

de La Habana, Cuba, se coniugó covalentemente con la proteína KLH del

crustáceo illqgal/me.[mm/um cu_vonombre en inglés es Key/¡aleLVI/pet l‘le/Ilaa'nfll'fl,

el preparado vacunal consistió en la emulsión de una solución acuosa

conteniendo llílO-KLH con advuvante completo o incompleto de l’reund.
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Proliferación in vitro

(Jon el objeto de caracterizar la respuesta proliferativa de las líneas celulares en

estudio al agregado exógeno del gangliósido NacGMÍ’), se llevaron adelante

ensayos colorimétricos ¡IIvil/"0.En placas de 96 fosas se sembraron 5-10 x 10" cel

/ fosa en medio suplementado con 5% de SPB. Al dia siguiente de la siembra,

las células fueron lavadas con buffer PBS e incubadas por 48 h en el mismo

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

100 pg/ml) de NacGM3 (Sigma). Las monocapas fueron luego lavadas y fijadas

con formaldehído al 3,7% en PBS. Posteriormente se tiñcron las células con una

solución de Azul de Toluidina al 0,5% en agua. Luego de dos lavados con PBS,

el colorante retenido en la monocapa se solubilizó utilizando una solución de

SDS al l" o. lil color de la solución se leyó en un espectrofouimetro de placa a

595 nm.

Ensayos de toxicidad subaguda de los preparados vacunales

Vacuna NacGM3/VSSP: Dos lotes de ll) ratones machos o hembras de 8 a 10

semanas de edad de la cepa (IS7Bl./(), fueron inmunizados por vía i.m.

diariamente con 120 ug de Nac(}l\l3/\'SSP, emulsionado en relación 1:1 con cl

adyuvante Montanide lSA 5], en un volumen final de 0,1 ml. La inyección se

realizó en los muslos, alternando. el sitio de inyección diariamente entre

izquierdo _\'derecho. l.os ratones fueron controlados periódicamente respecto

de la ingesta de alimento, agua, comportamiento y estado general. ¡\l finalizar el

experimento los animales fueron sacrificados por dislocación cervical, se realizó

una autopsia completa _\'se fijó material del sitio de inyección muscular, hígado,

pulmón, riñón, corazón, cerebro, bazo _\'me'dula osea para un completo análisis

histopatológico.

Vacuna llilO: 'l() ratones de la cepa Balb/c adultos hembras o machos, de ll) a

'16 semanas de edad, con un peso promedio de 25 gr. fueron inyectados
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diariamente por vía s.c. en la región interescapular con 50 ug de lElO

combinada con alúmina en un volumen de 0,2 ml. La mitad de cada lote fue

inyectada por 7 días y en el resto el ensayo se continuó hasta los 14 días. La

ingesta de agua y alimento se controló diariamente, así también como la

evaluación del comportamiento social e individual de los animales. A las 24 h de

la última dosis, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical

realizando posteriormente una autopsia completa con recolección de material

para examinación histopatológica.

Inmunización

NacGM3/VSSP: La inmunización se realizó por vía i.m. en la cara interna del

muslo, empleando dosis de 120, 240 ó 360 pg, según el experimento,

emulsionado con 0,05 ml de .\lontanide ISA 51 en un volumen final de 0,1 ml.

En todos los ensayos las dosis del preparado vacunal fueron aplicadas cada 14

días, mientras que el desafío tumoral se aplicó a distintos tiempos luego dc

finalizado el esquema de inmunización, según el diseño del experimento el cual

se esquematiza para cada ensayo en resultados.

11510:La inmunización se realizó inyectado ratones hembras Balb/c por vía ip 7

veces cada 14 días con 50 pg de ll‘ilO unido covalentemente a la proteína carrier

KLl l, llïi10 libre ó la proteína mm” sola en 0,1 ml de PBS mezclado con un

volumen igual de i-\(l}'L1\'antecompleto (primera dosis) o incompleto (resto de

las dosis) de Freund (Sigma). l,os animales control recibieron solo el adyuvante

mezclado con PBS.
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Desafío tumoral

lïinsayos de tumor primario: Al momento de realizar los desafíos tumorales las

células fueron tripsinizadas con una solución de 'l‘ripsina/IïiD'l‘A, resuspendidas

en medio sin suero y mantenidas durante 1 h a temperatura ambiente. Los

desafíos tumorales se realizaron en el espacio subcutáneo del flanco derecho de

los animales con la cantidad correspondiente de células Bló (1 x 103 a 5 x 10"

células viables) o F311 (5 x 104 a 2 x 10S células viables) en 0,2 ml de medio de

cultivo, de acuerdo con cada diseño experimental (ver resultados). lïil tiempo de

aparición de la masa tumoral fue monitoreado por palpación periódicamente y

confirmado posteriormente por histología. El diámetro promedio se calculó

según la fórmula: \/(L\lxm), donde M es el diámetro mayor y m el diametro

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

59111211121.

Sacrificio, necropsia y recuento de metástasis

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical cuando la carga tumoral

excedía los 15.000 mm“, según su estado general o de acuerdo a la fecha

estipulada de finalización del experimento. Cuando la recolección de sangre fue

necesaria, el sangrado se realizó a través de la arteria ocular de ratones

previamente dormidos en una camara saturada con vapores de éter. La

recolección de suero para análisis inmunológicos se realizó .7 a 21 días después

de la cuarta dosis.

lil recuento y cuantificación del tamaño de las metástasis pulmonares

superficiales en los experimentos que así lo requerían, se realizó sobre pulmones

fijados en solución de Bouin con la ayuda de lupa estereoscópica.
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Cuantificación del título de anticuerpos reactivos

Vacuna NacGM3/VSSP: El título de anticuerpos anti-NacGM3 en los sueros

de los ratones inmunizados fue medido por la tecnica de ELISA en fase sólida.

Diluciones de sueros de ratones inmunizados o control fueron agregadas a

placas de microtitulación de alto hindi/¿g(Becton-Dickinson), sensibilizadas con

20 ¡lg/ml de seroalbúmina bovina (BSA), VSSP o VSSP conjugado

hidrofóbicamente con NacGM3 o NgGM3. Después de 2 h de incubación, las

placas fueron secuencialmente incubadas con anticuerpos de cabra biotinilados

anti-inmunogloblulinas de ratón (Sigma), complejo de peroxidasa-avidina

(Sigma) y ortofenildiamina (Gibco BRL), haciendo entre las incubaciones

lavados con Tween 20 al 0,01% en PBS. Finalmente, el desarrollo de color fue

analizado utilizando un lector de multiplacas (Multiskan Reader, Labvsystems).

Para determinar el isotipo de las inmunoglobulinas séricas se utilizaron

anticuerpos de cabra anti-ratón específicos de subclases (Sigma), seguido de una

posterior incubación con anticuerpos anti-cabra coniugados con peroxidasa. l'il

desarrollo del color se obtuvo _v analizó de la misma manera descripta

anteriormente.

Citofluorometría de flujo

Vacuna NacGM3/VSSP: Cultivos de melanoma Bló o carcinoma mamario F311

fueron levantados mecánicamente _\'lavados con medio sin suero. Las celulas

fueron fijadas y permeabilizadas (Fix and Perm reagents, Caltag Laboratories) y

luego muestras de 1 x 105 celulas fueron incubadas con 15 lll de suero durante

30 min a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas con medio

conteniendo 1% de SFB y luego incubadas con 5 lll de F(ab')2 de cabra

conjugado con HTC anti-inmum>globulinas de ratón ((Laltag) en 25 pl del

reactivo de permeabilización. (Zuando la tinción se realizó para revelar antígenos

de membrana el paso de fijación fue omitido _\'no se utilizó el reactivo de

permeabilización. La marcación de Nac(}i\l3 se realizó sobre células no
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permeabilizadas, utilizando 1 pg del anticuerpo MZS90 por 30 min a 4°C

revelado con un anti-IgM de ratón unido a FlTC. Paralelamente fueron

incubadas células con anticuerpos inespecíficos del mismo isotipo o con MZS90

pre-incubado con NacGM3 (Sigma) en una relación molar NacGM3zmAc de

10:1. La fluorescencia asociada a 10.000 células fue analizada con un

citofluorómetro de fluio (Cytoron, ()rtho Diagnostics Systems), en el Servicio

de lnmunogenética del Ilospital de Clínicas de la Ciudad de Buenos Aires.

Vacuna 11310: La unión de 11310 a células de Bló fue analizado mediante

citofluorometría de flujo. Células de melanoma Bló fueron incubadas con IEIO,

lavadas y posteriormente incubadas con anticuerpo anti-ratón conjugado a FlTC

(Dakopatts) en una dilución de 'l:l()(). Después de lavar, las células fueron

resuspendidas y analizadas con un citofluorómetro de flujo (Becton-Dickinson).

(lomo control positivo se utilizó un anticuerpo anti-NacGMS.

Procesamiento histológico

HI material se proceso según las técnicas de procesamiento histológico

convencionales. Las piezas necrópsicas fueron fijadas en una solución de

Formaldehído al 3,7% o en solución de Bouin por lo menos durante 4 h y

posteriormente fueron deshidratadas e incluidas en parafina. Secciones de 5 pm

de los tacos de parafina fueron fiiados a portaobjetos de vidrio para su posterior

tinción. Para descartar que la incubación con xilol realizada en el proceso de

deshidratación de la pieza, afectara la detección de gangliósidos, ciertos tumores

fueron incluídos en lipón, una resina sintética con las que se omite el paso de

deshidratación con xilol, y procesadas posteriormente igual que las (lema52(’l.Los

cortes se utilizaron en técnicas de inmunomarcación o en tinciones

convencionales de microscopía óptica. Las coloraciones se realizaron luego de

hidratar la pieza con incubaciones sucesivas en concentraciones decrecientes de

alcohol etílico, utilizando hematoxilina (Hematoxilina acti\'ada,) _\' eosina

-189­



Materiales y métodos

(Biopur) para tinciones de rutina o luxol (Biopur) para marcación de mielina en

sistema nervioso central. Una vez que la coloración se realizó exitosamente los

cortes fueron deshidratados _vmontados usando cubrcobjetos v medio de

montaje sintético (RM. Y R., Argentina).

Inmunohistoquímica

Tumores generados por inoculación de células Bló en ratones C57bl/6 fueron

resecados, fijados en formaldehído 3,7% v cmbebidos en parafina. Los tacos de

parafina fueron cortados con micrótomo, generando cortes de un espesor de 5

um. Los cortes fueron desparafinizados con xilol e hidratados mediante una

serie de alcoholes en concentración decreciente. Los cortes hidratados se

sometieron a un bloqueo con suero normal de caballo diluido en PBS y se

incubó con una solución de avidina, seguido de una solución de biotina

(Blocking Kit, Vector). Luego se incubó con el suero a testear (1/500) o con los

anticuerpos correspondientes diluidos en PBS, o con PBS solo en caso del

control del primer anticuerpo, seguido por una incubación con un segundo

anticuerpo biotinilado anti-primer anticuerpo (Vectastain ABC Kit, Vector). A

continuación, se bloqueó la peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno al

0,3% en metanol _\'se incubó con avidina-peroxidasa. l-il revelado se realizó con

diaminobenzidina (DAB Substrate Kit for l-lorseradish Peroxidase, Vector)

observándose, cuando la marcación es positiva, una coloración marrón.

Finalmente, se realizó una contratinción nuclear suave con hematoxilina

(Hematoxilina activada, Biopur). Cuando la marcación se realizó sobre

monocapas celulares, éstas fueron crecidas en camaras sobre portaobjetos (Lab­

Tek Chamber Slide System, Nalguen Nunc) v fijadas con formaldehído al 3,7" 0

durante 4 h.­

(Íon el tin de evaluar la reactividad contra el residuo de acido sialico presente en

la respuesta humoral generada en los ratones vacunados con NacGMÏi/VSSP,

células tumorales fijadas fueron expuestas a una incubación con Neuraminidasa,
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una enzima hidrolítica que remueve específicamente el residuo de ácido siálico.

Monocapas celulares o cortes de tumores fijados fueron incubados a 37°C por 4

ó 16 h, respectivamente en presencia de 0,1-1 Ul/ml de Neuraminidasa Tipo lll

(Sigma) previamente a la inmunomarcación con los sueros dc ratones

inmunizados. Como la solucion de Neuraminidasa puede llegar a contener trazas

de proteasas, la presencia de actividad proteolítica fue descartada por un ensayo

de caseinolisis radial usando un sustrato de agar()sa—caseína3(‘3.

Aislamiento de esplenocitos

Ratones C57bl/6 fueron sacrificados por dislocación cervical. Inmediatamente

los bazos fueron removidos _vsumergidos en buffer PBS. Posteriormente se

disgregaron mecánicamente utilizando una aguja de ZlG para obtener una

suspensión celular homogénea. Las celulas fueron precipitadas por

centrifugacion v resuspendidas en una solución l4()mM de NHjCl, 17 mM Tris­

(Il, pll 7,5 por 5 min. Finalmente se centrifugaron nuevamente v se

resuspendieron en medio de cultivo RPMl-ló40.

Ensayo de citotoxieidad mediada por complemento

lil efecto citotóxico de los anticuerpos presentes en los sueros de ratones

inmunizados con NacGM3/VSSP contra celulas B16 fue ensavado ¡II ¡"í/rom.

listos ensayos se realizaron utilizando placas de microtitulación Terasaki (()ne

Lambda). Luego de marcar 1,5 x '10 3 celulas con carboxit'luoreceina (Molecular

Probes) estas fueron incubadas con una solución diluida de anti-suero murino

inactivado por calor en un volumen total de 2 pl, 30 min a temperatura

ambiente. Luego de la adición de 5 pl de suero de conejo (inactivado o no), las

celulas fueron incubadas por 60 min. La reaccion se detuvo con el agregado de l

pl de una solucion de Bromuro de etidio 0,05 mg/ml en 1 mM de HD'I‘A, pH

8,0. lïl porcentaje de lisis celular se determinó utilizando un microscopio

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

bazos de ratones normales.

Ensayo Clínico de fase I

Material de pacientes reclutados en el ensayo clínico de fase l (Nro. de

expediente de ANlNIAT (Administración Nacional de Medicamentos y

Tecnología Alimentaria): 1-47-1572-02-6), ejecutado entre los años 1999 y 2002

fue utilizado para evaluar la respuesta humoral reactiva al tumor autólogo o

hacia tumores heterólogos. Los sueros fueron obtenidos previo al comienzo de

la inmunización y en los momentos correspondientes a cada una de las

aplicaciones vacunales y guardados bajo cero hasta el momento de su uso. Los

tumores se tomaron del acto quirúrgico y fueron procesados según la técnica

usual de fijación de material hospitalario.

Dr. Daniel Fern ndo Alonso
Dir ctor
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