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Terapias combinadas contra tumores murinos: inmunoterapia y
quimioterapia. Relacion de la eficacia del tratamiento con el estado
inmunolégico del portador.

Resumen

El ganglio linfatico drenante del tumor (NLDT) es central en el primado de células T
contra antigenos tumorales y en el inicio de la respuesta antitumoral. Sin embargo,
también alli el tumor generaria inmunosupresion y tolerancia. La tolerancia no sélo
favorece el crecimiento tumoral sino que constituye un obstaculo para el éxito de las
inmunoterapias.

Utilizamos un fibrosarcoma murino tempranamente inmunogénico que evoluciona hacia
un estado tolerogénico, con el fin de estudiar los mecanismos celulares que llevan a la
generacion de la tolerancia a nivel del NLDT y de disefiar un tratamiento inmunolégico
apropiado.

Determinamos que tras una activacion inicial, se induce el aumento de células
plasmacitoides, linfocitos B-IL10+ y T regulatorios, todos ellos asociados con
inmunosupresion, los cuales coexisten con signos de inmunidad antitumoral locales y
sistémicos. Por lo tanto evaluamos la utilidad de extirpar el NLDT como medio de
eliminar un foco de inmunosupresion y favorecer el rechazo del tumor; por el contrario
se indujo exacerbacién del mismo. La restitucion de las células efectoras del ganglio
extraido conjuntamente con la deplecion in vivo de células regulatorias por una dosis
baja de ciclofosfamida resulté en menor crecimiento, mayor sobrevida y una alta tasa
de regresién tumoral, sin recidivas.

Parte de los mecanismos involucrados en la regresién comprenden la disminucion del
namero y la actividad de las células regulatorias, la disminucion de la produccién de
TGF-B, y el aumento de la citotoxicidad especifica.

PALABRAS CLAVE: CANCER, INMUNOTERAPIA, TOLERANCIA
LINFADENECTOMIA, GANGLIO DRENANTE DEL TUMOR



Combined therapies against murine tumors: immunotherapy and
chemotherapy. Relationship between the efficacy of the treatments
and the immunological status of the host.

Abstract

Tumor-draining lymph nodes (TDLN) are central sites where T cell priming to tumor
antigens and onset of the antitumor immune response occur. However, tumor-induced
immunosuppression has been demonstrated at TDLN, leading to downregulation of
antitumor reaction and tolerance induction. Tolerance in turn is a main impairment for
immunotherapy trials. We used a murine immunogenic fibrosarcoma that evolves to a
tolerogenic state, to study the cellular mechanisms underlying tolerance induction at the
level of TDLN and to design an appropriate immunotherapy.

We determined that following a transient activation, the established tumor induces signs
of immunosuppression at TDLN that coexist with local and systemic evidences of
antitumor response. Therefore, we evaluated the feasibility of removing TDLN in order
to eliminate a focus of immunosuppression and favor tumor rejection; but instead, a
marked exacerbation of tumor growth was induced. Combining the restoring of the
TDLN-derived cells into the donor mouse by adoptive transference with the in vivo
depletion of regulatory cells by low-dose cyclophosphamide, resulted in lowered tumor
growth, enhanced survival and a considerable degree of tumor regression.

The mechanisms accounting for tumor remission are at least in part the inhibition of

regulatory cells and TGF-B production and the enhancement of the specific cytotoxicity.

KEY WORDS: CANCER, IMMUNOTHERAPY, TOLERANCE, LYMPHADENECTOMY,
TUMOR- DRAINING LYMPH NODE
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ABREVIATURAS

MCC: fibrosarcoma inducido por metilcolantreno
CPA: célula presentadora de antigeno

CDs: células dendriticas

pCDs: células plasmocitoides

IFM: intensidad de fluorescencia media

NL: ganglios

NLDT: ganglio inguinal drenante del tumor

nNNLDT: ganglio inguinal contralateral — distal al tumor
DBF: Dibutil ftalato

Cy: ciclofosfamida

LNx: gangliectomia — extirpacion de ganglio drenante
TA: transferencia adoptiva

IDO: indoleamina 2,3 dioxigenasa

IT: inmunoterapia

Estadios tumorales
NP: tumor no palpable
INM: tumor inmunogénico

TOL: tumor avanzado

OLS: érganos linfaticos secundarios
e.v: inoculacién endovenosa
i.p.: inoculacion intraperitoneal

p.i.: post-indculo tumoral
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BREVE DESCRIPCION DEL TRABAJO Y
SUS OBJETIVOS
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Las evidencias de una respuesta inmune antitumoral en pacientes con cancer, tales
como la presencia de anticuerpos y de células citotoxicas tumor-especificas, sugieren
que el tejido maligno es en cierto grado inmunogénico. A pesar de ello, el rechazo
espontaneo de tumores establecidos en individuos inmunocompetentes es un hecho
sumamente infrecuente. Los estudios en el campo de la inmunidad tumoral demuestran
que las células tumorales son capaces de crear y mantener un entorno supresor que
interfiere con el montaje de la respuesta antitumoral y favorece su expansién, y que a
menudo evoluciona hacia un estado de tolerancia frente al tumor. Se han descripto una
serie de mecanismos a través de los cuales el tumor puede generar tolerancia
inmunoldgica; los mismos consisten principalmente en la induccién de desbalances
locales en diferentes subsets de células presentadoras de antigeno (CPAs) y en la
proporcién de células efectoras/ regulatorias. El hallazgo de este tipo de mecanismos
en una gran variedad de canceres animales y humanos dio origen a la busqueda de
estrategias inmunoterapéuticas (IT) tendientes a restituir o exacerbar los elementos
inmunogénicos del tumor, o bien a suprimir aquellos elementos inhibitorios. A pesar de
que se han desarrollado una variedad de protocolos de IT del cancer en las ultimas
décadas, algunos exitosos en el tratamiento de tumores experimentales o incipientes,
aun no se logran resultados claros en el rechazo inducido por IT una vez que el tumor
se encuentra establecido. Una causa probable es que la inmunosupresién en el
portador de tumor, ademas de afectar a las células antitumorales endégenas, alcance a
aquellas modificadas o transferidas exégenamente. De este modo, ademas de propiciar
la progresion de la enfermedad, la tolerancia inmunoldgica también constituiria el
principal obstaculo contra la eficacia de las IT.

El modelo murino de carcinogénesis por 3-metilcolantreno (MCA) fue ampliamente
utilizado en inmunologia tumoral para ilustrar las respuestas innata y adaptativa frente
al cancer. En particular en el presente estudio empleamos el fibrosarcoma murino
MCC. Como la mayoria de los tumores transplantables de raton, el implante de MCC
desencadena una vigorosa respuesta inmune, la cual no es suficiente para lograr el
rechazo y decae a medida que el tumor crece dando lugar a un estado de tolerancia.
Dicha caracteristica nos permiti6 profundizar en los mecanismos celulares vy
moleculares que llevan al silenciamiento de la respuesta antitumoral y al
establecimiento de la tolerancia, como paso previo para lograr el disefio y la aplicacion
exitosa de tratamientos inmunoterapéuticos.

13



En primer término, estudiamos las alteraciones inducidas por el crecimiento del
MCC sobre diversas poblaciones celulares presentes en los ganglios linfaticos
(NL) tanto proximales como distales del tumor. Los ganglios drenantes del tumor
(NLDT) revisten importancia no sélo desde el punto de vista anatobmico como una de
las vias de diseminacién, sino desde la biologia del tumor. Al ser el principal
componente del sistema inmune en tomar contacto con las células tumorales o sus
productos, constituyen un sitio central para el primado contra antigenos tumorales y la
iniciacion de la respuesta inmune. Es asimismo factible que en estos mismos érganos
se genere la tolerancia especifica a antigenos tumorales; de hecho algunos trabajos
reportan la presencia de un entorno inmunoregulatorio en los NLDT.

Demostramos que durante su crecimiento, el MCC induce a nivel del NLDT un marcado
incremento del niumero de células totales y de linfocitos T, células dendriticas, y
especialmente linfocitos B, mientras que en el ganglio distal el contenido celular tiende
a disminuir con el crecimiento tumoral. A partir del estadio de tumor establecido, el
tumor induce la aparicién de células B y células dendriticas inmaduras, y deficiencias
en la funcién de presentacién antigénica. A su vez, la relacion entre linfocitos TCD4
activados y TCD4 regulatorios disminuye con el crecimiento tumoral, y aumenta la
expresion intracelular de IL-10 en células B y la secrecion de esta citoquina por parte
de células ganglionares. Los cambios mencionados aparecen primero en NLDT y mas
tardiamente en NL distales. Si bien a partir de un pequefio volumen tumoral el
microambiente en los NLDT es predominantemente inmunosupresor también
detectamos indicios de activacion de la respuesta inmune, tales como la activacién de
linfocitos TCD4 y TCD8 y el aumento en los mismos de la expresion de IFN-y
intracelular, y, a nivel sistémico, la persistencia de citotoxicidad MCC- especifica.

En base a ello, y dado que la linfadenectomia es un procedimiento de rutina en la
clinica, evaluamos la factibilidad de extraer el NLDT como medio de eliminar un
foco inmunosupresor y favorecer el rechazo tumoral. Contrariamente a lo esperado
la extirpacion del NLDT indujo una marcada exacerbacion del tumor, sugiriendo que
junto con el ganglio, se estarian eliminando elementos importantes para la respuesta
anti-tumoral.

Por lo tanto, evaluamos reinocular las células efectoras del NL extirpado,
previamente expandidas ex vivo. Paralelamente, con el fin de crear un desbalance a
favor de la eliminacién del tumor, administramos una dosis baja de ciclofosfamida cuyo

efecto es disminuir las células regulatorias presentes en el portador de tumor. Esta
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terapia combinada indujo disminucion del crecimiento tumoral, aumento de los indices
de sobrevida y un importante grado de regresién tumoral (63%), sin recidivas
(evaluadas durante 6 meses). Ademas, en l0os casos en que no se produjo remision, el
tumor crecié mas lentamente.

Nuestros resultados indican que existen elementos importantes para la respuesta
antitumoral que pueden ser eliminados mediante la linfadenectomia proximal y prueban
que la administracién de bajas dosis de ciclofosfamida junto con la restitucién de
células citotdxicas autdlogas provee proteccion. Sugerimos que dicho protocolo
inmunoterapéutico puede ser util especialmente en los casos en que la extirpacion del

ganglio es indispensable.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL.:

Estudiar el impacto del crecimiento tumoral sobre el sistema inmunolégico (Sl) del

portador, con el fin de disefiar protocolos de tratamiento inmunoterapéutico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Analizar los cambios inducidos por el crecimiento tumoral en las

células inmunes de los ganglios drenantes y distales del tumor MCC.

2. En base a los resultados obtenidos, elaborar y evaluar un protocolo de
tratamiento combinado para el tumor MCC.

17



INTRODUCCION
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Cancer

La palabra Céncer deriva de los términos karkinos y karkinoma que en griego significan
cangrejo. Esta denominaciéon fue brindada por Hipécrates (400 a.c.) al observar los
centros sélidos de los tumores de donde partian proyecciones que le recordaron al
crustaceo. Si bien la definicién etimolégica de nuevo crecimiento es neoplasia, cuando
se habla de tumores malignos la denominacién mas utilizada es cancer.

Clinicamente, se agrupan bajo la denominacion de cancer distintas enfermedades que
pueden originarse en diferentes tejidos del organismo y que difieren en su tasa de
crecimiento, incidencia por edad y sexo y respuesta al tratamiento. Segun el punto de
vista de la biologia celular y molecular, se trata de un grupo de enfermedades
causadas por genes defectivos cuyos productos proteicos alterados, aumentados o
ausentes perturban una serie de sefiales intracelulares responsables de la conducta
celular .

Segun el origen histolégico, los canceres pueden ubicarse en tres grupos diferentes®>*.

los carcinomas, los sarcomas y las leucemias y linfomas.

- Los carcinomas tienen su origen en los epitelios, es decir en las capas
de células que recubren la superficie del cuerpo y revisten las diversas
glandulas. Se trata sin duda del tipo de cancer mas comun y responsable
del mayor nimero de muertes, calculandose que alrededor de un 85% de
los procesos malignos son carcinomas®. En los seres humanos los
canceres mas frecuentes como el de pulmén, mama 6 colon son todos

carcinomas.

- Los sarcomas son canceres menos frecuentes que tienen su origen en
las estructuras de sostén derivadas del mesodermo, como huesos,
musculos, vasos sanguineos. Si el sarcoma tiene su origen en el hueso
se llama sarcoma osteogénico u osteosarcoma; si deriva de un cartilago
se denomina condrosarcoma y si se origina en tejido fibroso se llama

fibrosarcoma.
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- Las leucemias y linfomas son neoplasias malignas que tienen su origen

en las células hematopoyéticas derivadas de la médula ésea.

A diferencia de las leucemias, que crecen en forma diseminada, los carcinomas,
sarcomas y linfomas crecen como una masa relativamente compacta, por lo que se los

denomina tumores “sélidos”.

Todos los tumores, benignos y malignos, tienen dos componentes basicos: las células
neoplasicas proliferantes, que constituyen el parénquima, y el estroma de sostén que
esta constituido por tejido conjuntivo y vasos sanguineos. Una célula normal se
convertiria progresivamente en una célula neoplasica a través de la adquisicion de
nuevas habilidades®:

1) independencia de factores de crecimiento
insensibilidad frente a sefales inhibitorias de crecimiento
evasion de la muerte celular programada

)
)
4) potencial replicativo indefinido
) capacidad angiogénica

)

invasion de tejidos y metastasis

Recientemente se incluyé una nueva caracteristica particular de las células tumorales:

evitar la vigilancia inmunoldgica. Las células tumorales escapan al sistema inmune

volviéndose una variante no inmunogénica o suprimen’® activamente la respuesta

inmune. Este punto sera detallado oportunamente.

Sistema inmune

El sistema inmune discrimina y elimina lo “no propio”. Posee un sistema efector
encargado de reaccionar y eliminar todo aquello que considera ajeno al organismo y un
sistema regulatorio que impide el ataque de las células efectoras a las células
somaticas. Esta regulacion se da por dos fendmenos: la tolerancia central y la
periférica. En la tolerancia central, durante la ontogenia de las células Ty B en timo y

médula dsea respectivamente, se produce la delecion clonal de las células que
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reaccionan frente a antigenos propios y en el caso de las células T, algunas son
convertidas en células regulatorias. En la tolerancia periférica, aquellas células que son
reactivas a antigenos propios son eliminadas o mantenidas anérgicas en la periferia.
De hecho el balance entre inmunidad y tolerancia determina el resultado de una
reaccion inmune.

Los linfocitos recirculan continuamente con patrones de trafico definidos entre la
sangre, los érganos linfaticos secundarios (OLS) y la linfa. Los linfocitos virgenes
maduros, pasan a la circulacion sanguinea para luego extravasarse en los OLS
(ganglios linfaticos, bazo, placas de Peyer, amigdalas y adenoides). El antigeno puede
llegar al ganglio linfatico al ser captado en los tejidos periféricos por una célula
dendritica (CD) que lo transportard hacia el ganglio mas cercano donde sera
presentado a los linfocitos T virgenes. Asimismo, el sistema de drenaje linfatico
transporta antigenos hacia los érganos linfaticos secundarios drenantes para permitir
su reconocimiento por los linfocitos B especificos que se hayan extravasado. Los
linfocitos T y B que reconozcan antigenos y reciban sefnales coestimulatorias
apropiadas se activan, sufren expansién clonal y adquieren funciones efectoras
particulares con patrones de migracién caracteristicos: los Th1, Th2 y Th17 pasan a
circulacibn para extravasarse en tejidos periféricos; las células Th foliculares
permanecen en los OLS para cooperar con los linfocitos B que desencadenaran
respuestas humorales y los linfocitos T regulatorios ejerceran sus funciones tanto en
los OLS como en los tejidos periféricos. La mayoria de los linfocitos T que han
proliferado mueren en semanas y so6lo una pequefia proporcidbn permanece como
células de memoria (centrales en los OLS y efectoras en los tejidos periféricos). Los
linfocitos B activados en los OLS originan plasmoblastos y células B de memoria; los
plasmoblastos pueden permanecer en los OLS y producir anticuerpos o abandonarlos y
por torrente circulatorio llegar a sitios distantes como médula ésea y mucosas. Las

células B de memoria también recircularan entre la sangre, los OLS y la linfa.

El sistema inmune es tan fascinante como complejo. En este apartado nos centraremos
en las poblaciones y caracteristicas que consideramos mas relevante para la
comprensién de nuestro trabajo: las células dendriticas, los linfocitos B y los linfocitos
T.
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Células dendriticas

Las células dendriticas (CDs) cumplen un rol fundamental en la iniciacion y control de
las respuestas inmunes innata y adquirida®, como asi también en el balance entre
inmunidad y tolerancia inmunolégica'®. Representan una poblacién celular heterogénea
que se encuentra distribuida en la mayoria de los tejidos periféricos, en particular en
sitios de interfase con el medio ambiente (piel y mucosas), en donde representan un 1-
2% de las células totales'"'?. Se han descripto numerosos tipos de CDs tanto en
humanos como en ratén''*, dependiendo de su localizacion y de la expresién de una
variedad de marcadores de superficie. En la actualidad, el mejor marcador para las
CDs murinas es la integrina CD11c".

En ausencia de respuestas inmunes e inflamatorias, las CDs inmaduras cumplen la
funcién de “centinelas” capaces de detectar la entrada de patégenos, inflamaciéon o
dano celular. Una vez en contacto con el antigeno, las CDs inmaduras usan diversas
vias de captura como la endocitosis mediada por receptor y la endocitosis no especifica
de particulas y solutos (fagocitosis y macropinocitosis)'. Estas vias también parecen
ser utilizadas para la captura de antigenos propios'’. Las CDs inmaduras poseen una
alta capacidad para capturar antigenos pero la presentacion de los mismos a las
células T es ineficiente.

Antes de poder formar los complejos péptido antigénico-molécula MHC y presentarlos
en la superficie celular, las CDs deben pasar por un proceso de maduracion funcional.
Es un proceso complejo que conduce a la diferenciacion de las CDs hacia células con
una potente actividad inmunoestimulatoria. Varios eventos forman parte de este
proceso: reorganizacion del citoesqueleto, adquisicion de motilidad celular, migracién a
los tejidos linfoideos, aumento de la capacidad de activacion de células T y desarrollo
de extensiones citoplasmaticas o “dendritas”’®.

La maduracion es inducida por estimulos que alertan a las CDs sobre la presencia de
patégenos, inflamacion o dafio tisular'®?°. Estas sefiales pueden provenir de moléculas
inflamatorias del huésped como TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y o de productos microbianos
como el LPS y moléculas liberadas por tejidos dafados que interaccionan con los
receptores de las CDs.

Entre los cambios producidos durante el proceso de maduracion se encuentran

aumentos en la carga de péptidos en moléculas MHC, en el transporte del complejo
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molécula MHC-péptido a la superficie celular, en la vida media del complejo en la
membrana®' y particularmente en la expresién de moléculas coestimulatorias (CD8O0,
CD86, CD40), moléculas de adhesién, integrinas y miembros de la familia TNF'®. Por
otro lado, la maduracion de las CDs induce la produccién de un patrén de citoquinas
que depende del tipo de estimulo madurativo, el subtipo de CDs estimulado y su
origen. Entre las citoquinas que producen los distintos tipos de CDs se encuentran:
citoquinas que participan en la polarizacién de la respuesta T helper, como la IL-12%223;
citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6%*, involucradas en la respuesta inmune
innata y en la activacion de CDs inmaduras; citoquinas que participan en la respuesta
antiviral como los interferones de tipo | (IFNa/B) y citoquinas involucradas en la
induccién de tolerancia inmunolégica, como la IL-10%.

Las CDs activadas y cargadas con el Ag migran a las zonas T de los 6rganos linfaticos
secundarios donde activan a las células T. La migracién de las CDs a las zonas T de
los ganglios linfaticos es promovida por cambios en la expresién de moléculas de
adhesion y receptores de quemoquinas. Las CDs pueden entrar al ganglio linfatico a
través de la sangre o de la linfa. Las interacciones estables entre CDs y células T
inducen la activacion de estas ultimas. También pueden interactuar directamente con
las células B induciendo su proliferacion, el switch de clase y la diferenciacion en célula
plasmatica®® . En el caso particular de la presentaciéon de antigenos tumorales a las
células T CD8+, las CDs realizan un proceso conocido como presentacion cruzada por

el cual ingresan antigenos tumorales, los procesan y los presentan en moléculas MHCI.

Células dendriticas involucradas en tolerancia

En los dltimos afos se han descripto poblaciones de CDs inmaduras que residen en
regiones discretas de los 6rganos linfaticos secundarios®’. Se cree que estas CDs
presentan en forma continua antigenos propios, participando de la induccion y

mantenimiento de la tolerancia inmunolégica hacia ellos'"?,

Se han descripto
mecanismos por los cuales las CDs pueden ser transformadas en células tolerogénicas
como la presencia de IL-10"® o la presencia de TGF-B?. Las células CD4+CD25+
regulatorias pueden, a su vez, influir sobre la capacidad tolerogénica de las CDs,

restringiendo su maduracion®%3'32,
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Por un lado las CDs inmaduras inducen delecién o anergia de las células T antigeno
especificas®***%®; sj las CDs presentan el antigeno a las células T en ausencia de
sefales coestimulatorias o en presencia de coinhibicién, las células T pueden ser
silenciadas funcionalmente y transformarse en células no respondedoras (anérgicas) a
dicho antigeno en el futuro®®®”. Por otro lado, las CDs pueden generar tolerancia a
través de la induccién de diversos tipos de células regulatorias capaces de suprimir una
respuesta T. Entre ellos, las CDs inmaduras generarian células CD4+ regulatorias
inducidas, como las células Tr1 y las Th3, que suprimen respuestas inmunes a través
de citoquinas como IL-10 y TGF-p?°*®3° Las células Treg pueden, a su vez, influir
sobre la capacidad tolerogénica de las CDs, restringiendo su maduracion®®3':32,

Ante la entrada de un patégeno, las CDs maduras serian efectivas para romper la

anergia de las células CD4+CD25+ e inducir su proliferacion 40442

, asi como para
anular la capacidad supresora de las Tregs, lo cual permitiria que ocurra una respuesta

efectora.

Recientemente se ha descripto, en humanos y en ratones, una subpoblacién de CDs
que expresa indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), una enzima que cataboliza triptofano y
cuya actividad se asocia con la inhibicién de la proliferacién de células T. En ratones se
las ha caracterizado como un subset de CDs que expresan CD11c junto a marcadores
plasmocitoides en la superficie celular (CD19+ B220+) y se ha visto que su actividad
inhibitoria sobre los linfocitos T no es so6lo a través del catabolismo del triptofano sino
que también participan en la diferenciacién® y activacion de células
CD4+CD25+Foxp3+**. La presencia de estas CDs en los ganglios linfaticos drenantes
de tumores contribuiria a la falta de respuesta inmunoldgica en modelos murinos y

pacientes con cancer*>*°

Linfocitos B

Los linfocitos B son las células responsables de la produccion de anticuerpos pero
también tienen un rol importante como células presentadoras. Dada la alta afinidad del
reconocimiento antigénico por parte del BCR, los antigenos solubles pueden ser

reconocidos e internalizados aun en muy bajas concentraciones. Existen diversas
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poblaciones de linfocitos con particularidades fenotipicas y funcionales. Los linfocitos B
que se encuentran en periferia expresan en superficie B220 y CD19.

Los linfocitos B generan diferentes respuestas humorales segun estén en presencia de
antigenos T-independientes o T-dependientes. La respuesta humoral resultante frente
a los antigenos T- independientes (polisacaridos y lipidos) estd compuesta de
anticuerpos IgM con escasa afinidad*’ mientras que los antigenos T dependientes, de
origen proteico, no pueden activar por si mismos a los linfocitos B y precisan de la
interaccién con linfocitos T CD4 especificos para el mismo antigeno, dando lugar a la
produccion de anticuerpos de alta afinidad, con mayor capacidad de memoria*®.

El encuentro de los linfocitos B naive y los antigenos suele ocurrir en los foliculos
primarios donde confluyen los linfocitos B circulantes y los antigenos de circulacién
sanguinea o via linfatica. La union del antigeno a los receptores de membrana ademas
de activar a los linfocitos B, favorece la internalizacion de los complejos antigeno-BCR
en vesiculas endosémicas que son dirigidas a las rutas de procesamiento antigénico.
De esta manera, se produce la presentacién del antigeno en contexto MHCII*® junto
con la expresion de las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 y la consecuente
activacion de linfocitos T.

Los linfocitos B activados pueden derivar en plasmoblastos® que luego derivan en
células plasmaticas; éstas se encontraran en el bazo®' o en la médula 6sea® desde

donde se seguiran produciendo anticuerpos de manera continua.

Linfocitos B con funcion regulatoria

Dentro de las células B se ha identificado una poblaciéon con actividad regulatoria,
capaz de inhibir la respuesta inmune y provocar tolerancia al antigeno. La evidencia de
la funcién regulatoria de los linfocitos B se encontrd principalmente en modelos de

535455 v enfermedades autoinmunes®® %% donde estas

transplante de oOrganos
células inhiben las células TCD8+ antigeno - especificas, inducen anergia de células T
e interfieren con la actividad de las CDs y con la diferenciacion TH1/TH2,
principalmente a través de la produccion de las citoquinas regulatorias TGF- e IL-10.
En particular un subset de células B con funcion regulatoria recientemente descripto
(CD1d"CD5*CD19") seria responsable de gran parte de la secrecién de IL-10, y se lo
conoce como B10°°®'. Este tipo celular comprende el 1- 2% de las células B

esplénicas de ratones naive y se encuentra también en ciertos NL*°.
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En particular en cancer, el rol de los linfocitos B no esta definido. La progresién de
ciertos canceres humanos y murinos induce el aumento de linfocitos B, no sélo a nivel
de érganos linfaticos sino dentro del propio tumor como parte del infiltrado linfocitario.
Originalmente se los considerd un indicador pronéstico positivo, tanto por la potencial
proteccion que otorgaria la produccion de anticuerpos tumor- especificos como por la
cooperacion con las células T citotoxicas®?%*®4% Sin embargo, otra serie de estudios
sugiere que pueden ejercer un rol inmunosupresor, generando tolerancia al tumor y
contribuyendo a su escape. El primer antecedente en este sentido demostré que la
presencia de células B durante el primado contra antigenos tumorales se relaciona con
la baja inmunogenicidad del tumor®® ; mas adelante se demostré que diversos tumores

exhiben menor crecimiento en animales deficientes en linfocitos B®”¢8-6°

, € incluso que
la presencia de células B es capaz de interferir con la proteccion mediada por

inmunoterapia’.

Linfocitos T

Los linfocitos T que emigran del timo son células maduras que expresan un unico tipo
de TCR, la molécula de CD4 o CD8, y que circulan por la sangre en estado de reposo
(naive) hasta extravasarse en los 6rganos linfaticos secundarios; alli los linfocitos CD4
se activaran al reconocer antigenos en el contexto de MHCII y los linfocitos CD8 se
activaran por el reconocimiento de péptidos presentados en contexto de MHCI.

El linfocito T a fin de activarse necesita percibir dos senales diferentes: el
reconocimiento a través del TCR del péptido antigénico presentado por las moléculas
de histocompatibilidad y el reconocimiento a través del CD28 de las moléculas
coestimulatorias expresadas por la CPA (CD80 y CD86).

Linfocitos T CD8+

Las células T CD8 naive expresan niveles bajos de CD44 y niveles altos de CD62L y
del receptor de quemoquinas CCR7 que facilita su entrada a los NL. Alli, en un
contexto de infeccion o de inflamacién, se activan al contactar con las CDs maduras
con la participacion de células T helper. Se producen la expansién clonal y la formacion
de células efectoras y de memoria. Durante la diferenciacion a células efectoras,
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disminuye la expresion de CD62L y CCR7 en membrana mientras que aumenta la
expresion de CD44"' y las células adquieren dos funciones efectoras criticas: la
capacidad de inducir la muerte celular de la célula blanco y de secretar citoquinas’.
Los mecanismos de muerte celular, ambos conducentes a la apoptosis de la célula
blanco, comprenden la liberacién de moléculas preformadas de perforina y granzimas
(mecanismo secretorio) o la via de FAS/FASL. En cuanto a la secrecion de citoquinas,
la secrecion de IFN-y y TNF-a comienza rapidamente luego de la interaccion con el
complejo MHCI- antigeno y contribuye con la respuesta inflamatoria local”. En
particular, el IFN-y cumple un papel crucial en la activacién de los macréfagos y en la
promocion de la diferenciacién de los linfocitos T CD4 virgenes hacia su perfil Th1.
Asimismo las células activadas producen quimiocinas inflamatorias, que contribuyen al

reclutamiento de diferentes células inmunitarias en el tejido afectado.

Linfocitos T CD4+

Las células T CD4+ convencionales controlan la inmunidad adaptativa mediante la
activacion, de modo antigeno- especifico, de otras células efectoras tales como células
T citotéxicas CD8, células B y macrofagos. Debido al patrén de citoquinas que secretan
y al tipo de respuestas en las que colaboran, se distinguen dos grandes grupos de
células: Th1 (IL-2, IFNy, TNFa) que inducen respuesta celular y Th2 (IL-4, IL-5, IL-10,
IL-13)"* que promueven la respuesta inmune humoral.

Por otro lado, existen poblaciones de T regulatorias que intervienen en la modulacién
negativa de la respuesta inmune, siendo su actividad esencial para el mantenimiento

de la tolerancia inmunolégica y la homeostasis del sistema inmune.

Células T requlatorias

El concepto de células T “supresoras” o “regulatorias” surge a comienzos de la década

7877 su existencia como

del “70”°, pero debido a la ausencia de marcadores especificos
linaje celular distinto al de las células T convencionales resulté controvertida hasta

1995, cuando Sakaguchi y col. describen una pequefa poblacion de células T
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CD4+CD25+ de ratén con una potente actividad supresora’. Posteriormente, se han
identificado numerosos subtipos de células T supresoras o regulatorias (CD4*CD25*"7,
Tr17°, Th3%, NKT®', CD8* CD28®%, CD8*CD122* y CD4 CD8®?), las mismas difieren en
varios aspectos, incluyendo el origen, los mecanismos de supresion utilizados, los
blancos de accién y la especificidad antigénica®.

En particular, dentro de las CD4+ T reg podemos diferenciar dos tipos segun su origen:
las naturales (nTregs) de origen timico y las inducidas (iTregs) originadas en periferia a
partir de células T convencionales mediante estimulacién antigénica bajo determinadas
condiciones (IL-10, TGFB). Las nTregs constituyen el 5-10 % de todas las células T
CD4+ y un 5 % de los timocitos maduros CD4+CD8-. Estan presentes en el raton, en
ausencia de cualquier tipo de afeccidén y son importantes tanto en el mantenimiento de

83,84

la autotolerancia inmunolégica®®* como en infecciones, tumores®, transplantes® y

reacciones de injerto contra huésped®’. Una poblacién con fenotipo y funcién similar ha

88,89

sido identificada en humanos®™. En particular dentro de la poblacion de iTreg

podemos encontrar las inducidas por IL-10 (Tr1) 90-91.9293

(Th3)*.

y las inducidas por TGFB

Como todas las células T CD4, las células Treg expresan en su superficie un receptor T
(TCR) que permite el reconocimiento especifico de péptidos antigénicos en el contexto
de moléculas de MHC de clase Il y para su activacién requieren ademas una senal
coestimulatoria por parte de las CPAs®. Asimismo las Treg expresan constitutivamente
moléculas de superficie (CD25%, CTLA-4¥, GITR® y LAG-3%) que han sido descriptas
también en células activadas.

En el ano 2003, se descubre el factor de transcripcién Foxp3 como regulador critico del

desarrollo, funcién y homeostasis de las células regulatorias '’

y es aun considerado
el marcador mas especifico del linaje Treg en ratén. En humanos la bldsqueda de
marcadores especificos del linaje Treg aln continta, siendo CD4*CD25"%" |a

caracterizaciéon mas aceptada'®.

Los mecanismos de supresion ejercidos por las células Treg pueden agruparse bajo
cuatro categorias:

1) liberacién de citoquinas inhibitorias (IL-10, TGFB, IL-35)0%104.105

2) citolisis mediante la liberacion de granzima A en humanos y de granzima B en

I,at6n106,107
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3) interferencia con funciones metabdlicas de las células T convencionales: deprivacion

de IL-2, activacion del receptor de adenosina 2A, transferencia de AMPc a las células T

convencionales'08104.105

4) modulacién de la maduracién y funcién de las CDs 08104105

109

y de la induccién de IDO

en las CDs

Cancer y sistema inmune

El cancer ha sido asociado con la inflamacion desde 1863 cuando Virchow propuso que
los tumores podian originarse a partir de sitios de inflamacién crénica''®. Si bien el
desarrollo tumoral promueve un entorno pro- inflamatorio (citoquinas, factores de

crecimiento, quimioquinas)'"’

, la inflamacién también es necesaria para la activacion de
la respuesta antitumoral tanto innata como adaptativa. El sistema inmune ejerce tres
roles fundamentales en la prevencién del crecimiento de tumores: la supresioén de la
infeccion viral en aquellos tumores inducidos por virus, la regulacion de los procesos
inflamatorios y la identificacién y destruccién de las lesiones pre-cancerosas vy
cancerosas.

El sistema inmune puede responder a las células cancerosas reaccionando frente a
antigenos especificos de las mismas o frente a antigenos asociados al tumor
(moléculas expresadas en forma diferente por las células tumorales y las células
normales)' ',

En 1909, Paul Erlich'™ propuso por primera vez la idea de que el sistema inmune
podria protegernos frente al cancer, pero la comprobacion de su teoria lleg6é afos mas
tarde junto con el mejoramiento de las herramientas de estudio. En 1950, Burnet y

Thomas postularon la teoria de la inmunovigilancia''*'"°

, proponiendo que el sistema
inmune es capaz de detectar y eliminar las células transformadas antes de que puedan
crecer e invadir nuevos tejidos. En aquella época su teoria ha sido desalentada al no
hallarse diferencias en la incidencia de tumores cuando expusieron ratones atimicos a
carcindégenos quimicos. Alrededor de 1990, resurge la hipétesis de la inmunovigilancia
al descubrirse que los ratones atimicos tienen células NK y poblaciones funcionales de
células T de desarrollo extratimico. También en esa década se demostré que el IFNy
es clave para la proteccion frente a tumores transplantados o inducidos

116,117 118

quimicamente y espontaneos En esa misma época se describe la alta
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incidencia de cancer inducido por virus como el sarcoma de Kaposi en pacientes

119,120

inmunocomprometidos y de céncer espontdneo en pacientes que sufrieron

transplantes de 6rganos'®'"'?,

Por lo tanto, a lo largo de los afos, numerosas
evidencias experimentales y clinicas demostraron que el sistema inmunitario es

fundamental para prevenir, limitar y suprimir el crecimiento neopléasico.

Sobre la base de la hipétesis de la inmunovigilancia se propuso la teoria de la
inmunoedicion de tumores'®® definida por tres eventos claves: eliminacion,
equilibrio y escape. En este modelo la fase de eliminacion se corresponde con el
concepto original de inmunovigilancia, donde el tumor es detectado y destruido por
diversos componentes del sistema inmune. Las células tumorales que no son
eliminadas en esta fase proceden hacia una fase de equilibrio donde se establece un
balance entre el tumor y el sistema inmune y ambos ejercen presién sobre el otro.
Finalmente, el sistema inmune contribuye a la seleccién de las variantes tumorales que
creceran incontroladamente “escapando” al control inmunolégico ya sea eludiendo el
reconocimiento inmunitario o inhibiendo los mecanismos inductores o efectores de la

I'**: en algunos casos la evasién es absoluta y el

respuesta inmunitaria antitumora
sistema inmune tiene escaso impacto sobre la progresién tumoral. Esta fase coincide
con la aparicién de manifestaciones clinicas asociadas al crecimiento y la progresion
tumoral. Durante el escape, los tumores despliegan multiples mecanismos
inmunosupresores'? por los cuales evitan su reconocimiento y eliminacién (Figura A).
Entre los mas destacables se encuentran la falta de presentacién de antigenos nuevos

en superficie'?®:1?

, la induccion de defectos en la maduracién de CDs al suprimir la
produccion de sefales proinflamatorias o suprimir la expresion de CCR7 interfiriendo
con su migracion a los ganglios linfaticos'?®. Asimismo pueden interferir con la accién
de la célula efectora; se observaron trabajos en los que las células tumorales se
mantienen irreconocibles para las células NK al no expresar ligandos para NKG2D'® o
bien evitan su eliminacion mediada por células T al desarrollar insensibilidad a INFy'°,
Aun cuando la presentacion antigénica sea correcta, las células tumorales pueden
evitar al sistema inmune aumentando la expresion de moléculas anti-apoptéticas (FLIP
y BCL-XL), expresando receptores de muerte mutados (Fas, TRAIL)'3"'32 o inhibiendo
directamente la actividad de células T a través de la expresion de ligandos supresores

133

(PD-L1) o la produccion de galectina Ademas, pueden secretar citoquinas vy

moléculas que actuan generando un ambiente inmunosupresor entre las que podemos

30



destacar el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF)™* critico para la
angiogenesis e inhibidor de la funcién de las CDs, la enzima IDO, que hemos descripto
previamente en las pCDs, el TGF, que principalmente inhibe la activacion de CDs y la
funcién de las células T y NK y la IL-10 que suprime la funcién de CDs y conduce la
respuesta T hacia un perfil Th2 menos efectivo contra las células malignas. Como ya se
ha comentado, estas citoquinas también tienen la capacidad de inducir células Treg
que a su vez inhibiran la actividad de los linfocitos T por distintos mecanismos'®.
Ademas, los tumores pueden provocar la expansion de células mieloides supresoras
(MDSCs) a través de la produccién de GM-CSF, IL-1B, VEGF y PGE2', y reclutar
pCDs y macrofagos que, mediante el catabolismo del triptofano y la secrecion de TGF
e IL-10 respectivamente, colaboran con la inhibicion del sistema inmune y la

consecuente progresion tumoral.
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Figura A: Mecanismos de escape tumoral. El sistema inmune ejerce presion
selectiva sobre los tumores mediante varios procesos. Como resultado las células
tumorales inmunogénicas son eliminadas y quedan aquellas variantes que evaden los
mecanismos de destruccion ejercidos por el sistema inmune. Con el tiempo, las células
tumorales desarrollan distintos mecanismos de evasion del sistema inmune. Adaptado
de Vesely et al'®’.
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Ganglio linfatico drenante del tumor (NLDT)

Los ganglios linfaticos drenantes del tumor han sido histéricamente considerados una
barrera inmunolégica a la diseminacion del cancer. Son el sitio donde ocurre el primer
contacto entre los antigenos tumorales y el sistema inmune del portador, pero hoy
también se sabe que presentan signos de inmunosupresion. Si bien los NL tienen
funciones complejas, la més relevante en portadores de tumor es ser el sitio donde
migran las CDs con antigenos tumorales para presentarselos a las células T.
Dependiendo del microambiente de ese ganglio es que la presentacion antigénica
puede conducir a la activacién del sistema inmune o a una respuesta de tolerancia al
antigeno'®. La naturaleza de las CPAs en los NLDT, inmunogénicas o tolerogénicas,
es critica al momento de establecer el curso de una respuesta inmune. Aun cuando los
antigenos sean presentados por CPAs activadas, el hecho de que esté presente un
nimero minimo de CPAs tolerizantes resultara en tolerancia’®. La alteracién del NLDT
por la presencia del tumor es un proceso activo que comienza a los pocos dias de la
implantacién y comprende algunos de los mecanismos de evasion ya comentados.
Dentro de ellos, los mas estudiados son la induccién de CDs tolerogénicas y las células
Treg; como ejemplos, se observé en pacientes la presencia de CDs expresando PD-
L1'°  CDs que secretan TGFB™', pCDs* y la acumulaciéon de células Treg'?'%141,
Existe una relacion de induccién reciproca entre estos tipos celulares: las CDs

44,144

tolerogénicas inducen Tregs vy éstas, a través de la secrecion de IL-10 y TGF-,

pueden inducir fenotipo tolerogénico en las CDs'*.

Una vez que se ha creado un ambiente tolerogénico local, el proximo paso serd la
tolerancia a nivel sistémico, y ésta podria ser creada a partir del mismo ganglio
drenante. Este proceso involucra la induccién de anergia en las células efectoras en el
NLDT y la activacién o expansion de células regulatorias que migraran desde el ganglio

drenante llevando la tolerancia al resto del organismo'*°.
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Tratamientos del cancer

En la actualidad existen tres tratamientos convencionales contra el cancer: la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. Los dos primeros cumplen su objetivo terapéutico
cuando las células tumorales se encuentran puntualmente localizadas. Por el contrario,
cuando éstas se han diseminado desde su lugar de origen, estos métodos van
perdiendo eficacia por lo que se requiere de un procedimiento que destruya las células
cancerosas donde sea que se encuentren. Es aqui donde se recurre a la quimioterapia.
No obstante los procedimientos de esta practica son, en mayor o menor medida,
téxicos para las células normales limitandose sus aplicaciones terapéuticas'*®. Por otro
lado, basandose en la relacién entre el sistema inmune y el cancer otro tipo de terapias,
las inmunoterapias, estan siendo estudiadas y algunas ya empleadas en la clinica con
distintos resultados.

Terapias inmunoldgicas

El objetivo de una inmunoterapia es inducir la respuesta inmune frente al tumor
intentando sobrepasar el escape tumoral o mejorar la respuesta ya existente. En las
Ultimas décadas se han realizado grandes avances en el conocimiento de los
componentes que son relevantes durante una respuesta inmune antitumoral y de los
mecanismos de escape inmunolégico, los cuales son herramientas indispensables para
el desarrollo de inmunoterapias efectivas.

Si bien la seleccion de la poblacion de pacientes a quienes aplicar una inmunoterapia
determinada, la dosis bioldgica y el esquema de administracién 6ptima son cuestiones
dificiles de estandarizar, se han obtenido resultados promisorios en la aplicacién de
algunas inmunoterapias. Un esquema temporal de los hitos méas relevantes de la
relacion entre sistema inmune y cancer desde 1863 hasta hoy y de la aprobacién de

algunas inmunoterapias para uso clinico pueden verse en la Figura B.
Conocer las causas del cancer permite abordajes distintos de tratamiento terapéutico e

incluso preventivo. En el caso de los canceres inducidos por virus (por ejemplo:

papiloma humano, Hepatitis B y C, Epstein Barr) que son aproximadamente el 15% de
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todos los canceres diagnosticados'*’, en algunos casos puede pensarse en realizar
vacunas dirigidas contra antigenos virales. En este sentido, se han desarrollado
vacunas preventivas frente a dos serotipos del virus del papiloma humano (HPV-16 y
HPV-18) a administrarse en mujeres que no son sexualmente activas'*®. Estas vacunas
inducen una respuesta humoral frente a estos serotipos pero suelen fallar durante una
infeccion cronica de HPV donde ocurre integracion gendomica de genes virales
codificando para oncoproteinas (E6 y E7). Se desarrollaron también vacunas
terapéuticas en las cuales E6 y E7 son administradas junto con adyuvante de Freund
incompleto obteniéndose 50 % de erradicacion del tumor en mujeres con neoplasia

premaligna'*®

. Otro tipo de vacunas se basan en el indculo de virus atenuados, como el
herpex simple tipo | modificado genéticamente para producir el factor estimulante de
colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF) en forma intratumoral en pacientes
con melanoma y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, protocolo que se

encuentra en fase III'°,

El virus infecta todas las células pero se multiplica
selectivamente en las cancerosas conduciendo a su lisis con la consecuente liberacion
de antigenos tumorales. Si bien los protocolos mencionados han sido efectivos,

muchos otros ensayados no lo fueron'

Otro de los blancos atacados por las inmunoterapias es la modulacién de citoquinas y
el bloqueo de moléculas involucradas en inmunosupresion. En particular el antigeno 4
asociado a linfocitos T citotoxico (CTLA-4) es uno los reguladores cruciales en la

induccién y mantenimiento de la tolerancia'?

y esta presente en todas las células T
incluso en las regulatorias Foxp3+. ElI bloqueo de CTLA-4 con anticuerpos
monoclonales produjo el rechazo de tumores establecidos en un modelo murino de
melanoma. Se han desarrollado anticuerpos monoclonales contra CTLA-4 humanos
pero s6lo se han obtenido hasta el momento un 10 % de respuesta positiva y efectos
colaterales relacionados con la disrupcion de la tolerancia ejercida por CTLA-4 (colitis,

dermatitis, hepatitis)'>%'>*.

Aparte de CTLA-4, existen numerosas moléculas que
pueden ser blanco de bloqueo y son claves en la regulacion de la respuesta inmune
(PD1, PDL1, B7H3). En la misma direccion, también se ha buscado la eliminacién de
las células Treg y hasta el momento ha sido aprobado el uso de anti-CD25 (receptor de
IL-2). Sin embargo, éste tiene la limitacién de que si bien en humanos el receptor de IL-
2 es expresado en mayor medida por las células Treg'>® también es expresado por las

células T activadas, lo que puede ser la causa de los resultados equivocos.
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Figura B: Relacidon entre sistema inmune y cancer. Se muestran los sucesos mas relevantes en los estudios de la relacion entre
sistema inmune y cancer desde 1863 hasta la actualidad. Adaptado de Lesterhuis et al'®®.
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Otro de los abordajes que ha sufrido un mayor desarrollo en los ultimos afos es el uso
de la transferencia adoptiva de células inmunes. Existen numerosos estudios en los
que se busca incrementar la respuesta del portador frente al tumor mediante la
transferencia adoptiva de células. Algunas metodologias buscan mejorar la
presentacion antigénica al realizar transferencia de células dendriticas expuestas ex

157 mientras otras se centran en la transferencia de células

vivo a antigenos tumorales
efectoras como T CD4 y CD8'"%'%%: un tercer abordaje incluye la transferencia de
células genéticamente modificadas para que expresen un TCR anti-tumoral de alta
afinidad. Estos protocolos son mas efectivos al combinarse con protocolos que lleven a
la linfopenia en el receptor'®. En relacién a esto, hoy se sabe que la quimioterapia
convencional es util para acompanar una terapia inmunolédgica al modular la respuesta
inmune. Su efecto, segun los agentes quimioterapéuticos y las dosis utilizadas, se basa

161

en que genera muerte celular siendo fuente de antigenos tumorales ™', produce

linfopenia siendo el sistema inmune mas receptivo a romper la tolerancia'®>'

y se
produce una disminucién transitoria del nimero de células T regulatorias'®*'®. Uno de
los agentes quimioterapéuticos utilizados como complemento de las inmunoterapias es
la ciclofosfamida. Es administrado como compuesto inactivo y luego de su activacion
mediante el sistema de oxidasa microsomal hepético forma un aldehido que se
descompone en el plasma y en los tejidos periféricos para formar acroleina y un
metabolito alquilante. La ciclofosfamida ejerce distinto efecto si es administrada en
altas o bajas dosis. En altas dosis conduce a la reduccién del tamafio tumoral por
accion citotéxica junto a la depresion del sistema inmune, mientras que en dosis
menores a 200 mg/kg de peso, aumenta la eficacia de diversas inmunoterapias'®’'®.
Los mecanismos de accién inmunomoduladora de la ciclofosfamida involucran cambios
en las poblaciones de linfocitos B, T y, en particular, Treg (Figura C).
Consecuentemente produce modificaciones en el perfil de citoquinas secretadas

(disminucién en la secrecién de TGFB e IL-10"¢”

y un aumento en la secrecién de IL-2 e
IFNy)'8. Por otro lado, se ha demostrado que provoca una disminucién en la expresion
de galectina-1, involucrada en el potencial metastasico de muchos tumores y una

modulacién de los niveles de Bcl-2."%°
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Figura C: Cambios en las poblaciones de linfocitos luego de la administracion de
Cy en bajas dosis. La administracion de una unica dosis o dosis repetidas de Cy
depleciona rapidamente de células B periféricas (24 horas) y posteriormente se
observa una disminucién de células regulatorias CD4+CD25+Foxp3+ obteniéndose un
maximo de deplecién entre los dos y siete dias posteriores a la ultima administracion de
Cy. Luego de una a dos semanas se recupera el numero de células B y T presentes en
los tejidos linfoideos. Los protocolos de inmunizacion administrados durante “la ventana
de modulaciéon” del sistema inmune generan una mayor expansion de células T
efectoras antigeno especifico. Adaptado de Brode et al'’°.

Tumor MCC

El tumor MCC es un fibrosarcoma murino inducido por el carcinégeno 3-metilcolantreno
en ratones de la cepa Balb/c y mantenido por pasajes singeneicos. Inoculado en forma
subcutanea no genera metastasis y presenta la caracteristica de cambiar de un estado
de inmunogenicidad inicial a un estado de ignorancia por parte del sistema inmune en
un lapso corto de tiempo. Cuando el tumor es pequefio se comporta como
inmunogénico y luego el sistema inmune del huésped se torna tolerante y ya no se

detectan evidencias de respuesta antitumoral’”'. Por ello es un sistema ideal para
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estudiar los mecanismos que llevan al establecimiento de la tolerancia, habitual en
pacientes con cancer. Se ha probado que el desarrollo del MCC se acompafa de
neutrofilia e inflamacién (TNF-a, IL-1B, IL-6, CRP y SAA)'"? cuya modulacién revertiria
parte de los signos de tolerancia inmunolégica'”*'"*. Ademas, el modelo exhibe
resistencia concomitante por la cual un portador de MCC retarda o inhibe el crecimiento
de un implante secundario del mismo tumor, lo que podria representar clinicamente al
control que ejerce un tumor primario sobre sus metastasis. El fenémeno de resistencia
concomitante se observa en portadores de MCC con volumenes tumorales menores a

500 mm® o mayores a 2000 mm?® '7>17!

. En el primer caso es un fenémeno tumor -
especifico que se da en la mayoria de los tumores inmunogénicos y esta asociado a
una respuesta T anti-tumoral. Mientras, el fendbmeno observado en tumores mas
grandes no tendria relacion con una respuesta inmune, es un fenémeno timo -
independiente y correlaciona con un factor sérico que inhibe in vivo e in vitro la
proliferacion de las células tumorales. Este factor ha sido aislado y caracterizado como
una mezcla de m-tirosina y o-tirosina en relacién 1,4:1; se demostr6 que el mismo es
capaz de inhibir la proliferacion in vitro de células MCC en manera dosis dependiente y

de retardar in vivo el crecimiento tumoral'’®.
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MATERIALES Y METODOS
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Animales

Se han utilizado ratones machos de las cepas BALB/c y C57BL/6 de 2-3 meses de
edad, criados en el bioterio del Instituto de Investigaciones Hematologicas de Buenos
Aires segun las recomendaciones de la Guia para el cuidado y uso de animales de
Laboratorio, del National Health Institute (NIH Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals).

Tumor MCC: Es un fibrosarcoma inducido en un ratéon de la cepa BALB/c por la
administracion de metilcolantreno; se mantiene por pasajes singeneicos s.c. (10°
células MCC viables) en ratones machos de 2 meses de edad. Los estudios sobre el
sistema inmunolégico del tumor se realizaron en 2 estadios sucesivos del crecimiento
tumoral: INM (Fase Inmunogénica o de tumor establecido; corresponde a un volumen
tumoral de 100-400 mm?®) y TOL (Fase Tolerogénica, o tumor avanzado, volumen
800-1200 mm?®. En ciertos experimentos se ha incluido un tiempo inicial
correspondiente a las 48 horas post inoculo tumoral (NP: tumor No Palpable). Por las
caracteristicas de crecimiento del MCC, los ganglios proximales y distales se
mantienen libres de células tumorales durante todo su desarrollo. Los diametros
tumorales fueron medidos con calibre y el volumen tumoral se calcul6 segun la férmula
de Attia y Weiss: Volumen tumoral = 0,4 (a x b%), donde a y b son los diametros mayor
y menor respectivamente. Los estudios realizados se acompanaron con un estudio

histolégico del tumor.

Identificacion del ganglio linfatico drenante del tumor (NLDT): El tumor implantado
en el flanco puede eventualmente drenar a los ganglios linfaticos (NL) inguinal, popliteo
y axilar. Para determinarlo en nuestro sistema, se aplicé una inyeccion intratumoral de

colorante'”” (

azul de metileno) y 50 minutos mas tarde se observé la tincién a nivel de
los distintos NL. En los experimentos se utilizd6 como control al NL inguinal contralateral,

al cual denominamos nNLDT, y no mostro tincién.
Obtencion de suspensiones celulares: los NLs, el bazo o el tumor se extrajeron

estérilmente, se disgregaron mecanicamente en PBS, primero con tijeras y luego a

través de una malla metdlica. Para el aislamiento de células mononucleares a partir de
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sangre periférica, bazo o tumor, se utiliz6 un gradiente de ficoll hypaque (& 1,099
g/cm?®).

Medio completo (MC): Se utilizé en todos los experimentos RPMI1640 (Gibco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Natocor, Argentina) 1% de L-glutamina,
1% de antibidtico (penicilina / estreptomicina / anfotericina B) y 2-mercaptoetanol;
Gibco (1/1000)

Células y condiciones de cultivo celular: Las suspensiones celulares se cultivaron

en MC y se mantuvieron en estufa gaseada (5% CO,) a 37°C.

Extracto acelular de MCC (EAmcc): Se realizd un homogenato de 1x10° células
MCC/ml y se lo sometié a sucesivos ciclos de congelado y descongelado. El EA fue
utilizado para las técnicas de citotoxicidad in vivo y como estimulo en los dosajes de
citoquinas; en este ultimo caso la suspension fue previamente sonicada (Branson

Digital Sonifier).

Ensayo de fagocitosis de FITC DEXTRAN'’®: Las suspensiones celulares obtenidas
a partir de los NLs se incubaron con FITC- dextran (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) en una concentracion final de 100 pg/ml durante 50 minutos a 37°C o bien a 0°C
los controles. Luego se lavaron con buffer PBS frio suplementado con suero fetal
bovino (1%) y NaNs (0,01%) y se marcaron con anti-CD11c-PE. Se detectaron las

células CD11c*Fitc* por citometria de flujo.

Ensayo de proliferacion alogeneica: Se realizé un cultivo mixto de células de ganglio
de ratones de la cepa C57 (células target) y células provenientes de los NLDT o nNLDT
de ratones portadores de MCC previamente tratadas con mitomicina C (efectoras), en
distintas relaciones E:T. El cultivo se mantuvo en estufa durante 96 hs y en las ultimas
18 hs se realizd6 un pulso de °H- timidina. Paralelamente se realizé el ensayo en
presencia de un anticuerpo neutralizante de IL-10 (5 pg/ml- BD Pharmingen). Luego las
células se cosecharon y se midi6 la radioactividad mediante contador de centelleo
liquido.
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Ensayo de sensibilidad por contacto: Se utilizé una solucién 1% de FITC (Sigma) en
una solucién 1:1 dibutilftalato-acetona (vehiculo) para todas las topicaciones. Para
poner a punto la técnica en nuestro modelo, se topicaron los ratones en uno de los
ganglios inguinales y se observo si habia migracion de células que hubiesen captado el
antigeno hacia el ganglio contralateral. Luego se realizaron dos esquemas de
topicacion diferentes: 1) se topicaron los animales en el area de piel ubicada sobre el
NLDT y el nNLDT y luego de 24 horas se extrajeron los ganglios y se analizé por
citometria de flujo la presencia de las poblaciones CD4*, CD11c*FITC*, CD19*FITC" y
CD11c*CD19*FITC". 2) se topicaron los ratones en el area de piel ubicada sobre el
NLDT 6 sobre el nNLDT y luego de 6 dias se topico la oreja ipsilateral y 48 horas mas
tarde se midieron los cambios en el grosor de la oreja como indicador de reaccién de

hipersensibilidad por contacto'”®.

En todos los experimentos, como control, se realizé
el mismo esquema de topicaciones pero utilizando solamente el vehiculo. En particular
en el segundo esquema de topicacion se realiz6 también como control la primer

topicacion con vehiculo y la segunda topicacion con antigeno y viceversa.

Citometria de flujo: Las células de NL (1x10°) fueron incubadas con los anticuerpos
correspondientes en las concentraciones adecuadas. Se utilizaron los siguientes
anticuerpos y sus controles de isotipo (Pharmingen, San Diego,CA): FITC- 6 PE- anti-
CD8a (clon 53-6.7), FITC- anti-CD80 (clon 16-10A1), FITC- anti-CD40 (clon HM40-3),
FITC- anti-I-Ad (clon AMS-32.1), FITC- o PE- anti-CD11c (clon HL3), FITC- anti-CD4
(clon H129.19), FITC-, PE-Cy5.5 6 PE- anti-CD19 (clon 1D3), PE- anti-IFN-y, PE- anti-
IL-10, PE-Cy5.5 anti-CD45R/B220 (clon RA3-6B2), PE-Cy5.5 anti-CD25 (clon PC61),
PE-Cy5.5 anti-CD44 (clon IM7) y FITC- anti-H-2K® (clon SF1.1). Las células se
analizaron usando un clitémetro FACS (BD Biosciences) y el software Winmdi. Para la
deteccion de células T regulatorias se utilizé PE- anti-Foxp3 y su correspondiente kit de
marcacion (e-Bioscience). Para la deteccion de citoquinas intracelulares se utilizaron
los anticuerpos ya mencionados y el buffer de permeablizacion correspondiente
(Pharmingen).

ELISA: La presencia de citoquinas en sangre periférica, y en sobrenadante de cultivo

de NL y de células MCC se evalu6é mediante ELISA (kits comerciales de e-Bioscience).
Las células de NL (2-5 x 10° células/ml) fueron expuestas previamente a EAycc (1:1)
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durante 24 horas para el dosaje de TGF- 3 e IFN-y 6 72 horas para el dosaje de IL-10 6
IL-12.

Ensayo de citotoxicidad in vitro (JAM test) '®: La citotoxicidad se evalué por la lisis
especifica de células MCC. Las mismas se marcaron con °H- timidina. Como células
efectoras se utilizaron células de NL (1x10°), células que se utilizarian para la
transferencia adoptiva (1x10°) y linfocitos aislados del infiltrado tumoral (1x10°). Las
células MCC marcadas en todos los ensayos fueron 2,5x10*. Luego del co-cultivo por 8
horas, se midi6 la liberacién de *H- timidina como medida de lisis especifica; % = 100 x
(S - E)/S, siendo S muerte espontanea y E muerte experimental. Como control se

utilizaron fibroblastos normales.

Ensayo de citotoxicidad in vivo: Se utiliz6 una modificacion de una técnica descrita

previamente'®’

. Se aislaron esplenocitos y células de NL de ratones naive (libres de
tumor) y se dividieron en dos grupos; uno de ellos se pulsé con EAycc y se cultivo por
18 horas a 37° C (células pulsadas), mientras que el otro se cultivé en MC. Las células
se lavaron y marcaron con 5,6-carboxifluorescein diacetato succinimidil éster (CFSE;
Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 10 ymol/L para células pulsadas (M2) y 1 ymol/L
para células no pulsadas (M1). Ambas poblaciones se mezclaron en cantidades iguales
y se inyectaron i.v. 1x10” células en ratones portadores y en ratones naive (control). Se
sacrificaron los ratones a distintos tiempos y se estudié la presencia de células
marcadas con CFSE en bazo. El porcentaje de lisis especifica se determind segun: %

Lisis especifica= (1 - [MzexperimentaI/M1experimental/ Mzcontrol/M1controI]) x 100.

Actividad inhibitoria de células T regulatorias'®?: Se aislaron, mediante el uso de
cell sorter (FACSARIAII), células CD4’, CD4'CD25"(T-reg) y CD4'CD25 (células
efectoras - T-eff) a partir de una suspension de NL de ratones normales, portadores de
MCC en fase INM o portadores tratados con ciclofosfamida. Las células CD4 se
irradiaron (3300 rad) y sembraron en placas de 96 wells (10° células/well) junto a las
células efectoras (10* células/well) con o sin el agregado de células T regulatorias (10*
células/well). Todo el ensayo se realizé en MC con el agregado de 1 pg/ml de anti-CD3
soluble y 1 uyg/ml de anti-CD28 soluble, estos ultimos como estimulos de proliferacion.
A los 4 dias se agregé 1 mCi de *H-timidina y se observé el nivel de proliferacién por

incorporacion de timidina.
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Extirpacion del NLDT (LNx)
Se realizd una pequena incision en la zona ventral cercana al ganglio y se extirpd en
forma estéril el ganglio inguinal drenante del tumor dejando las estructuras cercanas

conservadas.

Tratamiento con ciclofosfamida y LNx: los ratones portadores de MCC en fase IMM

fueron tratados con una Unica dosis baja de ciclofosfamida (Cy)'*’

, segun protocolos
previos. Se inyectaron 50 mg/kg peso de Cy i.p. en ratones portadores. Cuatro dias
después, se efectud la extirpacion de NLDT (linfadenectomia -LNx) de los portadores y
las células provenientes del ganglio extirpado se cultivaron como se describe luego. Al
dia 9 post-Cy, las células cultivadas se inocularon por via endovenosa en el raton
donante. Como controles se utilizaron ratones no tratados y tratados parcialmente. El

volumen tumoral y la sobrevida se registraron diariamente.

Cultivo de linfocitos de NLDT': |as células provenientes de NLDT (2x10%ml) se
cultivaron en medio completo en placas de 24 wells con anti-CD3 (1,2 yg/ml) durante
48 hs y luego en medio fresco con el agregado de IL-2 (5 U/ml) en placas de 6 wells
durante tres dias (1x10° células/ ml). Las células fueron luego resuspendidas en PBS
para la transferencia adoptiva o para su andlisis por citometria de flujo y en medio

completo para el ensayo de JAM test.

Transferencia adoptiva: las células de NLDT de cada portador, luego de ser
cultivadas, se reinocularon en el mismo ratén donor (3-5 x10° de células) por via

endovenosa.

Localizacion de células inoculadas durante la TA. Las células utilizadas para la TA
fueron previamente marcadas con CFSE. Los portadores fueron sacrificados a los 7
dias posteriores a la TA y se analizaron por citometria de flujo las suspensiones

celulares de bazo, NL y tumor.

Analisis estadistico de los datos. Para analizar la significancia de los resultados se
utilizaron distintos test estadisticos. Las diferencias en el fenotipo de las células, en
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los niveles de citoquinas y en la reaccién de hipersensibilidad por contacto fueron
evaluadas mediante test de Student. Las curvas de crecimiento tumoral fueron
comparadas mediante ANOVA de un factor y el test de comparacién multiple de
Turkey. Las curvas de sobrevida fueron analizadas mediante log-rank test. Las
diferencias en el ensayo JAM test fueron analizadas mediante un ANOVA de dos
factores y el test de comparacion multiple de Bonferroni. En el ensayo de proliferacion
alogeneica, el desvio estandar fue calculado mediante la propagacion de errores de la
relacion Tumoral/Normal. Todos los estadisticos se interpretaron en curva de dos colas
y p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001;

comparando ratén normal vs portador salvo que se indique lo contrario).
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RESULTADOS
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1. Estudio del sistema inmune del portador.
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Comenzamos nuestro estudio determinando las distintas etapas en las que
realizariamos el andlisis del sistema inmune del portador. Basandonos en estudios
previos sobre la inmunogenicidad del tumor a lo largo de su desarrollo establecimos 3

etapas:

e NP o tumor no palpable (48 hs post inéculo tumoral),
e INM o fase de inmunogenicidad (100-400 mm?®)y
e TOL o fase tolerogénica (800-1200 mm?).

Luego, analizamos hacia que ganglios linfaticos (NL) drenaba el tumor inicialmente
mediante el inéculo intratumoral de colorante vital. Observamos que tanto el ganglio
inguinal como, mas tardiamente, el axilar fueron tefiidos con esta técnica. Realizamos
la mayoria de nuestros estudios en los ganglios linfaticos drenante del tumor (NLDT)
inguinales por ser mas simple su extraccion. Como contraparte utilizamos los ganglios

linfaticos inguinales contralaterales o distales (nNLDT).

1.1 Estudio de las poblaciones celulares presentes en los NLDT y nNLDT durante

el crecimiento tumoral.

Como se muestra en la figura 1, la presencia del tumor induce el aumento del nimero
de células totales del NLDT durante todo su desarrollo (fases NP, INM y TOL) mientras
que en el nNLDT no se observan cambios hasta TOL donde el numero de células
totales disminuye significativamente respecto de lo hallado en ratones controles
(Normal).

Al analizar cada una de las poblaciones celulares, observamos en NLDT un aumento
significativo en el nimero de células CD11c" (células dendriticas - CDs), linfocitos T
CD8", linfocitos T CD4" y un incremento muy marcado de linfocitos B. En nNLDT, no
hallamos variaciones hasta TOL donde cada una de las poblaciones se encuentra por
debajo de los valores normales, a excepcion de los linfocitos B que se encuentran

significativamente aumentados.
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Figura 1: Numero de células totales, dendriticas, linfocitos T CD8 , linfocitos B y
linfocitos T CD4 encontrados en los ganglios inguinales de ratones normales y
de ratones portadores de MCC durante el crecimiento tumoral. Se aislaron células
de NLDT y nNLDT de ratones portadores en distintos estadios y se cont6 el nUmero de
células totales (n = 9 - 24 ratones por grupo). Se determinaron por citometria de flujo
las proporciones de los distintos tipos celulares presentes. Se muestra la media del
numero de células £ SD de un experimento representativo (n = 4 ratones por grupo).

1.1.1 Células presentadoras de antigeno (CPA)

A) Cambios en el fenotipo

La reaccion del sistema inmune frente al crecimiento tumoral dependerda de la
presencia de antigenos tumorales. Para que se desarrolle una efectiva respuesta
inmune debe desarrollarse previamente una efectiva presentacién antigénica por parte
de las células presentadoras de antigeno.

Analizamos el fenotipo de las CPAs en las sucesivas fases del crecimiento tumoral
(Figura 2A-B). En NP, observamos un aumento de las moléculas coestimulatorias
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(CD40 y CD80 en las CDs y CD40 en los linfocitos B) solo a nivel del NLDT, indicando
una activacion de las CPAs, cercana al sitio de implantacion del tumor.

En INM y TOL, cuando el tumor ya se encuentra establecido, detectamos un aumento
en la expresion de MHCIlI que no se acomparfa de diferencias en la expresién de
moléculas coestimulatorias. No observamos diferencias significativas en la expresion

de MHCI durante todo el crecimiento tumoral (no se muestra).

900 - 0 CD40 900 - 0 CD40
800 - * = CD80 800 4 = CD80
700 4 2 MHCII 700 + 8 MHCII

Intensidad de fluorescencia media
Intensidad de fluorescencia media

Normal NP INM TOL Normal NP INM TOL

Figura 2: Intensidad de fluorescencia media de las moléculas MHCII, CD40 y
CD80 presentes en A) CDs y B) Linfocitos B presentes en los NLDT. Las barras
muestran la media + SD de un experimento representativo (n = 3 — 5).

Se ha descripto que el aumento en la expresién de MHCII en ausencia de aumentos en
la expresion de CD40 y CD80 es caracteristico de CDs inmaduras o supresoras'®*.
Entre las CDs con fenotipo supresor descriptas en ratones y particularmente en
ganglio, se encuentran las células plasmacitoides (pCDs) que coexpresan marcadores
de linaje B (CD11c*B220*CD19%)*. Evaluamos la presencia de estas células
potencialmente tolerogénicas en nuestro sistema y hallamos que su proporcidon se

encuentra aumentada en INM y TOL en ambos ganglios (Figura 3).
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Figura 3: Proporcion de células plasmacitoides (B220+CD19+CD11c+) halladas en
los LN de ratones normales y de portadores en el desarrollo tumoral. Se aislaron
células de NLDT y nNLDT de ratones portadores en distintos estadios y de ratones
normales. Se determinaron por citometria de flujo el porcentaje de células B220"CD19"
dentro de la poblacién de CDs. Las barras muestran la media + SD de un experimento
representativo (n = 4 ratones / grupo).

B) Cambios en la funcionalidad

El estudio de la funcionalidad de las células presentadoras de antigeno ha sido
abordado mediante 3 tipos de ensayos:

i. Estudio de la capacidad fagocitica de las células de ganglio.

ii. Estudio de la capacidad de las CPAs presentes en ganglio de inducir
proliferacion alogeneica.

iii. Estudio de la capacidad de las células de Langerhans de captar un antigeno en

superficie, migrar a los ganglios linfaticos y generar una respuesta T.

i. Ensayo de fagocitosis de Fitc Dextran

La actividad endocitica de las células dendriticas esta asociada a su rol posterior como
célula presentadora de antigeno. Las células inmaduras tienen la capacidad de

fagocitar moléculas solubles como Fitc-Dextran, internalizar y procesar al antigeno.
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Luego de un estimulo se diferencian en células maduras que expresan MHCII y
moléculas coestimulatorias en la membrana celular.

Al estudiar la capacidad fagocitica de las células CD11c+ presentes en los ganglios
inguinales, observamos en NP una mayor proporcion de células que captan Dextran-
Fitc tanto en ganglio drenante como distal. Cuando el tumor se encuentra avanzado
(TOL) el aumento de la proporcion de estas células ocurre solo a nivel del NLDT
(Figura 4).
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Figura 4: Ensayo de fagocitosis: Las barras muestran el porcentaje de las células
CD11c+ de los ganglios drenante (A) y distal (B) que fagocitaron Fitc- Dextran de un
experimento representativo (n = 3 - 4 ratones / grupo).

i. Ensayo de induccion de la proliferacion alogeneica

Estudiamos la capacidad de células de NLs de ratones portadores de MCC de inducir
proliferacion alogeneica. Como células target utilizamos células de ganglio de la cepa
C57. Observamos que las células provenientes de los NLDT é nNLDT en estadios INM
y TOL inducen menor proliferacion alogeneica que aquellas células obtenidas de
ratones normales. Notoriamente la menor induccién de proliferacién ocurre a pesar de
que las CPA presentan alta expresion de MHCII, sugiriendo la existencia de algun
factor inhibitorio o tipo celular interfiriendo en la proliferacion. Como la produccion de IL-
10 es uno de los mecanismos inhibitorios habituales utilizados por células B y CDs en

portadores de tumor'8°>188

, repetimos el ensayo blogueando la accién de esta
citoquina. En estas condiciones se produjo la reversidbn de la inhibicién, y la

proliferacion alcanzé los valores normales (Figura 5).
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Figura 5: Ensayo de proliferacion alogeneica. Las barras muestran la proliferacion
de las células C57BL/6 (cpm) obtenida en presencia de células de ganglio de ratones
portadores de tumor en los distintos estadios. El 100 % de proliferacion se asigné a la
proliferacion obtenida en presencia de células de ratones normales. Las barras negras
y grises representan la proliferacion de las células C57 en ausencia o presencia del
anticuerpo neutralizante de IL-10, respectivamente (°p<0,01 y °p<0,001 barra negra vs
barra gris. * p<0,05 células de ganglio de portadores vs células de ratén normal).

iii. Ensayo de captacion de antigeno y migracion — Reaccidn de hipersensibilidad
por contacto.

Este método ha sido previamente propuesto como una forma de estudiar el efecto de la
presencia del tumor sobre la funcién de las APC'®’.

Para poner a punto la técnica, confirmamos que al topicar la piel sobre un flanco, no se
observa migracion de células marcadas dentro del ganglio del flanco contralateral
(Figura 6). Esto nos permiti6 realizar el experimento topicando en ambos flancos (cerca

y lejos del tumor) simultaneamente.
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Figura 6: Ensayo preliminar de la técnica en nuestro modelo. Se realiz6 la
topicacién con DBF-Fitc sobre uno de los laterales de los animales y se analiz6 a las 24
horas la presencia de células Fitc* en los ganglios axilares e inguinales del lado del
tépico y del lado contralateral.

Al topicar los ratones portadores de tumor MCC en el flanco en el que se encuentra el
tumor y en la zona contralateral, se observa un aumento en el nimero de células de los
ganglios correspondientes, y en particular, un aumento en la llegada de CDs Fitc+ y
linfocitos B Fitc+, es decir que estas células captaron el antigeno en superficie y
migraron al ganglio correspondiente (Figura 7). Este fenédmeno ocurre tanto en las
fases de INM como TOL indicando que la cercania del tumor o el estadio en que este
se encuentra, no afecta particularmente a estas dos funciones de las CPAs. Sin
embargo, cabe destacar que dentro de las CDs que adquirieron FITC en INM y TOL, un
elevado porcentaje corresponde a CDs que expresan B220, es decir con posible

fenotipo tolerizante (no se muestra). Finalmente, observamos en las fases INM y TOL
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un aumento del numero de linfocitos T CD4+ (Figura 8), importantes para generar una

reaccion inmune.

En una segunda instancia, analizamos la capacidad de generar una respuesta de
hipersensibilidad por contacto en los animales portadores de tumor. Realizamos un
protocolo similar al anterior pero esta vez topicamos sobre el ganglio drenante o distal
al tumor en animales separados. Seis dias después se topicé la superficie de la oreja y
se registraron los cambios producidos en su diametro, como medida de respuesta al
antigeno, a las 48 hs. La reaccion desencadenada en el ratén portador durante la fase
INM fue menor a la observada en el animal control cuando la topicacion se realizé
sobre el NLDT. En cambio, la topicaciéon sobre el ganglio distal produce una reacciéon
comparable al control. En el estadio avanzado la inhibicién de la reaccién se encuentra
tanto al topicar en la zona del NLDT como del nNLDT (Figura 9). Estos resultados
sugieren que la cercania del tumor resulta en la inhibicién de alguno de los pasos de
montaje de la respuesta inmune y que, a medida que el tumor progresa, la inhibicion se

torna sistémica.
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Figura 7: Células CD11c+Fitc+ y CD19+FITC+ encontradas en los ganglios luego
de la topicacion con DBF-Fitc. Los ratones se topicaron con una solucion de DBF-Fitc
en ambos flancos y los ganglios inguinales préximos al &area del tépico fueron
analizados a las 24 horas. A-B) Dot plots representativos, se muestran porcentajes de
cada uno de los cuadrantres.
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Figura 8: Numero de células CD4+ encontradas en los ganglios luego de la
topicacion con DBF-Fitc. Los ratones se topicaron con una solucion de DBF-Fitc en
ambos flancos y los ganglios inguinales fueron analizados a las 24 horas. Las barras
indican la media = SD de un experimento representativo (n = 3-5 ratones por grupo. *vs
Normal).
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Figura 9: Reaccion de hipersensibilidad por contacto. Luego de 6 dias del topico
inicial, se topica sobre la oreja. El grosor de la oreja fue medido con calibre antes y
después (48 horas) del segundo topico. Los valores representan la media del cambio
en el grosor + SD de un experimento reproducible (n = 3 — 5 ratones por grupo; *p<0,05
INMncoT VS INMunLDT )
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Conclusion parcial

Los resultados hasta aqui sugieren que el crecimiento del MCC induce la
disfuncion de las CPAs (linfocitos B y CDs); la misma se evidencia por la
expresion de marcadores de inmadurez y la inhibicion de induccion de respuesta
T. Esta inhibicion seria mas temprana en las cercanias del tumor y luego,
sistémica. La produccion de IL-10 seria uno de los mecanismos responsables.
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1.1.2 Linfocitos T

Analizamos el fenotipo y funcion de las células T CD4+ y CD8+ en los tres estadios del
crecimiento tumoral presentes tanto en ganglio drenante del tumor como en el ganglio

distal.

A) Cambios en el fenotipo

Dentro de la poblacién de células CD4+, observamos un aumento en la proporcion de
células activadas (CD25+Foxp3-) en las fases de NP e INM dentro de ambos ganglios.
Por el contrario, en TOL s6lo se observan aumentos en la proporcion de células
CD4'CD25"Foxp3* (Treg) y de células CD4"CD25 Foxp3* descriptas como reservorio

188

de células Treg'®® o Treg en division'®® (Figura 10).
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Figura 10: Fenotipo de los linfocitos T CD4+ presentes en los ganglios. Se analizé
por citometria de flujo la presencia de células activadas y regulatorias en los ganglios
de ratones portadores de tumor y normales. Se muestran los dot plots representativos
de un experimento reproducible. Los valores corresponden a las proporciones de cada
subpoblacion dentro de las células CD4+ (n = 3 — 5 ratones por grupo).

Dentro de la poblacion T CD8+, se produce un aumento en el nimero de células

expresando CD25 sugiriendo activacion en las fases NP e INM sélo a nivel del ganglio
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drenante (Figura 11). Asimismo hallamos aumentos en la expresiéon de CD44 en las
fases INM y TOL reflejando la presencia de células que ya han tenido contacto con el
antigeno (IFM CD44 en NLDT: N: 245 £ 30 NP: 267% 33 INM: 417+26** TOL: 455+41**,
n = 3 ratones por grupo). La expresién de Foxp3 en células CD8 fue negativa en todos

los estadios.
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Figura 11: Namero de células CD8+CD25+ en ganglio drenante. Se analiz6 por
citometria de flujo la presencia de células CD8+ activadas en los ganglios de ratones
portadores y normales. Las barras indican la media £+ SD del numero de células
CD8+CD25+ de un experimento reproducible (n = 3 ratones por grupo).
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B) Cambios en la funcionalidad de linfocitos T

i. Citotoxicidad

La capacidad citotéxica contra células del tumor MCC se analizé mediante dos
técnicas. En primer lugar estudiamos la citotoxicidad inducida por células aisladas de
NLDT y nNLDT sobre cultivos de MCC. Observamos que las células de los NL de
portadores en todas las fases presentan mayor actividad citotéxica que aquellas de un
raton normal (Figura 12).
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Figura 12: Citotoxicidad anti-MCC in vitro. Se extrajeron NLDT y nNLDT de ratones
portadores en los distintos estadios y de ratones normales y se evalud la citotoxicidad
especifica frente a células MCC previamente marcadas con timidina tritiada. Las barras
indican la media del porcentaje de citotoxicidad especifica £ SD de un experimento
representativo (n = 3 ratones por grupo).

Por otro lado, realizamos un ensayo de citotoxicidad in vivo donde células esplénicas
de ratones normales se pre-cultivaron en presencia o ausencia de antigeno tumoral.
Luego, se marcaron diferencialmente y se inocularon en ratones portadores y controles
(no portadores e inmunizados -control positivo-). Sélo se observé una pequena
actividad citotoxica en NP (Figura 13).
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Figura 13: Citotoxicidad anti-MCC in vivo. Se inocularon los ratones con una mezcla
de células esplénicas marcadas diferencialmente con CFSE (pulsadas “CFSE " — M2" y
no pulsadas “CFSE ™ — M1” con antigeno tumoral). A las 48 horas se analiz por
citometria de flujo la presencia de células CFSE* en bazo. Los histogramas
representativos muestran las frecuencias relativas de ambas poblaciones (CE:
citotoxicidad especifica n = 3 ratones por grupo).

ii. Capacidad inhibitoria de las células T requlatorias

La inhibicién de la funcion y proliferacién de las células T efectoras por parte de las
células T regulatorias (Treg) constituye uno de los mecanismos mas descriptos de
escape tumoral. Dado que en nuestro sistema detectamos un aumento en el numero de
células Treg con el crecimiento tumoral, analizamos su capacidad de inhibir la
proliferacion. Para ello, aislamos células CD4+CD25+ y evaluamos su efecto inhibitorio
sobre la proliferacion de células CD4+CD25- en presencia de anti-CD3 e IL-2.
Observamos una muy notable inhibicion de la proliferacion tanto en las células aisladas
de NLDT (Figura 14) como de nNLDT.
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Figura 14: Capacidad inhibitoria de las células Treg. Se aislaron células
CD4+CD25- y CD4+CD25+ a partir de la suspension célular del NLDT en INM. Las
barras muestran la actividad inhibitoria de las células CD4+CD25+ sobre la
proliferacion de CD4+CD25- estimuladas con anti-CD3 y anti-CD28. Se muestra un
experimento representativo (n = 6). Similares resultados se obtuvieron para nNLDT.

1.2 Patron de citoquinas

La combinacion de citoquinas secretadas por distintas poblaciones celulares
determinara el tipo de respuesta, en nuestro caso, pro-tumoral o anti-tumoral. Para
terminar de comprender los cambios inmunoldgicos que se producen en los portadores
de MCC dosamos por ELISA: IL-10, IFNy, IL-12 y TGF en sobrenadante de cultivo de
tumor, sobrenadante de cultivo de linfocitos aislados de NLDT y nNLDT y en suero de
portadores. Asimismo analizamos, mediante citometria de flujo, la presencia de IL-10 e
IFNy intracelular en linfocitos T, B y CDs. Respecto de las citoquinas
inmunoestimulatorias, no detectamos IL-12 ni IFNy en los sueros de los ratones
portadores en ninguno de los estadios, ni en los sobrenadantes de cultivo de NL
estimulado con extracto acelular MCC, ni en sobrenadante de cultivo primario de MCC.
Respecto a las citoquinas inmunosupresoras, el tumor secreta TGFB (1988 + 604
pg/ml); también hallamos TGFB en suero de ratones portadores de tumor en estadios
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INM y TOL (2883 + 536 y 2838 + 610 pg/ml, respectivamente). Por otra parte, las
células de NLDT y nNLDT estimuladas con extracto acelular de MCC producen IL-10
(Normal 235.3 £ 25; INMyipT, 367.2 £ 45™**; INMnpT 354 + 41***; TOLypT 367.2 £
17***; TOLnanpt 310.7 £ 12** pg/ml IL-10); idénticos resultados se obtuvieron al dosar
IL-10 por RT-PCR.

Por otro lado analizamos la presencia de IL-10 e IFNy en distintos tipos celulares
(Figura 15 A). No hallamos IL-10 en Tregs ni en CDs. En cambio los linfocitos B
presentes en ambos NL mostraron un marcado aumento en la expresién intracelular de
IL-10, durante INM y TOL (Figura 15 B). Ello sugiere que la poblacién responsable de la
produccion de IL-10 en nuestro sistema serian las células B. Observamos un aumento
en el niumero de células T CD4+ y TCD8+ que expresan IFNy durante INM en ambos
ganglios, sugiriendo una posible actividad citotéxica que involucre células CD8

efectoras y CD4 helper tanto distalmente como en la cercania del tumor.
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Figura 15: Expresion intracelular de citoquinas en las células de ganglio linfatico.
Se analizé por citometria de flujo la presencia intracelular de IFNy e IL-10 en linfocitos
T CD4, T CD8 y B. A) Se muestra un experimento representativo indicando el nimero
de células CD4 y CD8 expresando IFNy y de células B expresando IL-10 (n = 3 - 5). B)
Se muestran Dot plots de la marcacién de IL-10 en células B. Se indican porcentajes de
células en ganglio total.
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Conclusion parcial

La presencia del tumor induce cambios a nivel de las poblaciones inmunes
presentes en los NL. Dichos cambios son detectables inicialmente en forma local
y mas tardiamente en forma sistémica. Consisten en una activacion temprana de

células CD4 y CD8 que coexiste con la presencia de células dendriticas
inmaduras y plasmocitoides. Un aumento de células B productoras de IL-10,
células T regulatorias, la inhibicion de la proliferacion alogeneica mediada por IL-
10, la imposibilidad de generar una respuesta de hipersensibilidad por contacto y
el TGFB secretado principalmente por el tumor completan el panorama de

tolerancia que se va generando durante el crecimiento del tumor MCC.
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2- Elaboracion de una terapia inmunologica
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Luego de conocer el sistema inmune de los portadores analizamos si era factible inhibir
el crecimiento tumoral modulando el sistema inmune para provocar un desbalance ya
sea aumentando el numero de células activadas como restringiendo el componente
regulatorio presente en el portador. Como ya se ha expuesto, los NLDT son
considerados el lugar central donde se origina la tolerancia y de hecho en nuestro
sistema hallamos que alli es efectivamente donde se comienzan a observar la mayoria
de los signos inmunosupresores que rapidamente son encontrados también a nivel de
los ganglios distales. Como en la fase de INM aun hallamos signos de activaciéon
inmune fuera de NLDT, evaluamos la utilidad de extirpar el NLDT en dicha fase para

eliminar un incipiente foco de inmunosupresion.

2.1 Extirpacion de NLDT (LNx)

Realizamos la extirpacion del NLDT durante las fases INM 6 TOL. Contrariamente a lo
que esperabamos, la linfadenectomia (LNx) realizada en INM indujo una marcada
exacerbacion del crecimiento tumoral, sugiriendo que elementos antitumorales
importantes para limitar el crecimiento podrian haber sido eliminados con la LNXx
(Figura 16). Al efectuar el mismo procedimiento en ratones con tumor avanzado (TOL),

no se alterd el crecimiento tumoral.
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Figura 16: Efecto de la ablacion del ganglio drenante sobre el crecimiento
tumoral. Ratones portadores de tumor en INM fueron operados y se les extrajo el
ganglio drenante. El volumen tumoral fue registrado diariamente. Los ratones fueron
sacrificados al alcanzar un volumen de 2500 mm®. Se muestra un experimento
representativo (n = 7 — 9, *LNx vs Sham operados).

2.2 Terapia combinada: Ciclofosfamida (Cy) + LNx + Transferencia adoptiva (TA).

Luego de los resultados hallados al realizar la linfadenectomia era claro que las células
del ganglio drenante son necesarias para restringir el crecimiento del tumor MCC.
Pensamos en restituir dichas células efectoras a través de su transferencia adoptiva,
cultivandolas previamente con anti-CD3 e IL-2, un procedimiento que ex vivo aumenta
la proporcién de células citotoxicas'®®. Ademas con el fin de disminuir los elementos
inmunosupresores presentes en el portador y dado su conocido efecto negativo sobre
las células Treg '**'®* se administré una dosis baja de ciclofosfamida (Cy) cuatro dias

antes de realizar la linfadenectomia.

Al aplicar este protocolo observamos que un 63% de los ratones portadores tratados
presentaron una completa regresion del tumor. No se observaron recurrencias y los

animales quedaron inmunizados de modo que rechazaron subsecuentes desafios del
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tumor MCC. Mas aun, los tumores que no regresionaron mostraron un menor
crecimiento que aquellos del grupo no tratado (Figura 17). Ademas, el tratamiento
completo indujo un aumento significativo de la sobrevida (Figura 18). Como controles,
se utilizaron animales portadores de tumor MCC sin tratar y parcialmente tratados (Cy,
LNx, Cy + LNx, LNx + TA). En ninguno de dichos grupos se observé regresién tumoral
y s6lo en el grupo Cy + LN se hallé un aumento en la tasa de sobrevida.

4000 -
& —— Cy+LNx+TA
E 3500 - No tratado
= 3000 -
g 2500 -
€ 2000 - Tratamiento
2 Dia 0 -
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()
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~= Hkk
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>
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Dias post-indculo tumoral

Figura 17: Curva de crecimiento tumoral. Se administro ciclofosfamida (Dia 0 de
tratamiento). Las células del ganglio se cultivaron con anti-CD3 e IL-2 y se las re-
inocul6 e.v. en los portadores linfadenectomizados. Se muestra un experimento
representativo.
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Figura 18: Curva de sobrevida tumoral. La sobrevida de los ratones tratados
completamente, parcialmente tratados y no tratados se ha registrado durante 80 dias
(15-32 animales por grupo, los nimeros en el gréafico indica la significancia estadistica
vs el grupo no tratado).

2.3Mecanismos involucrados en la regresion tumoral inducida por la

inmunoterapia

2.3.1 Efecto sobre la formula leucocitaria

Los ratones portadores de MCC poseen una formula leucocitaria invertida en
comparaciéon a lo que se encuentra en ratones normales (Tabla 1 - Dia 0). En los
ratones tratados observamos que, en aquellos que respondieron al tratamiento
positivamente, la formula leucocitaria va tendiendo a la hallada en ratones normales

(Tabla 1 - Dia 25). La administracién de ciclofosfamida, en las dosis utilizadas, induce
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un cambio transitorio en la formula leucocitaria de un portador aproximandola a la

hallada en ratones normales (Tabla 1 - Dia 6).

Portadores (Dia 0: 11 dias p.i)
Tratados
Normal No tratados | Responden| No responden CY

Linfocitos 75+9.9 335+4.9 | 36.5+7.8 31.0+9.9 33.7+7.9

Neutrofilos | 21.5+7.8 64.5+49 | 63.5+7.8 69.0 £9.9 66.2+£7.9
Dia 0 Monocitos 3.5+2.1 2.0x£0.0 0.0+0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0

Linfocitos 24.0+28 | 42.0+£9.9 23.5+16.3 63.9 £9.6

Neutrofilos 72.0+1.4 | 54.0+8.5 69.0 + 25.4 33.6 £9.9
Dia 6 Monocitos 40+1.4 40+1.4 2.5+2.1 3.1+3.2

Linfocitos | 64.3 £3.2 23.2+3.9 | 49.9+235 21.9+11.4 27.6 £8.7

Neutrofilos | 33.6 +4.3 741 £3.7 | 46.7 +23.4 73.7+7.6 64.1 £10.7
Dia14 Monocitos | 2.6 + 0.1 26+0.2 3.3+0.1 44 +3.8 2.7+2.7

Linfocitos Muertos 53.3+0.7 27.2+85 16.8 +4.5

Neutrofilos 42.3 +0.35 70.3+9.3 81.1+2.5
Dia 25 Monocitos 3.5+£0.9 2.0x0.3 21+£1.9

Tabla 1: Formula leucocitaria. Se realiz6 el seguimiento de los cambios producidos
en la férmula leucocitaria durante el tratamiento, se realizaron extendidos de sangre y

se les realiz6 tincion de May Griinwald — Giemsa.

2.3.2 Efecto del tratamiento sobre el patron de citoquinas

Analizamos si el éxito del tratamiento se veia reflejado en el nivel de citoquinas

detectado en suero. Si bien no hallamos valores detectables de IFNy, IL-12 e IL-10, que

tampoco habian sido detectados en ratones portadores no tratados, los niveles de

TGFB se encuentran disminuidos en aquellos ratones cuyo tumor se encuentra en

regresion (Figura 19). Probablemente la mejor explicacion a estos resultados sea la

disminucién del volumen tumoral que como ya hemos descripto es la mayor fuente, si

no la Unica, de secrecién de esta citoquina en nuestro sistema.
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Figura 19: Dosaje de TGFB. Se dosé por ELISA la concentracion de TGF presente
en suero de ratones portadores, tratados con ciclofosfamida o tratados completamente
(n = 6 ratones por grupo).

2.3.3 Efecto de la administracion de Cy in vivo

Para ver que mecanismos operaban en el tratamiento evaluamos los efectos de
administrar in vivo 50 mg/kg de Cy sobre el numero de células potencialmente
supresoras en nuestro sistema, B y Treg, presentes en el ganglio contralateral. A los 4
dias (momento en que se realilza la LNx) observamos una disminucién en el nimero
total de células B, B expresando IL10 y Treg. La disminucion en el dia 9 (momento de
la TA) ya es significativa (Figura 20). Aun mas, las células Treg aisladas de ratones
tratados con ciclofosfamida no son capaces de inhibir proliferacion de células
CD4+CD25- (no se muestra).
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Figura 20: Efecto de la ciclofosfamida sobre las células de nNLDT. Al dia 9 del
tratamiento se analizaron las poblaciones B IL10+ y Tregs halladas en el ganglio distal.
Las barras indican la media del numero de células + SD de un experimento
representativo (n = 4 — 6 ratones por grupo).

2.3.4 Efecto del cultivo con anti-CD3 e IL-2 sobre las células de NLDT

A) Composicion celular

Analizamos el efecto de anti-CD3 e IL-2 en el cultivo de células de NLDT. Mientras que
las células de ganglios de ratones tratados con ciclofosfamida (4 dias luego de la
administracién) eran mayoritariamente linfocitos B, CD4 y CD8, la exposicion ex vivo a
anti-CD3 e IL-2 aumenté la proporcion de células CD4 y CD8 y disminuyd
marcadamente el numero de células B (Figura 21 A). Ademas el cultivo aumenté la

proporcién de células T expresando IFN-y (Figura 21 B).
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Figura 21: Efecto del cultivo de células de ganglio drenante del tumor en
presencia de anti-CD3 e IL-2. Se extrajeron los NLDT de ratones portadores tratados
con ciclofosfamida y las células fueron cultivadas en presencia de anti-CD3 e IL-2. Se
analizd por citometria de flujo la composicion de dichas células antes y después del
cultivo. Las barras indican la media + SD del porcentaje de células de un experimento
representativo (n = 6).

B) Capacidad citotoxica

Las células provenientes del NLDT de ratones tratados con Cy mostraron mayor
capacidad citotoxica que aquellas células provenientes del NLDT de ratones controles
(ratones naive o portadores de tumor que recibieron PBS). A su vez, el cultivo con anti-
CD3 e IL-2 aumentd la actividad citotoxica de las células provenientes de ratones
portadores que han recibido PBS pero no modifico la ya elevada actividad citotéxica de

células de ratones tratados con ciclofosfamida (Figura 22).
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Figura 22: Citotoxicidad anti-MCC de células cultivadas o no con anti-CD3 e IL-2.
Se extrajeron células del ganglio drenante de ratones portadores tratados con
ciclofosfamida o PBS y de ratones normales. Se evalué la citotoxicidad especifica, de
estas células y de células cultivadas con anti-CD3 e IL-2, frente a células MCC. Las
barras indican la media del porcentaje de citotoxicidad especifica £ SD de un
experimento representativo (n = 3 ratones por grupo).

2.3.5 Localizacion de las células provenientes de la transferencia adoptiva.

Las células transferidas deben llegar al tumor a cumplir su accién citotéxica o bien a los
organos linfaticos secundarios a favorecer una respuesta inmune tumoral,
probablemente mediante la secrecion de citoquinas. Por lo tanto, nos era de particular
interés conocer el destino y viabilidad de las células transferidas. Luego del cultivo en
presencia de anti-CD3 e IL2, las células del NLDT fueron marcadas con CFSE y
posteriormente siguiendo el protocolo habitual de tratamiento, las inoculamos en forma
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endovenosa en los portadores. A los 7 dias hallamos estas células en el bazo, en el
ganglio inguinal distal y en el tumor de los ratones tratados (Figura 23).
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Figura 23: Localizacion de las células de NLDT luego de la transferencia adoptiva.
Se procedi6é con el protocolo normal de tratamiento. Previamente a la transferencia
adoptiva se marcaron las células con CFSE. A los 7 dias de la transferencia se
detectaron las células en bazo, NL y tumor mediante citometria de flujo. Se muestran

Dot plots representativos.

2.3.6 Citotoxicidad anti-MCC en linfocitos de infiltrado tumoral

Como uno de los parametros de la accion de la inmunoterapia, estudiamos la
citotoxicidad especifica anti-MCC de linfocitos aislados del infiltrado tumoral. El control
utilizado fue un grupo de ratones portadores con volumen tumoral similar al del grupo
de ratones tratados que se hallaban en regresion. Observamos que aquellos linfocitos
provenientes del infiltrado tumoral de ratones tratados poseen mayor citotoxicidad
contra células MCC que aquellos linfocitos que provienen de infiltrado tumoral de

ratones portadores no tratados (Figura 24).
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Figura 24: Citotoxicidad anti-MCC in vitro. Se aislaron linfocitos del infiltrado tumoral
de ratones portadores que recibieron el tratamiento y presentan regresién tumoral y
linfocitos de infiltrado tumoral de tumores no tratados de similar volumen. Se evalu6 la
citotoxicidad especifica frente a células MCC. Las barras indican la media del
porcentaje de citotoxicidad especifica £ SD de un experimento representativo (n = 5
ratones por grupo).
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2.3.7 Cambios histoldgicos inducidos por el tratamiento

Figura 25: Cortes histolégicos del tumor MCC. Tincion Hematoxilina—Eosina. A: Tumor
15 dias post- inéculo tumoral (25x). B-F) Tumor 26 dias post-inoculo tumoral: B-C)
Tratamiento completo a partir del dia 11 p.i. (25x). D) No tratado -10x. E) LNx en dia 15 p.i.
- 25x. F) Cy en dia 11 p.i. - 25x. Los 6valos indican infiltrado linfocitario, las flechas rojas

indican vasos sanguineos y las flechas negras zonas necréticas.

El tumor MCC inoculado en forma subcutdnea presenta estructura conservada con
numerosas figuras mitdticas, muy escaso infiltrado linfocitario y pocas células
polimorfonucleares (PMN) (Figura 25 A). En tumores mas avanzados se observan
areas necroticas con presencia de vasos congestivos y mayor cantidad de PMN (Figura
25 D). En los tumores de ratones portadores que han sido tratados con la
inmunoterapia completa encontramos imagenes incipientes (Figura 25 B) e imagenes

mas avanzadas (Figura 25 C) de focos de infiltrado linfocitario muy marcados con
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zonas necroticas en sus centros, presencia de PMN y una vasculatura conservada. En
los tumores provenientes de aquellos ratones portadores a los que se les extirpd el
ganglio drenante, observamos la presencia de vasos sanguineos dilatados y
congestivos, escaso infiltrado linfocitario, pocos PMN y escasas zonas necroticas
(Figura 25 E). En los portadores tratados con ciclofosfamida, hallamos un tumor
conservado con presencia de infiltrado linfocitario tumoral y PMN. Se observa
vasculatura conservada y areas de necrosis (Figura 25 F).
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Conclusion parcial

El intento inicial de frenar el crecimiento tumoral eliminando el ganglio linfatico
drenante como medio de eliminar un sitio de generacion de inmunosupresion no
arrojo el resultado esperado; por el contrario, exacerbo el crecimiento tumoral.
Al suplementar la linfadenectomia con la transferencia adoptiva de las células
citotoxicas del ganglio drenante, conjuntamente con la deplecion con
cilofosfamida de Tregs y B in vivo, se obtuvo un alto grado de proteccion. Los
principales mecanismos involucrados en la regresion inducida por esta
inmunoterapia serian la disminucion in vivo de células inmunosupresoras (Treg y
B), el aumento de la citotoxicidad anti-MCC tanto de las células del NLDT al ser
cultivadas con anti-CD3 e IL-2 como de las células del infiltrado linfocitario y por
ultimo la disminucion de TGFp.
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DISCUSION
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En individuos normales, la progresion tumoral puede reflejar una falla en la respuesta
inmune innata o adaptativa. Muchos tipos de cancer desencadenan mecanismos
supresores que no soélo interfieren con la respuesta antitumoral enddégena sino que
también disminuyen la eficacia de los tratamientos inmunoterapéuticos (IT). Con el fin
de revertir la inmunosupresion asociada al tumor y aumentar el éxito de las IT es
necesario un conocimiento profundo de la interaccion entre el sistema inmune y el
tejido maligno.

El modelo experimental utilizado en este trabajo es un tumor murino, MCC, el cual
evoluciona desde un estado de fuerte inmunogenicidad en la fase temprana de
crecimiento a una condicién no inmunogénica una vez que el tumor se encuentra

avanzado'”’

. Inicialmente el MCC genera una potente respuesta antitumoral sistémica
(fase inmunogénica o INM), a pesar de la cual el tumor crece, y que progresivamente
disminuye estableciéndose un estado de tolerancia inmunolégica (fase tolerogénica o
TOL)'>'7. Si bien este proceso es habitual en la evolucién de tumores tanto
experimentales como humanos, aun se desconocen importantes aspectos referidos a
los mecanismos celulares y moleculares responsables del cambio en la

inmunogenicidad de un tumor.

Durante esta tesis, analizamos los cambios inducidos por el tumor sobre las principales
poblaciones de células inmunes tanto a nivel de los ganglios drenantes (NLDT) como
distales del tumor (nNLDT). Encontramos que la implantacion del tumor (fase NP)
indujo una activacion celular transitoria evidenciada por la expresion de marcadores
fenotipicos de activacion, principalmente en los ganglios proximales; luego, una vez
que el tumor esta establecido, en INM y TOL, predominan en ambos ganglios signos de
inmunosupresion. Las evidencias encontradas se discuten a continuacion.

Las células presentadoras de antigeno (CPAs) y en particular las CDs son elementos
importantes en la respuesta antitumoral. La presencia de MHCII en la membrana de las
CDs permite activar y modular la respuesta de células T CD4. La implantacién del MCC
indujo a nivel del NLDT y nNLDT la activacion fenotipica de las CPAs (aumento de la
expresion de moléculas coestimulatorias), mientas que mas adelante en INMy TOL, las
CPAs aumentan la expresion de MHCII sin variaciones en la expresién de las
moléculas coestimulatorias, fenotipo caracteristico de CPA inmaduras y/o
tolerizantes'®. Dado que una de las caracteristicas de las CDs inmaduras es que

presentan una alta capacidad de captacion antigénica, la cual disminuye con la
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maduracién, evaluamos la capacidad fagocitica de las CDs en nuestro sistema.
Encontramos un incremento en los estadios NP y TOL. La presencia de estas células
en ambos estadios podria tener significados distintos: a las 48 horas del in6culo
tumoral y tras la sefal de su presencia podria darse una mayor salida de las CDs
desde médula ésea y su recirculacion en busca de antigenos explicaria su presencia
en los ganglios. Cuando el tumor esta avanzado, la maduracion de las CDs podria
verse impedida por algun factor secretado por el mismo tumor o por la accién de otras
células como las Treg.

Ademas, hallamos células dendriticas con fenotipo plasmocitoide (pCDs) tanto en INM
como en TOL. Estas células caracterizadas por expresar CD11¢c+B220+CD19+ estan
involucradas en la inhibicién de la respuesta T**'*. Tanto las CDs inmaduras'*' como
las pCDs son capaces de generar tolerancia a ciertos tumores a través de, entre otros
mecanismos, la induccién de T-reg'”’**. Si bien no analizamos la correlacién directa de
estas CPAs con la induccién de Treg, la capacidad inhibitoria que las Tregs exhiben a
partir de INM podria deberse en parte a la presencia de pCDs.

Otras células que son responsables concretas de la respuesta inmune frente al tumor
son los linfocitos T CD8. En pacientes se detecté la presencia de células T CD8
especificas para antigenos del tumor, sugiriendo la existencia de una respuesta
inicial'®®. Se ha demostrado que la proliferacion in vitro de estas células es dependiente
de la presentaciéon antigénica y la presencia de moléculas coestimulatorias, siendo
necesaria una tercera sefial dada por citoquinas inflamatorias para su activacion total.
En algunos casos esta senal es dada por parte de las células T CD4 helper a través de
la secrecion de IL-12'°. En nuestro modelo, hallamos un aumento en el ndmero de
células T CD8 activadas en NP y en INM. Si bien no detectamos IL-12 en sobrenadante
de ganglios ni cambios en MHCI en las CDs a lo largo de todo el desarrollo tumoral, no
podemos afirmar que no exista presentacion cruzada. De hecho, en INM y TOL
observamos aumento de la expresion de CD44 en membrana de linfocitos T CD8,
indicando que estas células han tenido contacto con el antigeno. En cuanto a la funcién
citotoxica de las T CD8, obtuvimos resultados diferentes en los ensayos de
citotoxicidad in vitro e in vivo. En el ensayo in vitro observamos que las células de los
ganglios tienen la capacidad de ser citotoxicas frente al MCC; el ensayo in vivo
demostrd que esta citotoxicidad en el animal no es detectable, con la excepcion de la
fase NP. Las diferencias encontradas en ambas mediciones podrian explicarse por las
diferentes metodologias empleadas. Mientras que el ensayo de citotoxicidad in vitro
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demuestra la capacidad citotoxica de las células que estan presentes en los ganglios
pero aisladas de todo contexto sistémico, el ensayo in vivo indica la actividad citotoxica
que se esta produciendo en el portador con todos los componentes que definen su
estadio. La citotoxicidad detectada tempranamente (NP) era esperable dado que

todavia no se encuentra establecida la inmunosupresion.

Otra evidencia de inmunosupresion asociada al crecimiento del MCC la constituye la
presencia de Treg en los NL. El hallazgo de esta poblacién tanto en pacientes*® como
en ratones fue correlacionado con mal pronédstico’®. En efecto, las Treg tienen la
capacidad de interferir con la maduracién y funcién de las CDs y con la actividad de las
células T*'. En nuestro modelo, observamos la presencia de células Treg funcionales
durante INM y TOL; durante INM en coexistencia con un aumento de linfocitos T CD4
activados mientras que en TOL las células T activadas disminuyeron. Mas aun, al
evaluar su funcionalidad, observamos que las Treg de ambos estadios fueron capaces

de inhibir la proliferacion T.

Por otro lado, y contrariamente a lo esperado por los altos niveles de MHCII detectados
en las CPAs, las células de los NL de portadores de MCC en las fases INM y TOL
fueron capaces de inhibir la proliferacion alogeneica y dicha inhibicion estaria mediada
por IL-10. Esta citoquina ha sido ampliamente descripta y asociada a fenobmenos de
inmunosupresion. Entre sus efectos podemos destacar la inhibicién de la maduracion y
migracion de las CDs, la disminucion de la expresién de moléculas coestimulatorias por
parte de las CPAs *°! y la inhibicion de la producciéon de citoquinas inflamatorias en
monocitos y macréfagos®”. La IL10 puede ser expresada por distintos tipos celulares
entre ellos, macrofagos, CDs, Treg y linfocitos B. En particular, en nuestro modelo la
produccion de IL-10 parece estar asociada principalmente a los linfocitos B.

3 20455 56 ha documentado la

Recientemente, tanto en humanos®” como en animales
existencia de un subtipo de linfocitos B que tendrian un rol regulatorio en la progresion
tumoral, que se distingue fenotipicamente por expresar CD19"CD5*CD1d" y actua

principalmente a través de IL-10°*.

El ensayo funcional que mas informacién nos brind6 sobre la posibilidad de respuesta a
nivel de los ganglios de un portador de MCC, tanto espacial como temporalmente, fue
la generacién de una reaccion de hipersensibilidad por contacto. Las células de
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Langerhans son células derivadas de médula ésea que pertenecen a la familia de las

CDs. Se ha descripto®”®

que luego de la aplicacién tdpica de un antigeno estas células
migran a los ganglios que drenan el sitio del topico y estimulan una respuesta T CD4
(fase de sensibilizacion). El uso de FITC como antigeno permite detectar facilmente en
los ganglios a las células que han captado el antigeno. A los 6 dias, al topicar una
segunda vez (fase de desarrollo), se produce el reclutamiento de células T especificas
para ese antigeno, las que secretan citoquinas como IFN-y e IL-2 en las primeras 12 a
24 horas, y se genera un edema con un infiltrado linfocitario y polimorfonuclear. Mas
tarde, a las 48 horas predominan las células mononucleares. En nuestro caso,
topicamos a los animales (fase de sensibilizacién) y observamos que, en respuesta al
antigeno, llegan a los ganglios, tanto drenante como distal al tumor, tres tipos de
células que captaron Fitc: CDs, linfocitos B y pCDs. La presencia de células B que
endociten el antigeno en este tipo de ensayos ha sido ya documentada, sin embargo
su rol seria el de inhibir la respuesta de hipersensibilidad por contacto™”.

Para estudiar lo que ocurria durante la fase de desarrollo, se procedié a topicar a un
grupo de ratones sobre el mismo flanco del tumor, y a otro grupo sobre el flanco
contralateral. A los 6 dias se realiz6 la segunda topicacion en la oreja ipsilateral y se
registraron las diferencias en su diametro. En INM, la respuesta se encontré inhibida
cuando la topicacién inicial se realizé sobre NLDT; en TOL, la inhibicion ocurrié cuando
el tépico inicial se realizé tanto sobre el NLDT como sobre el nNLDT. Esto sugiere que
en los portadores de MCC los fendmenos de inmunosupresion son generados mas
tempranamente en cercanias del tumor pero que después llegan a tener caracter
sistémico.

En coincidencia con esto, el analisis de citoquinas indicé que mientras en INM los
ganglios presentan células B IL-10 y células T CD4 y T CD8 expresando IFN-y, es decir
que existen simultdneamente elementos  potencialmente  supresores e
inmunoestimuladores, en TOL predomina dentro de los NL un ambiente
inmunosupresor, con células B IL-10 y escasas células CD4 IFN-y. Cabe destacar que
hemos detectado TGFB en el sobrenadante de cultivo de tumor y en sueros de
portadores en los estadios INM y TOL. Esta citoquina tiene efecto inhibitorio de la
respuesta inmune ya sea unida a la superficie celular, como fue descripto para células
Treg, o siendo secretada en forma soluble como es el caso de varios tumores®®**.
Entre sus mecanismos se destacan la inhibicion de las células T CD4 y la promocién de
las células Treg'"’.
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Los resultados hasta aca sugieren fuertemente que la inmunosupresion ocurre mas
temprana y marcadamente en los ganglios drenantes del tumor MCC que en los
ganglios distales. A su vez, el numero de células que componen al NLDT es de dos a
tres veces mayor que aquel de los NL distales. Nos propusimos entonces extirpar el
NLDT durante la fase INM como medio de eliminar un foco incipiente de supresién
inmunoldgica y permitir la manifestacion de la inmunidad anti- MCC. Contrariamente a
lo esperado, la linfadenectomia durante INM resulté en una marcada exacerbacion del
crecimiento del MCC. El resultado sugiere que la ablacion del NL proximal al tumor,
ademas de eliminar células regulatorias, estaria quitando aquellas células importantes
para el desarrollo de la respuesta antitumoral, como lo son las células T CD4 IFNy+y T
CD8 IFNy+.

Es importante mencionar que aun cuando la linfadenectomia proximal constituye una
practica habitual en clinica, ya sea para diagnosticar el estadio tumoral como para
evitar el riesgo de probables metastasis (linfadenectomia profilactica), la conveniencia
de este procedimiento es cuestionada por varios hechos. En primer lugar, existen
cruces linfaticos y venosos a través de los que la diseminacidén podria tener lugar, adn
en ausencia de los NL*''. En segundo lugar, el NLDT podria ser un sitio privilegiado
para el primado contra antigenos tumorales®'?, o bien constituir una efectiva barrera
contra la diseminaciéon dado que contiene células efectoras®*?'*. Por Gltimo, ciertos
antecedentes clinicos y experimentales indican que la LNx no siempre mejora el
pronéstico de la enfermedad®'’; mas aln, en algunos casos disminuyé la eficacia de

protocolos inmunoterapéuticos®'®.

En este contexto, algunos autores proponen que
seria beneficioso conservar la integridad del sistema inmune evitando la extraccion de
los LN no comprometidos.

Buscamos entonces restituir las células efectoras extirpadas durante la LNx a través de
la transferencia adoptiva de células del NL extirpado, previamente expandidas vy
estimuladas ex vivo. Ha sido reportado que es posible obtener una cantidad alta de
células citotdxicas tumor- especificas a partir del cultivo de células provenientes del
NLDT con anti-CD3 e IL-2*'"*'8, La aplicacién de esta estrategia arrojé resultados
positivos cuando la combinamos con la disminucién in vivo de las células regulatorias
por ciclofosfamida (Cy). Es conocido que la Cy en dosis bajas disminuye tanto el
nimero como la actividad de las Treg*®**#!1®* favoreciendo de este modo la

respuesta antitumoral y la eficacia de algunas inmunoterapias**“?*. Un trabajo reporta
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asimismo que disminuye la cantidad de células B'"°; células que en nuestro modelo
también contribuirian a la inmunosupresion. Considerando estos antecedentes,
realizamos la transferencia adoptiva de células provenientes del NLDT extirpado en el
raton donante tratado con ciclofosfamida. Esta terapia combinada produjo un aumento
en la sobrevida de los animales portadores, 63% de remision de los tumores ya
establecidos y un menor crecimiento de los tumores que no regresionaron. Cabe
destacar que ninguno de los tratamientos parciales (Cy, LNx, Cy + LNx, LNx+ TA)
realizados indujeron la regresion del tumor, indicando que tanto la restitucion de las
células que habian sido primadas in vivo contra el tumor como la eliminacion de las

células regulatorias presentes en el portador eran necesarias para el éxito terapéutico.

El estudio de los mecanismos desencadenados por la inmunoterapia (Cy+LNx+TA) nos
permitié establecer algunos hechos que estarian asociados directamente con la
regresion tumoral obtenida. En primer término, la administracion de 50mg/kg de Cy
indujo la deplecion in vivo de Treg y células B; mas aun, inhibi6 la funcion supresora de
aquellas Treg remanentes. En segundo lugar, el cultivo de las células obtenidas del
NLDT en presencia de anti- CD3 e IL-2 aumentd notablemente la proporcion de células
T CD4 y T CD8 y estimuld la produccion de INF-y y la capacidad citotéxica de dichas
células. En tercer lugar, el tratamiento indujo una disminucién en la concentracion de
TGFB en sangre, que como ya hemos descripto tiene un rol central en articular la
inmunosupresién imperante en un portador de tumor. Esta disminucion puede ser
atribuida a la disminucién del volumen tumoral. En cuarto lugar, las células transferidas
fueron encontradas en ganglio, bazo y tumor, al menos hasta 7 dias después; en
ganglio y bazo probablemente actuen a través de la secrecion de citoquinas; dentro del
tumor, en cambio, tendrian un rol directo sobre las células tumorales, como lo sugieren
nuestros resultados de citotoxicidad in vitro y la importante infiltracion linfocitaria que se

observa en el tumor en regresion.

Esta tesis remarca la importancia de conocer el estado inmunolégico del
portador a fin de desarrollar un diseno terapéutico eficaz cuando se busca la
eliminacion inmunolodgica del tumor. A su vez, refuerza el concepto de que una
terapia inmunoldgica eficaz tiene que involucrar la eliminacion de los elementos

inmunosupresores de la respuesta anti-tumoral a la vez que debe aumentar las
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células efectoras. De este modo, conocer el efecto de los agentes
quimioterapéuticos que ya han sido aprobados para su uso clinico sobre las
distintas poblaciones celulares permitira avanzar mas en el disefio de
inmunoterapias. Es importante destacar la importancia de trabajar con ciertas
“ventanas” de disminucion de células regulatorias, las que se definiran en cada
caso individual y que permitiran bajar la dosis de quimioterapéuticos y sus
efectos adversos. En particular, en nuestro modelo, la Cy nos permitié al
disminuir las células B IL10 y Treg, contrarrestar el entorno inmunosupresor al

que transferimos las células citotoxicas propiciando probablemente su actividad.

Asimismo, demostramos que un procedimiento como la extirpacion del NLDT
puede alterar importantes mecanismos antitumorales enddégenos, probablemente
a causa de la disrupcion de la integridad del sistema inmune; sugerimos que la
estrategia terapéutica de restituir células citotoxicas autdlogas junto con la
deplecion de linfocitos B y T-reg por Cy, podria no s6lo contrarrestar el impacto
negativo de la LNx, sino ademas aumentar la inmunidad antitumoral e inducir

remision.
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Conclusion

A modo de conclusién nos parecié mas claro el siguiente esquema. Alli se puede

observar como la presencia del tumor MCC induce cambios a nivel de las

poblaciones inmunes presentes en los NL y se puede apreciar la importancia de

la temporalidad y el conocimiento del sistema inmune del portador al momento

de efectuar una inmunoterapia.

En particular, se muestra la situacion inmunolégica de los portadores de tumor MCC en

la fase de INM que puede progresar hacia la observada para portadores en la fase TOL

6 bien, mediante la inmunoterapia, llegar a la hallada en ratones tratados.

INM nNLDT

pCDs

Inh. de proliferacion
alogeneica

Tregs
BIL10
IL-10

Citotoxicidad in vitro
IFNy en CD4 y CD8
Generacion de CHS

INM NLDT

Aumento de células
totales

pCDs, CDs inmaduras

Inh- de CHS Progresiontumoral

Inh. de proliferacion
alogeneica

Tregs
BIL10
IL-10

Citotoxicidad in vitro
IFN y en CD4 y CD8

Tumor en crecimiento

Férmula leucocitaria invertida

Cy + LNx +TA

TOL nNLDT TOL NLDT
Células totales muy
disminuidas pCDs, CDs inmaduras
pCDs Inh. de CHS
Inh. de CHS Inh. de proliferacion
Inh. de proliferacion alogeneica
alogeneica Tregs
Tregs BIL10
BIL10 IL-10

IL-10

Citotoxicidad in vitro Citotoxicidad in vitro

Tumor en crecimiento
TGFB

Férmula leucocitaria invertida

nNLDT Tratados NLDT

Disminucion y pérdida
de funcionalidad de
células Tregs

Disminucion de
células B IL10

Tumor en regresion
Disminuye TGFB
Férmula leucocitaria normalizada
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