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Desarrollo de vacunas terap�uticas con c�lulas dendr �ticas humanas para 

melanoma: Optimizaci�n  de par�metros fenot�picos y funcionales in vitro e in 

vivo de la vacuna experimental CD/Apo-Nec 

 

El presente trabajo de Tesis se centra principalmente en el estudio en profundidad y la 

optimizaci�n del dise�o de la vacuna experimental CD/Apo-Nec para el melanoma cut�neo 

humano, desarrollada previamente en nuestro laboratorio. 

En primer lugar, se caracteriz� la interacci�n entre las c�lulas dendr�ticas y c�lulas de 

melanoma !-irradiadas (Apo-Nec) durante su co-cultivo. Luego de la detecci�n de un 

incremento en los cuerpos lip�dicos citoplasm�ticos de las c�lulas Apo-Nec post-irradiaci�n, 

se determinaron sus caracter�sticas bioqu�micas y la din�mica de su formaci�n. El desempe�o 

de las c�lulas dendr�ticas fue evaluado en presencia de distinto contenido lip�dico, 

caracterizando la fagocitosis, el cargado antig�nico y su capacidad estimulatoria, en diferentes 

estados de maduraci�n. 

Luego, se compararon caracter�sticas migratorias de la vacuna in vitro e in vivo en 

diferentes estados de maduraci�n. Se describi� la llegada de la vacuna a los ganglios linf�ticos 

en ratones nude. Junto a la respuesta quemot�ctica, se determinaron los factores del sistema 

responsables de la motilidad y distribuci�n de la vacuna luego de su administraci�n por v�a 

subcut�nea. 

Por �ltimo, se determin� el perfil inmunoestimulatorio de la vacuna, junto con su 

capacidad de activar clones de c�lulas T ant�geno-espec�ficos en el tiempo. Se caracteriz� 

adem�s la respuesta generada por la vacuna sobre linfocitos na�ve, en cuanto a su activaci�n y 

capacidad proliferativa y citot�xica frente a c�lulas de melanoma. 

En resumen, el an�lisis de distintas variables presentes en las sucesivas etapas de la 

generaci�n de la vacuna CD/Apo-Nec permiti� determinar condiciones que influyen y mejoran 

sus caracter�sticas finales. Este dise�o optimizado, el cual presenta claras evidencias de generar 

una respuesta inmunitaria anti-tumoral eficaz, podr� ser evaluado con futuros estudios en la 

cl�nica. 

 

Palabras clave: inmunoterapia — c�lulas dendr�ticas — melanoma — irradiaci�n gamma — 

cuerpos lip�dicos — migraci�n a ganglios linf�ticos — respuesta inmunitaria anti-tumoral 
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Development of human dendritic-cell based therapeutic vaccines for melanoma: 

Optimization of in vitro and in vivo phenotypic and functional parameters of the 

experimental DC/Apo-Nec vaccine 

 

The present PhD Thesis project is mainly focused on the thorough analysis of the 

experimental DC/Apo-Nec vaccine for human cutaneous melanoma, in order to obtain an 

optimized design of the vaccine previously developed in our laboratory. 

First, the interaction between dendritic cells and !-irradiated melanoma cells (Apo-Nec) 

was characterized during the co-culture. As an increase in the cytoplasmic lipid body formation 

was detected in Apo-Nec cells after irradiation, a biochemical analysis and a description of 

their formation was performed. Dendritic cell function was assessed in the presence of different 

lipid body content, analyzing phagocytosis, antigen loading and stimulating capacity, at 

different maturation status. 

Then, the migratory pattern of the vaccine was analyzed and compared in vitro and in 

vivo at different maturation status. Vaccine lymph node homing was described in the nude 

mouse model. Besides the chemotactic response, the main components responsible of vaccine 

motility and distribution after subcutaneous administration were determined. 

Finally, the immunostimulatory profile of the vaccine was determined, along with its 

capacity to activate antigen-specific T-cell clones at different times after co-culture. The 

vaccine-induced response on na�ve lymphocytes was also evaluated, regarding cell activation, 

proliferative response and cytotoxic function against melanoma cells. 

Altogether, the analysis of variables present during several stages of the DC/Apo-Nec 

vaccine production and administration resulted in a more detailed and improved vaccine 

design. This optimized model has provided strong evidence that suggests it could generate an 

efficient anti-tumor immune response that should be further evaluated in the clinic. 

 

Keywords: immunotherapy — dendritic cells — melanoma — gamma irradiation — lipid bodies 

— lymph node homing — anti-tumor immune response 
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HLA: ant�geno leucocitario humano 

HSP: prote�nas de shock t�rmico 

IC95%: intervalo de confianza del 95% 

IFN: interfer�n 

IL: interleuquina 

ILC: c�lula linfoide innata 

LB: cuerpo lip�dico 

LPS: lipopolisac�rido 

MLR: reacci�n mixta de leucocitos  

NK: asesina natural 

PAMP: patr�n molecular asociado a pat�geno 

PBMC: c�lulas mononucleares de sangre perif�rica 

PBS: buffer fosfato salino 

PFA: paraformaldehido 

PGE2: prostaglandina E2 

PHA: fitohemaglutinina  

RI: respuesta inmunitaria 

SFB: suero fetal bovino 



   

 xv 

SI: sistema inmunitario 

TAA: ant�geno asociado al tumor 

TCR: receptor de c�lula T 

Teff: linfocito T efector 

TGF: factor de crecimiento tumoral 

Th: T helper 

TLR: receptores tipo Toll 

TNF: factor de necrosis tumoral 

Treg: linfocito T regulatorio 
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1. La inmunidad humana y la din�m ica de la respuesta inmunataria 

El sistema inmunitario o inmune (SI) tiene como funci�n principal reconocer y eliminar 

microorganismos potencialmente patog�nicos, que pueden representar una amenaza para el 

organismo. Este sistema de defensa aprende, en una primera instancia, a identificar las se�ales 

end�genas ÔpropiasÕ, mediante la selecci�n negativa de c�lulas autorreactivas (Giltiay et al., 

2012; Kyewski and Klein, 2006). De esta manera, es capaz de reconocer elementos Ôno-

propiosÕ expresados por los pat�genos y, consecuentemente, montar una respuesta que permita 

eliminarlos. La respuesta inmunitaria (RI) est� sujeta a estrictos mecanismos de control 

(Hildeman et al., 2007; Liston and Gray, 2014)  para mantener la homeostasis inmune, ya que 

si se manifiesta de modo inadecuado puede desencadenar patolog�as inflamatorias o 

autoinmunes. 

Los sistemas de defensa contra agentes infecciosos pueden ser encontrados tanto en 

organismos procariotas, como el recientemente descrito sistema CRISPR/Cas9 (Marraffini, 

2015), as� como tambi�n en eucariotas. Los invertebrados presentan algunos elementos 

incipientes del SI, que pueden ser encontrados tambi�n en los vertebrados. �stos, a su vez, 

mantienen conservados diferentes mecanismos dentro de sus grupos filogen�ticos que han co-

evolucionado junto con las especies (Boehm, 2012; Du Pasquier and Litman, 1992). 

El SI humano est� conformado por una serie de �rganos, tejidos y c�lulas, distribuidos 

en casi todo el cuerpo (Figura 1.A), a excepci�n de algunos sitios inmunoprivilegiados, donde 

el acceso de ciertos componentes inmunes se encuentra parcialmente restringido (Benhar et al., 

2012). Este sistema complejo involucra adem�s en muchos casos componentes celulares 

propios de los diferentes tejidos, adem�s de los espec�ficos del SI. 

Como componentes principales del SI, podemos mencionar: 

- la m�dula �sea : es un tejido ubicado en el interior de los huesos largos y planos del 

cuerpo y, en particular, la m�dula �sea roja constituye un �rgano linfoide primario. �sta 

contiene las c�lulas precursoras hematopoy�ticas, que dan lugar a todos los linajes de las 

c�lulas sangu�neas, incluidos los leucocitos, c�lulas principales del SI (Figura 1.B). En el 

adulto, la m�dula �sea roja queda restringida a unos pocos huesos planos, como las costillas y 

los huesos p�lvicos. En la m�dula �sea tambi�n se produce la primera etapa de diferenciaci�n 

y selecci�n de los linfocitos B (Cambier et al., 2007; Carsetti, 2000). 



  INTRODUCCIîN 

 3 

- el timo: es otro �rgano linf�tico primario especializado, ubicado sobre el coraz�n y 

detr�s del estern�n. Se encuentra enteramente funcional en la ni�ez y, luego de la adolescencia, 

se va transformando en tejido adiposo. En el timo se produce la maduraci�n y selecci�n de los 

linfocitos T, cuyos progenitores llegan desde la m�dula �sea. Aqu� se produce la llamada 

tolerancia central, proceso por el cual se eliminan aquellas c�lulas T autorreactivas, dejando 

activo s�lo un repertorio que sea tolerante a lo propio (Kyewski and Klein, 2006). 

- el bazo: este �rgano, ubicado dentro de la cavidad abdominal, cumple varios roles 

entre los cuales se encuentran la eliminaci�n de gl�bulos rojos y reciclado de la hemoglobina 

y funciones como �rgano linf�tico secundario. En este aspecto, es por un lado el reservorio de 

monocitos del organismo (Swirski et al., 2009) y por otro est� involucrado en la maduraci�n 

final de las c�lulas B. Aqu�, los linfocitos T son capaces de reconocer ant�genos (Ag) y los 

linfocitos B activados producen anticuerpos (Playfair et al., 1965) (Figura 1.C). 

- el sistema linf�tico , conformado por los vasos y ganglios linf�ticos: este sistema es 

compartido por el sistema circulatorio y el SI. Por un lado, se encarga de drenar fluidos de los 

diferentes �rganos, que contienen c�lulas y diferentes mol�culas, a trav�s de los vasos 

linf�ticos, que luego vuelven al torrente sangu�neo. Por otra parte, cumple un importante rol 

inmune al ÔfiltrarÕ esos fluidos, denominados linfa, a trav�s de los ganglios linf�ticos (GL), 

�rganos linf�ticos secundarios. All� son sensados por c�lulas inmunes que pueden responder 

frente a la presencia de se�ales patog�nicas o Ôno-propiasÕ (Figura 1.D). 

- los leucocitos: son las c�lulas efectoras del SI, compuestas por las c�lulas de linaje 

mieloide y linfoide originadas a partir de progenitores hematopoy�ticos (Figura 1.B). �stas 

c�lulas est�n involucradas en los diferentes procesos de la RI, correspondientes a la inmunidad 

innata, la presentaci�n de Ags, la inmunidad adaptativa y la memoria inmunol�gica, de las 

cuales hablaremos en detalle m�s adelante. Los componentes del linaje mieloide son: bas�filos, 

eosin�filos, neutr�filos, mastocitos, monocitos, macr�fagos y c�lulas dendr�ticas (CD) 

mieloides. Los del linaje linfoide son: c�lulas linfoides innatas (ILC, por sus siglas en ingl�s), 

linfocitos B, linfocitos T, linfocitos asesinos naturales (NK, por sus siglas en ingl�s), linfocitos 

NKT y CD plasmocitoides. 

- las citoquinas: son una categor�a amplia y diversa de prote�nas de bajo peso molecular, 

que act�an como agentes de diferenciaci�n e inmunomoduladores a trav�s de se�alizaci�n 

aut�crina, par�crina o end�crina. Son producidas por una amplia variedad de tipos celulares y 

una misma citoquina puede ser producida por distintas c�lulas. Existen citoquinas que pueden 
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tener funciones redundantes. Las citoquinas incluyen, entre otras, a las interleuquinas (IL), los 

interferones (IFN), factores de necrosis tumoral (TNF), la superfamilia de los factores de 

crecimiento tumoral (TGF) y m�ltiples quimioquinas. 

 

Figura 1. A. Diagrama de la ubicaci�n de los �rganos y tejidos princ ipales del SI. Adaptado 

de PubMed Health www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth. B. Diferenciaci�n de los distintos 

tipos celulares a partir de la c�lula progenitora hematopoy�tica. Adaptado de Wikimedia 

(https://commons.wikimedia.org). C. Esquema de la estructura del bazo, con referencia a 

los compartimentos principales. Adaptado de http://faculty.ksu.edu.sa/. D. Esquema de la 

estructura de un GL. Adaptado de www.clinicalgate.com. 

 

Todos estos componentes se articulan para funcionar como sistema de vigilancia 

permanente del organismo y, en el caso de una lesi�n o infecci�n, reaccionar r�pidamente 

mediante una RI efectiva. Frente a estos eventos se desencadena una cascada de mecanismos, 

mediados por interacciones c�lula-c�lula y factores solubles, que detallaremos a continuaci�n, 

para neutralizar los efectos nocivos y eliminar la amenaza del organismo. 

A! B!

C! D!
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1.1. La inmunidad innata 

La piel y las mucosas son barreras naturales que constituyen la primera l�nea de defensa 

que impiden el ingreso de pat�genos. Si esa barrera es superada, se activan mecanismos 

celulares y humorales de la inmunidad innata. Estos comprenden principalmente macr�fagos, 

neutr�filos, bas�filos, c�lulas NK, mastocitos y CD, por un lado, y citoquinas pro-

inflamatorias, el sistema de complemento y prote�nas de fase aguda, por otro. La conjunci�n 

de todos estos componentes puede llegar a resolver un proceso infeccioso naciente o, al menos, 

mantenerlo controlado hasta que se desarrolle la RI adaptativa. Una caracter�stica significativa 

de la inmunidad innata es la capacidad de condicionar el tipo de RI adaptativa que puede 

inducir, dado por los mecanismos activados durante la respuesta primaria (Medzhitov and 

Janeway  Jr., 1998; Schnare et al., 2001). 

La RI innata posee mecanismos de reconocimiento particulares que le confieren una 

especificidad que viene codificada en el genoma. Esta se produce a trav�s de m�ltiples 

receptores que le permiten identificar la presencia de alg�n agente infeccioso, reconociendo 

patrones moleculares asociados a pat�genos (PAMP, por sus siglas en ingl�s) o asociados a 

se�ales de peligro (DAMP), entre otros (Figura 2.A). Existen otros mecanismos m�s 

recientemente descriptos que incluyen a m�ltiples galectinas en el reconocimiento de glicanos 

y en la modulaci�n de la inmunidad innata durante la interacci�n hu�sped-pat�geno (Cerliani 

et al., 2011). 

Una caracter�stica principal de la respuesta innata es la inflamaci�n, representada por 

enrojecimiento y aumento de temperatura local, hinchaz�n, dolor y p�rdida de funci�n de la 

zona afectada. La activaci�n de las c�lulas inmunes locales por medio de sus receptores induce 

la producci�n de citoquinas pro-inflamatorias y de especies reactivas del ox�geno, liberaci�n 

de enzimas y quimioatractantes, junto con la activaci�n de procesos que permiten eliminar los 

pat�genos, como la activaci�n de los fagocitos y el aumento de la permeabilidad vascular 

(Figura 2.A y .B). 

Las principales citoquinas involucradas en la actividad de la respuesta innata son:  

- TNF e IL-1, mediadores de la inflamaci�n, 

- quimioquinas, para reclutar c�lulas inmunes al sitio inflamatorio, 

- IFN-" y -#, para combatir infecciones virales, 

- IFN-!, para la activaci�n de macr�fagos, 
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- IL-12, para inducir la producci�n de IFN- ! en linfocitos NK y T, 

- IL-15, para inducir la proliferaci�n de los linfocitos NK, 

- IL-10 y TGF-#, para el control de la inflamaci�n. 

 

Figura 2. A. Receptores presentes en las c�lulas de la inmunidad innata, q ue le permiten 

llevar a cabo su funci�n. Cuando se produce la activaci�n d e las mismas a trav�s de esos 

receptores, se produce una cascada de respuestas que buscan eliminar la infecci�n del 

sistema. B. Mecanismos de respuesta de la inmunidad innata frente a un foco infeccioso 

(Fainboim and Geffner, 2008). 

 

En particular, podemos mencionar la familia de receptores tipo Toll (TLR, por sus 

siglas en ingl�s), ya que constituyen uno de los principales sensores de la inmunidad innata 

para reconocer pat�genos microbianos, responsables de la activaci�n de c�lulas efectoras 

innatas, y en particular de las CD. Estos receptores se encuentran en vertebrados y organismos 

invertebrados, mostrando una llamativa conservaci�n de su funci�n (Aderem and Ulevitch, 

2000). En humanos, se han identificado 10 TLR funcionales, que poseen diferente localizaci�n 

celular, pero v�as de activaci�n cruzadas (Figura 3). Los TLR pueden ser expresados por 

miembros de la inmunidad innata y adaptativa (CD, macr�fagos, granulocitos, linfocitos T y 

B y mastocitos), as� como tambi�n por c�lulas epiteliales y endoteliales, e incluso se han 

encontrado en c�lulas tumorales. Adem�s de reconocer pat�genos, pueden ser activados 

tambi�n por ligandos end�genos, como prote�nas de shock t�rmico (HSPs), fibronectina o 

fibrin�geno, o compuestos sint�ticos (Gnjatic et al., 2010). 

 

A! B!
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Figura 3. A. Lista de los TLR en humanos, descriptos hasta el momento, junto con su 

localizaci�n y sus ligandos. Adaptado de  Leone and Moreau, 2014. B. Interconexi�n de las 

v�as de se�alizaci�n de los diferentes TLR, que tienen como consecuenc ia la activaci�n de 

genes de la respueta inflamatoria. Adaptado de Gnjatic et al., 2010. 

 

Cabe destacar otros actores de RI innata, pero de linaje linfoide. Las ILC son una 

familia creciente de c�lulas inmunes, todav�a en estudio, que se asemejan en fenotipo y funci�n 

a los linfocitos T. A diferencia de �stas, las ILC no tienen receptores espec�ficos de Ag ni 

sufren selecci�n y expasi�n clonal cuando son estimuladas. En cambio, reaccionan 

r�pidamente a las se�ales de peligro secretando una amplia variedad de citoquinas que 

coordinan una RI adecuada frente al pat�geno (Eberl et al., 2015). 

Por otro lado, las c�lulas NK son consideradas las c�lulas efectoras de la inmunidad 

innata, debido a su capacidad citot�xica, por medio de la secreci�n de granzimas y perforinas, 

la expresi�n de receptores de muerte y la citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC, 

por sus siglas en ingl�s), as� como la liberaci�n de IFN- ! y la comunicaci�n cruzada con CD. 

Sin embargo, llevan a cabo funciones biol�gicas m�s sofisticadas. Debido a la expresi�n 

adecuada de un repertorio de receptores activadores e inhibitorios aseguran, a la vez, la 

tolerancia a lo propio y una respuesta eficaz frente a amenazas como infecciones virales y el 

desarrollo tumoral, mostrando una reacci�n que se adapta a su ambiente (Vivier et al., 2011). 

Las c�lulas NK poseen atributos correspondientes a la inmunidad innata y adaptativa, 

desdibujando los l�mites entre estas dos ramas de la RI. 
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1.2. C�lulas presentadoras de ant�genos 

Mientras se desarrolla la respuesta innata, hay un subgrupo de c�lulas que se activan 

con las se�ales provistas por los pat�genos y son capaces de activar y orquestar la RI 

adaptativa, si la infecci�n no se resuelve. Estas c�lulas son las c�lulas presentadoras de Ag 

(CPA) profesionales. En este grupo se encuentran principalmente las CD y, en menor medida, 

los macr�fagos y las c�lulas B. �stas se encargan de ÔmostrarÕ los Ag, peque�as porciones de 

mol�culas expresadas por los pat�genos, a linfocitos capaces de reconocerlos y, de esa manera, 

activar una respuesta espec�fica contra esos Ag. 

Las CD se encuentran principalmente distribuidas en la piel y mucosas, aunque pueden 

alojarse en otros tejidos y tambi�n pueden encontrarse circulando por la sangre y los GL. Las 

CD se encuentran en un estado basal inmaduro no activado, sensando continuamente el 

ambiente, gracias a su alta capacidad fagoc�tica. En presencia de las se�ales activadoras, se 

dispara un mecanismo de diferenciaci�n, denominado maduraci�n. Durante este proceso, 

pierden la capacidad fagoc�tica y adquieren capacidades migratorias mientras que, 

dependiendo del tipo de est�mulo, aumentan la expresi�n de mol�culas de membrana 

necesarias para la interacci�n con los linfocitos (Tab la 1). Esta funci�n las convierte en un 

actor fundamental de la RI, ya que pueden traducir la respuesta innata en una respuesta 

altamente espec�fica, sumado a su capacidad de perfilar el tipo de respuesta que generan 

(Banchereau and Steinman, 1998). 

 

Tabla 1. Comparaci�n de las 

caracter�sticas principales de las 

CD en dos estados distintos de 

maduraci�n, que definen su rol y 

capacidades de activaci�n de la RI 

adaptativa durante una infecci�n . 

++=alta, +=baja, +/-=baja o nula. 

Adaptado de Fainboim and 

Geffner, 2008. 

 

 
 
 
 
 

Madura 

 
 
 
 
 

Inmadura 

 
 
 

C�lula Dendr�tica  

++ +/- Expresi�n de CCR7  

++ +/- 
Capacidad 

estimulatoria de 
linfocitos na�ve 

++ + 
Expresi�n de mol�culas 

co-estimulatorias y 
HLA 

+/- ++ Capacidad de 
procesamiento de Ag 

+/- ++ Capacidad endoc�tica 

îrganos linf�ticos 
secundarios 

Tejidos 
perif�ricos  

Ubicaci�n  
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Como otras c�lulas de la inmunidad innata, las CD expresan receptores que le permiten 

reconocer PAMP y DAMP (Escamilla-Tilch et al., 2013), junto con otros que facilitan la 

fagocitosis (Figura 4.A). Existen m�ltiples subsets de CD que responden a diferentes est�mulos 

a trav�s de combinaciones particulares de receptores y que tienen patrones de respuesta 

espec�ficos, m�s all� de sus funciones generales (Ueno et al., 2007). Las CD presentan una 

degradaci�n lisosomal disminuida, lo que les confiere la capacidad de procesar Ag fagocitados 

sin degradarlos completamente y de esa manera poder asociarlos a las mol�culas presentadoras 

de Ag para ser reconocidos por los linfocitos T (Savina and Amigorena, 2007). Esta 

caracter�stica en las CD est� asociada tambi�n a la retenci�n de Ag fagocitados, que, mediante 

un procesamiento lento, les permite presentar esos Ag una vez que alcanzan los GL (Delamarre 

et al., 2005a). 

Para Ag proteicos existen dos grandes grupos de mol�culas presentadoras de Ag, 

expresadas en la membrana plasm�tica: el complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I, 

en humanos conocido como Ag leucocitario humano I (HLA-I, por sus siglas en ingl�s) y el 

de tipo II (HLA-II). Los complejos de HLA presentan tres caracter�sticas que les confieren una 

inmensa variabilidad: poligenismo, polimorfismo y codominancia. Al d�a de hoy hay 

descriptos m�s de 8000 alelos de HLA, cuyas combinaciones generan muy baj as 

probabilidades de compatibilidad entre individuos (Robinson et al., 2013). Los HLA muestran 

peque�as fracciones moleculares de las prote�nas fagocitadas, denominadas epitopes. Un 

determinado Ag puede producir m�ltiples epitopes que pueden ser presentados en el contexto 

de los diferentes HLA, generando una respuesta policlonal contra ese Ag. 

Los complejos de HLA-I se encuentran expresados en la membrana plasm�tica de todas 

las c�lulas nucleadas del organismo. Las mol�culas del HLA-I est�n asociadas a la subunidad 

#2-microglobulina y alojan o ÔcarganÕ polip�ptidos de entre 8 y 10 amino�cidos. El complejo 

HLA-I interacciona con el receptor de los linfocitos T espec�fico para ese epitope que expresen 

adem�s el co-receptor CD8, (Figura 4.B). Los subtipos m�s frecuentes son los HLA-A, HLA-

B y HLA-C, denominados mol�culas cl�sicas. Aparte de �stas, existen otros complejos de 

HLA-I no-cl�sicos como el HLA-E, HLA-F o HLA-G, expresados por algunos subtipos 

celulares particulares. Los complejos de HLA-II est�n limitados a c�lulas del SI, 

principalmente a las CPA. T�picamente, las componen los complejos HLA-DP, HLA-DR y 

HLA-DQ. Estos complejos cargan polip�ptidos de entre 12 y 18 amino�cidos, que son 

reconocidos en el contexto del HLA-II por linfocitos T espec�ficos que expresen adem�s el co-

receptor CD4 (Figura 4.B). Adem�s, existen otras mol�culas presentadoras de Ag, como el 
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grupo CD1. Estos complejos poseen una estructura similar a los HLA-I, se asocian a la 

subunidad #2-microglobulina y presentan una amplia variedad de l�pidos a linfocitos NKT y, 

en humanos, a linfocitos T con receptores de c�lula T (TCR, por sus siglas en ingl�s) "# y !$, 

restrictos a complejos CD1 (Cao et al., 2002; Dowds et al., 2014). 

 

Figura 4. A. Receptores presentes en las CD, los cuales les permiten sensar el ambiente y 

activarse en caso de encontrar se�ales de una infecci�n (Fainboim and Geffner, 2008). B. 

Esquema de la estructura molecular de los complejos HLA-I y HLA-II (Adaptado de 

Elementos de Inmunolog�a, Patolog�a Oral ' 2016).  

 

Los Ag procesados por las CD pueden provenir del medio extracelular o del citoplasma. 

Dependiendo de su origen, pueden ser procesados por dos v�as: la end�gena o la ex�gena 

(Figura 5.A). La v�a end�gena comprende la degradaci�n de p�ptidos citoplasm�ticos, 

end�genos propios de la c�lula o extra�os (infecci�n viral). Los p�ptidos son procesados por 

el inmunoproteasoma (Basler et al., 2013), que translocan al ret�culo endoplasm�tico por medio 

del complejo TAP. All� se asocian a las mol�culas del complejo HLA-I y luego son 

transportados a la membrana plasm�tica para ser presentados a linfocitos T CD8 +. Por otro 

lado, los Ag extracelulares pueden ser incorporados por diversos procesos, como la endocitosis 

o macropinocitosis, y permanecen en los endosomas. �stos se fusionan con ves�culas 

provenientes del aparato de Golgi con la forma inactiva del complejo HLA-II. En estos 

endosomas tard�os, se libera el complejo HLA-II y se unen los polip�ptidos procesados que, al 

igual que con el HLA-I, son luego transportados a la membrana plasm�tica, para ser 

presentados a linfocitos T CD4+. 

A! B!
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A su vez, las CD son capaces de realizar una presentaci�n cruzada de Ag (Figura 5.B) 

(Carbone and Bevan, 1990; Joffre et al., 2012). Este mecanismo, que cruza la v�a ex�gena con 

la end�gena, le permite a las CD activar linfocitos CD8 + a trav�s de la presentaci�n v�a HLA-

I de Ag provenientes de otras c�lulas, capturados desde el medio extracelular. Esto pasa a ser 

de importancia en la RI cuando hay infecciones virales que no infectan a la CPA o en la 

respuesta frente a tumores. 

 

Figura 5. A. V�as can�nicas de procesamiento antig�nico (ex�gena y end �gena) por parte 

de las CPA. B. V�a de presentaci�n cruzada de Ag en las CD. Adaptado de bvscuba, Libros 

de Autores Cubanos. 

 

Si durante el procesamiento antig�nico aparecen se�ales que activen los receptores 

presentes en las CD, �stas se diferencian a un estado ÔmaduroÕ. Este proceso implica la 

inducci�n de la expresi�n de mol�culas de membrana y la liberaci�n de factores solubles, que 

van a definir el resultado de la interacci�n con los linfocitos espec�ficos. La maduraci�n de las 

CD se caracteriza por el aumento de mol�culas co-estimulatorias, involucradas en la sinapsis 

inmunol�gica con los linfocitos, que representan la se�al 2  necesaria para su activaci�n, 

acompa�ando la presentaci�n del Ag espec�fico ( se�al 1 ) (Reichardt et al., 2010). Estas 

incluyen a los marcadores CD80 y CD86, CD40, CD70, ICOS-L, que interact�an con sus 

contrapartes CD28, CD40L, CD27 y ICOS, respectivamente, expresadas en los linfocitos. A 

A! B!
VŒA EXîGENA VŒA ENDîGENA PRESENTACIîN CRUZADA  
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su vez, las CD tambi�n aumentan los niveles de expresi�n de las mol�culas presentadoras de 

Ag. Las citoquinas secretadas por las CD durante su activaci�n pueden definir el perfil de la 

RI y la magnitud de la activaci�n de las c�lulas efectoras espec�ficas, por lo que ya se la define 

como la se�al 3  (Kalinski et al., 2011; Linette and Carreno, 2013). Durante la maduraci�n, las 

CD pierden la expresi�n de quimiorreceptores de localizaci�n perif�rica, como el CCR5, y 

adquieren el receptor CCR7, que permite el homing a los GL drenantes. Las CD pueden 

expresar tanto mol�culas co-estimuladoras como co-inhibitorias (Chen and Flies, 2013), por lo 

que la maduraci�n de las CD es un balance complejo de se�ales que determinan el fenotipo 

final de las CD al momento de encontrarse con los linfocitos. 

Todo el proceso de maduraci�n est� acompa�ado de una capacidad migratoria 

aumentada, dirigida por quimioquinas. Para interactuar con los linfocitos y realizar la 

presentaci�n de Ag, las CD migran desde el tejido perif�rico a los GL drenantes, a trav�s de la 

v�a linf�tica, dirigida principalmente por el eje CCR7-CCL19/CCL21 (Johnson and Jackson, 

2014). La eficiencia de migraci�n de las CD a los GL se relaciona con su estado de maduraci�n 

(de Vries et al., 2003), as� como con la expresi�n de CCR7, que le confiere atributos adicionales 

a las CD maduras, por ejemplo, controlando su velocidad de migraci�n e inhibiendo su 

apoptosis (Sanchez-Sanchez et al., 2006). Adem�s, la movilizaci�n de las CD requiere de la 

secreci�n de metaloproteasas (Ratzinger et al., 2002) as� como un cambio en el perfil de las 

mol�culas de adhesi�n. Esta migraci�n sucede en diferentes etapas, que determinan la 

localizaci�n final de las c�lulas dentro del GL (Alvarez et al., 2008; Mart�n-Fontecha et al., 

2003). El GL es un �rgano compartimentalizado y multifuncional que ofrece, en su conjunto, 

una gu�a estructural para una �ptima proximidad y escaneo de las CD cargadas con Ag sobre 

un alto n�mero de c�lulas T, para poder activar la RI adaptativa (Figura 6) (Castellino et al., 

2006; Munoz et al., 2014). 

 



  INTRODUCCIîN 

 13 

 

Figura 6. Esquema de la llegada y 

localizaci�n de las c �lulas inmunes en GL. 

Expresi�n de los quimiorreceptores que 

coordinan su ubicaci�n en la estructura 

linf�tica durante la interacci�n con las CD 

y luego de su activaci�n. Adaptado de 

S�nchez Madrid and  Mart�n, 2011. 

 

Mediante recientes avances en microscop�a de toma de intervalos e intravital basada en 

t�cnicas multifot�nicas de detecci�n, se han podido observar en detalle los complejos 

comportamientos migratorios e interacciones de las CD y linfocitos T dentro del ambiente 

linfoide, principalmente en modelos murinos. Las CD llegan a los GL drenantes desde el tejido 

perif�rico t�picamente entre las 24 y 72 horas desde su activaci�n, aunque puede ocurrir tan 

pronto como 2 horas luego de encontrar el est�mulo (Grayson et al., 2007). Las CD extienden 

vigorosamente largas y �giles dendritas promoviendo el an�lisis y escaneo de un repertorio 

vasto de c�lulas T, que presentan movilidad aut�noma. Los linfocitos T CD4 + y CD8+ poseen 

diferentes estrategias de vigilancia antig�nica, con roles asim�tricos en las interacciones con 

los HLA y sus tiempos de tr�nsito por los GL (Mandl et al., 2012; Miller et al., 2004). Las CD 

que cargan Ag son altamente eficientes reclutando a c�lulas T na�ve espec�ficas dentro del GL, 

en parte a trav�s de la secreci�n de quimioquinas, que promueven su interacci�n con c�lulas T 

CD4+ y CD8+ cognatas (que reconocen el mismo epitope) (Castellino et al., 2006; Hugues et 

al., 2007). La avidez general resultante de su interacci�n influye en la probabilidad de que las 

c�lulas T sean capturadas por las CD de manera estable (Bousso and Robey, 2003; Kaiser et 

al., 2005) y que, una vez activadas, dejen el GL para llevar a cabo su funci�n. 
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1.3. La inmunidad adaptativa y la memoria inmunol�gica 

Si la inmunidad innata no puede resolver la infecci�n a tiempo, se dispara la respuesta 

de la inmunidad adaptativa. Previamente, fueron expuestos en detalle los mecanismos de las 

CPA para llevar a cabo este proceso. La inmunidad adaptativa est� compuesta principalmente 

por los linfocitos T y B. A diferencia de la respuesta innata, reconocen a Ag espec�ficos 

mediante receptores de membrana �nicos. La frecuencia de las c�lulas espec�ficas no 

estimuladas (na�ve o v�rgenes) para cada Ag en el organismo es muy baja. Al identificar al 

pat�geno, los linfocitos proliferan r�pidamente, proceso conocido como expansi�n clonal, 

mientras se diferencian en c�lulas efectoras espec�ficas. Una vez que la infecci�n es eliminada, 

se recupera la homeostasis inmune mediante la muerte de las c�lulas efectoras por apoptosis. 

Una subpoblaci�n de las c�lulas espec�ficas posee la capacidad de persistir en el sistema con 

la habilidad de ÔrecordarÕ al pat�geno, de manera tal de responder m�s r�pida y vigorosamente 

frente a una re-infecci�n. Esta caracter�stica es la memoria inmunol�gica, estrategia utilizada 

en la vacunaci�n profil�ctica (Figura 7). 

 

Figura 7. Esquema de din�mica de la RI adaptativa y la generaci�n de  memoria. 

Adaptado de (Abbas and Lichtman, 2011). 

 

Los linfocitos B son los responsables principales de la denominada respuesta humoral. 

Su principal funci�n es la producci�n de anticuerpos (inmunoglobulinas) de alta afinidad por 
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los Ag. La acci�n de las inmunoglobulinas se lleva a cabo a distancia y pueden, entre otras 

cosas, opsonizar pat�genos, favorecer su fagocitosis o desencadenar la citotoxicidad por 

ADCC. Las c�lulas B reconocen epitopes antig�nicos en su forma nativa, por medio de 

inmunoglobulinas de membrana, que conforman el receptor de c�lula B. Si entran en contacto 

con su Ag espec�fico, junto a la colaboraci�n de se�ales de macr�fagos y c�lulas T, se produce 

la selecci�n y expansi�n clonal, diferenciando 2 subpoblaciones: los plasmocitos, que secretan 

los anticuerpos espec�ficos y que al cabo de unos d�as mueren por apoptosis, y las c�lulas B de 

memoria, que permanecen en estado de reposo (G0) durante largos per�odos de tiempo (a�os). 

Los linfocitos T son los responsables de la RI celular. Reconocen epitopes antig�nicos 

procesados por las CPA, a trav�s de su TCR, asociado a la mol�cula CD3, y llevan a cabo su 

funci�n por medio de factores solubles e interacciones c�lula-c�lula. Las c�lulas T poseen 

m�ltiples subsets (Dong and Martinez, 2010), pero pueden ser divididas principalmente en dos 

grupos, linfocitos T helper (Th) y linfocitos T citot�xicos (CTL). Las c�lulas T h se distinguen 

por la expresi�n del co-receptor CD4 y promueven una inmunidad efectiva a trav�s de la 

secreci�n de mol�culas que inducen las respuestas humorales y celulares frente a la infecci�n, 

incluyendo adem�s los linfocitos T de memoria (Kaech et al., 2002). Se pueden diferenciar al 

menos seis subtipos, caracterizadas por la expresi�n de factores de transcripci�n y mol�culas 

de superficie espec�ficos (Figura 8.A), que determinan su funci�n particular en la RI. Existe 

adem�s un grado de plasticidad entre los distintos subsets de linfocitos Th (Figura 8.B) 

(Nakayamada et al., 2012). Los CTL se distinguen por la expresi�n del co-receptor CD8 y se 

encargan de localizar y destruir c�lulas target que presenten el Ag espec�fico, limitando la 

infecci�n y facilitando su eliminaci�n. Su funci�n citot�xica la llevan a cabo mediante 

diferentes mecanismos, como granzimas y perforinas y receptores de muerte (Russ et al., 

2013). 

Los linfocitos T de memoria poseen una variedad m�s amplia, y en mayor cantidad, de 

receptores inmunes que las c�lulas  na�ve. A diferencia de �stas, las c�lulas de memoria pueden 

responder a la infecci�n sin la necesidad de una nueva diferenciaci�n (Lalvani et al., 1997). 

Estas caracter�sticas, combinadas con una persistencia en mayor frecuencia, les permiten a las 

c�lulas T de memoria responder m�s r�pidamente frente a una segunda infecci�n para controlar 

y eliminar la infecci�n (Veiga-Fernandes et al., 2000). En su conjunto, todas estas 

caracter�sticas de los linfocitos de memoria proveen la base de la inmunidad mediada por 

c�l ulas T. 
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Figura 8. A. Diferenciaci�n de las c�lulas Th CD4 + luego de la interacci�n con la CPA. Se 

muestran aquellas citoquinas que inducen la diferenciaci�n a cada subtipo, los factores de 

transcripci�n que se activan y la citoquina caracter�stica secre tada por cada subtipo. 

Adaptado de Russ et al., 2013. B. Plasticidad y flexibilidad entre c�lulas Th CD4 +, que 

generan un panorama m�s complejo de los subtipos. Adaptado de Nakayamada et al., 2012. 

 

Otro fen�meno importante de la RI adaptativa es la tolerancia perif�rica. Adem�s de 

los mecanismos de selecci�n negativa de los linfocitos que ocurren en los �rganos linfoides 

primarios, existen otros durante la circulaci�n de los linfocitos por el organismo, para evitar 

las reacciones autoinmunes. La tolerancia perif�rica se lleva a cabo en los GL secundarios, 

tejido linfoide asociado a mucosas, tejidos linfoide terciario y en tejidos perif�ricos. Esta 

regulaci�n se puede dar por: 

- ignorancia antig�nica: en esta situaci�n, hay linfocitos T reactivos en el organismo 

pero que no han encontrado a su epitope y permanecen en estado na�ve. Esto puede deberse a 

que la expresi�n del Ag no supera el umbral necesario para la activaci�n, por baja expresi�n 

del HLA-I para su presentaci�n o presentaci�n cruzada ineficiente en los GL (Ochsenbein, 

2005). 

- inducci�n de anergia funcional: a los linfocitos T se les presenta el Ag, pero en 

ausencia de se�ales co-estimulatorias (se�al 2) o por fuerte se�alizaci�n v�a CTLA-4 o PD-1. 

As�, los linfocitos son incapaces de responder y permanecen en estado de inactividad (anergia) 

(Knoechel et al., 2006; Walker and Abbas, 2002). 
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- inducci�n de apoptosis: los linfocitos T que reconocen autoant�genos y por ende son 

activados repetidas veces, sufren muerte celular inducida por activaci�n (Walker and Abbas, 

2002). 

- activaci�n de linfocitos T regulatorios (Treg): las c�lulas Treg CD4 + FoxP3+ controlan 

el desarrollo de la RI y protegen al organismo de des�rdenes autoinmunes. Poseen un TCR 

espec�fico, liberan factores inmunosupresores y tienen diferentes subpoblaciones alojadas en 

diferentes compartimentos (Liston and Gray, 2014). 

- diferenciaci�n a un perfil regulatorio/inmunosupresor: se diferencian c�lulas de linaje 

mieloide que contribuyen a la inmunosupresi�n, como las c�lulas supresoras derivadas de 

mieloides o macr�fagos con perfil M2 (Gabrilovich et al., 2012). 

 

1.4. La inmunovigilancia: respuesta inmunitaria anti-tumoral y evasi�n inmune 

La idea de que el sistema de defensas pueda actuar reconociendo y eliminando tumores 

fue introducida por Paul Elrich en 1907, pero no fue hasta 1957 que Burnet y Thomas acu�aron 

el t�rmino de inmunovigilancia en c�ncer . Esto implicaba que el SI era capaz de reconocer las 

c�lulas transformadas del organismo, dado que las mismas expresan Ag nuevos o modificados, 

y eventualmente eliminarlas, antes de que la enfermedad se manifieste cl�nicamente. Durante 

muchos a�os, debido a hallazgos contradictorios, esta teor�a fue avalada y desestimada 

numerosas veces, pero al d�a de hoy es aceptada y se encuentra en continuo estudio. 

Actualmente, el proceso mediante el cual se llevan a cabo RI naturales frente a los tumores 

primarios en desarrollo fue renombrado inmunoedici�n de tumores , en gran medida para 

enfatizar el rol dual que juega el SI en este proceso. Espec�ficamente, la hip�tesis de la 

inmunoedici�n del c�ncer sostiene que el SI no s�lo protege al hospedador frente al desarrollo 

de tumores, sino que tambi�n puede promover el desarrollo tumoral mediante su eliminaci�n 

selectiva, favoreciendo el escape de variantes tumorales con inmunogenicidad reducida (Dunn 

et al., 2002). La inmunoedici�n del c�ncer es un proceso que consta de 3 fases, conocidas como 

las 3 E: Eliminaci�n, Equilibrio y Escape (Figura 9). 
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Figura 9. Fases de la inmunoedici�n de tumores. Adaptado de Sch reiber, 2005. 

 

La primera fase de Eliminaci�n, lo que consideramos inmunovigilancia, es cuando las 

mol�culas y c�lulas de la inmunidad innata y adaptativa reconocen y destruyen los tumores en 

desarrollo, confiriendo as� protecci�n al organismo frente al c�ncer. La segunda fase es el 

Equilibrio, similar al concepto de latencia, que corresponde a un per�odo extendido en el cual 

el tumor y el SI entran en un equilibrio din�mico de destrucci�n y escape tumoral. La tercera 

fase es el Escape, donde se desarrollan las variantes tumorales que emergen de un proceso de 

selecci�n inmune de tipo Darwiniano durante la fase de equilibrio. Esas variantes se 

transforman en tumores detectables en la cl�nica, que crecen de manera irrestricta en un 

individuo inmunocompetente (Schreiber, 2005). 

Cuando alguna c�lula no logra reparar sus mutaciones, pero sobrevive a la muerte 

celular programada, se activa el sistema de inmunovigilancia. Las c�lulas en estado inicial de 

transformaci�n pueden ser detectadas y eliminadas por interacci�n directa de las c�lulas 

efectoras innatas. Esta funci�n puede ser llevada a cabo por las c�lulas NK, mediante 

citotoxicidad v�a perforinas y la producci�n de citoquinas como el IFN- !, luego de la 

interacci�n con ligandos espec�ficos (o la falta de ellos, como el HLA-I). Tambi�n est�n 

involucradas las c�lulas NKT, que pueden reconocer glicol�pidos y r�pidamente secretar 

grandes cantidades de citoquinas de perfil Th1 y Th2. De esta manera activan linfocitos T 

citot�xicos y NK, estableciendo un nexo entre la inmunidad innata y adaptativa. A su vez, las 

CD, como centinelas del da�o tisular, son activadas a trav�s de se�ales de peligro liberadas por 

c�lulas da�adas o que sufren muerte necr�tica. Estas se�ales incluyen HSP, ATP, HMGB-1 y 
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otras alarminas, junto con citoquinas (Escamilla-Tilch et al., 2013). Una vez activadas, las CD 

inician y controlan la RI dirigida contra Ag espec�ficos de tumor y Ag asociados a tumor (TAA, 

por sus siglas en ingl�s), activando a la vez c�lulas T CD4 + y CD8+ espec�ficas para esos Ag. 

Las c�lulas CD8 + se diferencian a linfocitos T citot�xicos, que finalmente van a destruir las 

c�lulas tumorales, y las CD4 + proveen ayuda, a trav�s de la liberaci�n de citoquinas. Las c�lulas 

T de memoria CD4+ y CD8+ juegan un rol cr�tico en el mantenimiento de una inmunidad 

protectiva frente a las c�lulas transformadas. La respuesta de memoria depender� de las se�ales 

moleculares derivadas del tumor, detectadas por la inmunidad innata. Estas se�ales resultan 

adyuvantes efectivos en las inmunoterapias en c�ncer. Se ha observado que los TAA pueden 

generar hipersensibilidad de tipo retardada espec�fica y que las respuestas de los CTL pueden 

llevar a la regresi�n tumoral. 

Se sabe que las c�lulas tumorales, aunque posean gran cantidad de neo-ant�genos 

inmunog�nicos generados debido a su alta tasa de mutaciones, tambi�n expresan muchos Ag 

de diferenciaci�n presentes en c�lulas normales (Pardoll, 2003). Esto llev� a pensar en la 

hip�tesis de que los mayores obst�culos en la RI anti-tumoral efectiva fueran los complejos 

mecanismos para establecer la tolerancia por parte de las c�lulas T frente a los Ag tumorales 

propios (no mutados). Mientras se lleva a cabo la respuesta anti-tumoral, tambi�n se van 

generando mecanismos de control negativo sobre esa respuesta a trav�s de la habilidad de los 

tumores de generar un microambiente tolerante, la activaci�n de v�as regulatorias negativas y 

la secreci�n de factores inhibitorios. Estas estrategias inmunosupresoras pueden ser pre-

existentes, pueden surgir por mutaciones durante la proliferaci�n tumoral o a trav�s de l a 

selecci�n ejercida por el SI. 

La presentaci�n de Ag tumorales no se suele dar por v�a directa desde el tumor, sino 

que se realiza a trav�s de las CD. Son �stas quienes inclinan la respuesta de linfocitos T hacia 

la activaci�n o la tolerancia, sujetas a las condiciones y contexto iniciales en las que 

encontraron el Ag. La captura antig�nica realizada en un ambiente no-inflamatorio no induce 

respuestas de linfocitos T productivas, provocando el desarrollo de tolerancia de las c�lulas T 

(Steinman et al., 2003). A medida que el tumor progresa, el microambiente no s�lo omite 

se�ales inflamatorias para la activaci�n de las CD, sino que tambi�n comienza a generar 

mecanismos inmunosupresores adicionales, como la liberaci�n de IL-10, TGF- # o VEGF, que 

profundizan el impacto negativo sobre las CD. De esta manera, las CD que capturan Ag 

tumorales adquieren propiedades tolerog�nicas y por ende inducen tolerancia de los linfocitos 
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T frente a esos Ag. Muchas de las se�ales solubles tolerog�nicas generadas por el tumor y las 

CD afectan directamente a los clones T reactivos contra el tumor (Figura 10.A). 

Las c�lulas tumorales tambi�n presentan m�ltiples mecanismos inmunosupresores para 

evadir las respuestas efectoras de las c�lulas T, ya sea evitando el reconocimiento inmune, 

inhibiendo la apoptosis inducida o incluso contraatacando a los linfocitos efectores (Igney and 

Krammer, 2002; Mandai et al., 2016) (Figura 10.B). Al aumentar la frecuencia de mutaciones, 

se generan variantes tumorales con fallas en la maquinaria de procesamiento y presentaci�n 

antig�nica (proteasoma, complejo TAP, #-2 microglobulina, cadenas " de los HLA-I), 

escapando as� del reconocimiento directo de las c�lulas T. Se produce adem�s un bloqueo o 

defecto en la se�alizaci�n de los TCR proximales al microambiente tumoral, junto con la 

secreci�n de factores inmunosupresores y/o pro-apopt�ticos, la activaci�n de v�as co-

estimulatorias negativas (CTLA-4, PD-1), restricciones metab�licas (IDO) y el reclutamiento 

espec�fico de poblaciones de c�lulas regulatorias (Treg, MDSC). Todos estos mecanismos 

cooperan para dar lugar a la progresi�n tumoral, limitando la capacidad del SI de controlar el 

tumor y disminuyendo la efectividad de las estrategias inmunoterap�uticas, dise�adas para 

erradicar exitosamente a las c�lulas tumorales (Rabinovich et al., 2007). El estudio y la 

comprensi�n de la regulaci�n espacio-temporal de estos mecanismos son de especial inter�s 

para superar estas condiciones tolerizantes impuestas por el microambiente tumoral, en 

especial al momento de dise�ar terapias anti-tumorales y poder obtener RI eficientes. 
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Figura 10. A. Esquema los factores solubles liberados por las c�lulas tumorales que 

condicionan el perfil de las CD que capturan Ag y sobre la funci� n efectora en el 

microambiente tumoral. B. Esquema de los mecanismos de las c�lulas tumorales para 

evadir la respuesta efectora de las c�lulas T, a trav�s de la disminuci�n de la presentac i�n 

antig�nica y la se�alizaci�n del TCR, inducci�n de se�ales co -estimulatorias negativas y la 

apoptosis en los linfocitos T. Adaptados de Rabinovich et al., 2007. 

 

2. El desarrollo del c�ncer  

El t�rmino c�ncer no se refiere a una, si no a un conjunto de enfermedades relacionadas. 

Corresponden a m�s de un centenar y medio de enfermedades de duraci�n variable y de 

progresi�n fatal, de no mediar el adecuado tratamiento. En todos los tipos de c�ncer, algunas 

c�lulas del cuerpo comienzan a dividirse de manera irrestricta y se diseminan por el tejido 

adyacente. Adem�s, pueden eventualmente desarrollar colonias en �rganos distantes, 

denominadas met�stasis, por v�a hem�tica y/o linf�tica (Pautas en Oncolog�a 2015). 

Normalmente, las c�lulas humanas crecen y se dividen para generar nuevas c�lulas, a 

medida que el cuerpo lo necesita. Cuando las c�lulas envejecen o est�n da�adas, entran en el 

proceso de muerte celular programada denominado apoptosis, y nuevas c�lulas toman su lugar. 

Cuando se desarrolla el c�ncer, este ciclo se ve alterado. A medida que las c�lulas se vuelven 

m�s y m�s anormales, las c�lulas envejecidas o da�adas sobreviven en vez de morir y se 

generan nuevas c�lulas cuando �stas no son necesarias. Estas c�lulas extra se pueden dividir 

virtualmente de manera indefinida y, si no logran ser eliminadas por el SI a tiempo, se produce 
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el escape tumoral y pueden formar masas indiferenciadas de tejido, denominadas tumores, que 

pueden ser detectados en la cl�nica. La mayor�a de los c�nceres forman tumores s�lidos, a 

excepci�n de los c�nceres de la sangre, como las leucemias, que generalmente no lo hacen 

(NIH, 2016, www.cancer.gov). 

Es importante aclarar que no todos los tumores corresponden a la manifestaci�n cl�nica 

del c�ncer. El c�ncer es una enfermedad maligna y los tumores que desarrolla pueden 

diseminarse e invadir otros tejidos, adyacentes o distantes. Existen los tumores benignos, que 

a diferencia de los malignos, se mantienen encapsulados y no se diseminan, aunque a veces 

pueden ser de gran tama�o. En general, estos tumores pueden ser removidos y no vuelven a 

crecer, a diferencia de los malignos, que s� pueden hacerlo. En general, los tumores benignos 

no representan un riesgo para la vida, con excepci�n de aquellos ubicados en el cerebro. 

El c�ncer es una enfermedad de base gen�tica, es decir, que es causada por los cambios 

producidos en los genes correspondientes a funciones de control celular. A diferencia de otras 

enfermedades gen�ticas, no hay una �nica mutaci�n que genere el c�ncer, si no que debe darse 

una combinaci�n de ellas para que la enfermedad se desarrolle. Las alteraciones en tres tipos 

de genes contribuyen principalmente a la tumorig�nesis: los proto-oncogenes, los genes 

supresores de tumor y los genes de estabilidad y reparaci�n del ADN, conocidas como 

mutaciones drivers o conductoras. Los proto-oncogenes est�n involucrados en el normal 

crecimiento y divisi�n de las c�lulas. Cuando se ven alterados, se transforman en oncogenes, 

promoviendo un crecimiento y sobrevida anormal. Los genes supresores de tumor se encargan 

del control del ciclo celular. Los cambios en estos genes producen una divisi�n celular 

desregulada. Por �ltimo, los genes de reparaci�n del ADN corrigen los da�os producidos en el 

ADN. Cuando se producen mutaciones en estos genes, las c�lulas tienden a desarrollar 

mutaciones adicionales en otros genes (Vogelstein and Kinzler, 2004). 

Estos cambios o mutaciones pueden ser pre-existentes, es decir heredadas de los padres, 

o pueden surgir a lo largo de la vida de la persona como resultado de errores durante la divisi�n 

celular o por exposici�n ambiental a sustancias que da�an el ADN, conocidos como 

carcin�genos. Cada c�ncer presenta una combinaci�n �nica de cambios gen�ticos. A medida 

que el c�ncer progresa, se van produciendo nuevas modificaciones adicionales, lo que genera 

que incluso en el mismo tumor haya c�lulas con diferentes cambios gen�ticos (Greaves and 

Maley, 2012). En general, las c�lulas tumorales tienen m�s mutaciones que otras c�lulas 

som�ticas normales, hecho m�s relacionado con las consecuencias del c�ncer que con sus 

causas. 
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El c�ncer es una enfermedad compleja que comprende m�ltiples mecanismos y 

capacidades adquiridas durante diferentes etapas del desarrollo de los tumores. En la 

actualidad, se han logrado determinar varios de estos hitos caracter�sticos o hallmarks, que 

constituyen los principios necesarios para comprender y abordar la complejidad de la patolog�a 

(Hanahan and Weinberg, 2011). �stos incluyen el mantenimiento de las se�ales proliferativas, 

la evasi�n de los supresores del crecimiento, la resistencia a la muerte celular, el potencial 

replicativo indefinido, la inducci�n de la angiog�nesis y la activaci�n de la invasi�n y la 

met�stasis. De manera subyacente, se encuentra la inestabilidad gen�mica y las mutaciones, 

que generan la diversidad gen�tica que facilita su adquisici�n, y la inflamaci�n, que fomenta 

la acci�n de muchas de estas caracter�sticas. En los �ltimos a�os se han sumado otras dos 

caracter�sticas emergentes, que son la desregulaci�n o reprogramaci�n del metabolismo celular 

y la evasi�n de eliminaci�n por parte del SI. M�s all� de los procesos particulares de las c�lulas 

tumorales, los tumores exhiben otra dimensi�n de su complejidad: el microambiente tumoral, 

un repertorio de c�lulas aparentemente normales que contribuyen a la adquisici�n de los rasgos 

caracter�sticos del tumor (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Hallmarks del c�ncer. Adaptado de Hanahan and Weinberg, 2011. 
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2.1. El c�ncer en n�meros 

El c�ncer figura entre las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel 

mundial. En 2012 se registraron aproximadamente 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones 

de muertes relacionadas, afectando a poblaciones de todos los pa�ses y regiones. Estas 

estimaciones corresponden a tasas de incidencia y mortalidad, estandarizadas por edad, de 182 

y 102 por cada 100.000 habitantes, respectivamente. La prevalencia estimada para 2012 indica 

que hab�a 32,6 millones de personas que hab�an sido diagnosticadas con la enfermedad durante 

los 5 a�os previos. El n�mero de nuevos casos se espera que incremente en alrededor de un 

70% a lo largo de las siguientes dos d�cadas, escalando de 14 millones en 2012 a 22 millones 

para 2032 (Stewart and Wild, 2014). 

Para todos los tipos de c�ncer combinados (excluyendo el c�ncer de piel no melanoma) 

las tasas de incidencia m�s altas est�n asociadas con los pa�ses de altos ingresos de Am�rica 

del Norte y Europa Occidental, junto con Jap�n, Rep�blica de Corea, Australia y Nueva 

Zelanda. Sin embargo, m�s del 60% del total anual de nuevos casos ocurren en çfrica, Asia y 

Am�rica Central y del Sur. Asimismo, estas regiones dan cuenta del 70% de las muertes 

mundiales por c�ncer (Figura 12). La distribuci�n del c�ncer en las distintas regiones del 

mundo indica marcadas, y a veces extremas, diferencias con respecto a tipos particulares de 

tumores. Esta informaci�n es clave para entender las causas y por ende el desarrollo de medidas 

preventivas. 

Para 2012, los 5 sitios m�s frecuentes de c�ncer en los hombres fueron pulm�n, 

pr�stata, colon-recto, est�mago e h�gado. Entre las mujeres, �stos fueron mama, colon-recto, 

pulm�n, cuello de �tero y est�mago. Alrededor de un tercio de las muertes por c�ncer est�n 

relacionadas a 5 principales riesgos dietarios y de conducta: alto �ndice de masa corporal, bajo 

consumo de frutas y verduras, falta de actividad f�sica, consumo de tabaco y consumo de 

alcohol. El consumo de tabaco es el factor de riesgo m�s importante en c�ncer, causando 

alrededor del 20% de las muertes globales por c�ncer y cerca del 70% de las muertes por c�ncer 

de pulm�n. Las infecciones virales causantes de c�ncer, como el virus de la hepatitis B o C y 

el virus del papiloma humano, son responsables de hasta el 20% de las muertes por c�ncer en 

pa�ses de ingresos medios o bajos (Stewart and Wild, 2014). 
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La Argentina se encuentra dentro del rango de pa�ses con incidencia de c�ncer media-

alta (172,3-242,9 nuevos casos por cada 100.000 habitantes) (Ferlay et al., 2013). Esta 

estimaci�n corresponde a m�s de 100.000 nuevos casos en ambos sexos por a�o, con 

porcentajes similares para hombres y mujeres. El c�ncer de mama encabeza esta estad�stica, 

con m�s de 18.700 casos nuevos por a�o (18% del total general y 36% del total en mujeres), y 

coincide tambi�n en ser el c�ncer con mayor tasa de incidencia en mujeres, con 71 casos nuevos 

por cada 100.000 mujeres. Lo sigue el c�ncer de pr�stata, con 44 casos nuevos, y de pulm�n, 

con 32,5 casos nuevos, ambos por cada 100.000 hombres. En la Argentina, los tumores causan 

el 20% del total de las muertes que se producen anualmente en el pa�s. Esto representa 

aproximadamente 60.000 muertes por a�o, de las cuales m�s del 90% se produce en personas 

mayores de 44 a�os. El c�ncer de pulm�n ocasiona 9.000 muertes por a�o, 15% del total de las 

defunciones por c�ncer, con diferencias marcadas entre ambos sexos ya que el 70% 

corresponden a los hombres. Le sigue en importancia el c�ncer colorrectal (11%) y el de mama 

(9%) (Instituto Nacional del C�ncer , www.msal.gov.ar/inc/). 
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Figura 12. Tasas de incidencia y mortalidad por c�ncer en ambos sex os en el mundo en 

2012. Las tasas est�n calculadas por cada 100.000 habitantes. Adaptado de la International 

Agency for Research on Cancer, World Health Organization (Ferlay et al., 2013). 

 

2.2. El melanoma cut�neo: estad�sticas, desarrollo y progresi�n 

El melanoma cut�neo constituye alrededor del 4% de los nuevos casos de neoplasias 

diagnosticados a nivel mundial, aunque con distribuci�n diferencial marcada entre regiones 

geogr�ficas, y presenta la tasa de incidencia con m�s r�pido aumento en los �ltimos a�os. 

Seg�n las estad�sticas de los pa�ses con mayor incidencia, como los Estados Unidos, se calcula 

que un 2,1% de la poblaci�n ser� diagnosticada con la enfermedad en el transcurso de su vida. 

En 2013, se estimaba que en Estados Unidos poco m�s de un mill�n de personas conviven con 

el melanoma cut�neo. Para 2016 se estiman 76.000 nuevos casos y m�s de 10.000 muertes a 
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causa de esta enfermedad (Brunssen et al., 2016, www.cancer.gov). La Argentina se encuentra 

en el rango de pa�ses con incidencia media/alta para el melanoma, con una tasa ajustada por 

edad de 2,9 nuevos casos por cada 100.000 habitantes. Se calcula una prevalencia a 5 a�os de 

13 casos por cada 100.000 habitantes, en la poblaci�n adulta. Si bien el melanoma detectado 

de manera precoz tiene buen pron�stico y se puede curar mediante cirug�a, cuando la 

enfermedad se encuentra diseminada presenta bajas probabilidades de sobrevida a largo plazo.  

El melanoma presenta varios factores de riesgo conocidos: 

- La exposici�n a la radiaci�n ultravioleta 

- La presencia de lunares (nevos benignos) 

- La piel clara, el pelo claro y las pecas 

- Historia familiar de melanoma 

- Historia personal de melanoma u otro c�ncer de piel 

- Un SI debilitado 

- El sexo masculino y la edad avanzada 

- Xerodermia pigmentosa 

A pesar de no ser la forma m�s com�n, el melanoma es el responsable de la mayor�a de 

las muertes relacionadas al c�ncer de piel. Su alta tasa de mortalidad se debe mayormente a la 

falta de opciones de tratamiento efectivo en estadios avanzados o de enfermedad diseminada. 

De esta manera, los pacientes con melanoma avanzado tienen una expectativa de vida media 

menor a un a�o, con s�lo un 17% de pacientes que sobreviven m�s all� de los 5 a�os luego del 

diagn�stico (NIH,  www.cancer.gov). La predisposici�n para el desarrollo de melanoma es 

gen�ticamente heterog�nea. Se han estudiado y descripto genes y v�as relacionadas con el 

desarrollo de la enfermedad (Dutton-Regester and Hayward, 2012). La susceptibilidad en 

algunos melanomas familiares con grandes n�meros de casos es consistente con la herencia 

autos�mica dominante de un solo gen principal. Pero esto no responde a la mayor�a de las 

familias con antecedentes, donde no se ve un �nico gen responsable de la transmisi�n del 

melanoma, si no una herencia de modo polig�nico (De Snoo and Hayward, 2005). 

Los estadios de desarrollo de la enfermedad y las mutaciones asociadas a cada etapa se 

han estudiado ampliamente, aunque siguen en constante estudio para buscar y definir nuevos 

posibles targets terap�uticos contra el melanoma (Akbani et al., 2015; Vultur and Herlyn, 

2013). En el melanoma, la se�alizaci�n por la v�a de las MAPK puede estar constitutivamente 

activada a trav�s de alteraciones en los receptores de membrana o a trav�s de mutaciones en 
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RAS o BRAF. BRAF est� mutado en aproximadamente el 60% de los melanomas y el 90% de 

esas mutaciones presentan la mutaci�n V600E, generando la activaci�n constitutiva de la 

quinasa. A pesar de que las mutaciones de PI3K no son frecuentes, la v�a se encuentra 

generalmente aumentada, probablemente por p�rdida de PTEN, con consecuencias sobre 

efectores r�o abajo como AKT, mTOR, NF-%B, p53 y otros, que probablemente contribuyen 

a un fenotipo m�s agresivo del melanoma (Akbani et al., 2015; Dutton-Regester and Hayward, 

2012; Vultur and Herlyn, 2013). 

 

Figura 13. Progresi�n del melanoma en funci�n de las mutaciones adqu iridas. Descripci�n 

de su localizaci�n en la piel y aspecto histol�gico de cada fase de progresi�n.  Adaptado de 

Vultur and Herlyn, 2013. 

 

Se conocen las mutaciones en genes drivers que dan origen a una transformaci�n de 

los melanocitos. �stas se producen en los genes BRAF, NRAS, GNAQ o KIT, y suelen ser 

mutuamente excluyentes. Durante la progresi�n del melanoma, se van adquiriendo otros 

cambios gen�ticos progresivamente, como la inactivaci�n de CDKN2A y PTEN, junto con la 

activaci�n de MITF, CDK4 y CCND1, que llevan a la transformaci�n de un nevo benigno o 

displ�sico en melanoma. Durante la adquisici�n de estos cambios, el melanoma transita desde 

una fase de crecimiento radial en la epidermis, a una fase de crecimiento vertical, con ruptura 

de la membrana basal e invasi�n de la dermis, hasta el melanoma metast�sico (Figura 13). 
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2.3. Caracter�sticas fenot�picas y antig�nicas del melanoma 

El melanoma se muestra sumamente resistente a terapias tradicionales como la 

quimioterapia. Sin embargo, ofrece posibilidades de intervenci�n inmune, ya que se caracteriza 

por expresar m�ltiples Ag que pueden ser reconocidos por el SI y generar una respuesta 

espec�fica. Las c�lulas de melanoma expresan una amplia variedad de Ag de diferenciaci�n 

melanoc�tica, que son principalmente prote�nas que est�n asociadas a las membranas de los 

melanosomas e involucradas en la producci�n de la melanina. Entre �stos se encuentran los Ag 

Melan-A/MART-1, como Ag modelo profundamente estudiado en melanoma (De Mazi�re et 

al., 2002; Romero et al., 2002), gp100, tirosinasa, tyrosinase-related protein(Trp)-1 y Trp-2. 

Tambi�n se sabe que expresan algunos Ag de la l�nea germinal masculina, conocidos como Ag 

c�ncer-testis, que incluyen a las familias de prote�nas BAGE, GAGE y MAGE y en particular 

la prote�na NY-ESO-1. Otro grupo de Ag de inter�s estudiado en melanoma son unos 

glicoesfingol�pidos denominados gangli�sidos. Estos Ag pueden ser presentados por los 

complejos CD1, una familia de mol�culas presentadoras de Ag lip�dicos, no polim�rficas y 

relacionadas estructuralmente a los complejos HLA-I (Cao et al., 2002; Wu et al., 2003). Los 

gangli�sidos son expresados en todos las c�lulas de los mam�feros, pero presentan diferencias 

moleculares a nivel de sus cadenas carbonadas durante el desarrollo fetal y en tumores, 

consider�ndose  as� un Ag onco-fetal de blanco terap�utico (Krengel and Bousquet, 2014; 

Peguet-Navarro et al., 2003). Por �ltimo, las c�lulas de melanoma exhiben Ag tumorales 

derivados de mutaciones y productos g�nicos at�picos, cuya inmunogenicidad puede ser 

producto de una alteraci�n en la estabilidad o tr�fico de la prote�na, as� como por una visibilidad 

aumentada. Muchos de estos Ag han reportado ser capaces de despertar RI celular espec�fica, 

con un perfil Th1 y la generaci�n de linfocitos CD8 + reactivos contra el tumor (Guevara-Pati�o 

et al., 2003; Heemskerk et al., 2013). 

Mediante el an�lisis mutacional del genoma de 7.042 c�nceres primarios de 30 tipos 

distintos, se determinaron 4.938.362 mutaciones som�ticas, correspondientes a sustituciones e 

inserciones y deleciones, pudiendo identificar 20 firmas mutacionales en los tumores humanos. 

De este an�lisis se desprende que el melanoma es el tipo tumoral con mayor prevalencia de 

mutaciones som�ticas, una mediana de 20 por Megabase, llegando a un m�ximo de 400 por 

Megabase (Alexandrov et al., 2013) (Figura 14). 
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Figura 14. Prevalencia de mutaciones som�ticas agrupada por tipo de c �ncer. Los va lores 

puntuales corresponden al n�mero de mutaciones por Megabase y se e xpresa la mediana 

en cada caso. Adaptado de Alexandrov et al., 2013. 

 

La aparici�n de neo-epitopes debido a estas mutaciones ha sido aprovechada a la hora 

de obtener nuevos posibles targets terap�uticos en melanoma. Una aproximaci�n de los 

�ltimos a�os ha sido el an�lisis del ligandoma de las c�lulas tumorales de melanoma, es decir 

el conjunto de p�ptidos que son cargados en las mol�culas de HLA-I. Se identifican las 

prote�nas de origen de esos p�ptidos y se analiza la capacidad inmunog�nica frente a linfocitos 

CD8+ (Jarmalavicius et al., 2012). Gracias a nuevas herramientas inform�ticas y de 

secuenciaci�n, se pueden analizar las mutaciones de cada paciente, identificando neo-epitopes 

y su putativa capacidad inmunog�nica, y as� utilizarlo como una herramienta para el dise�o de 

terapias personalizadas (Castle et al., 2012; Fritsch et al., 2014). Al d�a de hoy hay evidencias 

de la respuesta de linfocitos T espec�ficos contra neo-ant�genos en pacientes de melanoma, con 

una din�mica de interacci�n entre las c�lulas T y el tumor que induce la inmunoedici�n de los 

neo-epitopes, pero con una generaci�n de nuevos clones reactivos en los linfocitos infiltrantes 

del tumor (Verdegaal et al., 2016). 

 

3. Inmunoterapia en c�ncer  

Tradicionalmente la terapia elegida por los onc�logos para el tratamiento del c�ncer 

hab�a sido la cirug�a. �sta pod�a ser combinada con m�todos que resultaban efectivos, al menos 

durante un cierto per�odo, en la reducci�n del tama�o tumoral, como la radioterapia y en �ltima 

instancia la quimioterapia. Con la excepci�n del uso del Bacillus Calmette-Gu�rin  (BCG), que 
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muestra muy buenos resultados en el tratamiento del c�ncer de vejiga no invasor (Sylvester, 

2011), la idea de estimular al SI para combatir los tumores fue relegada durante muchos a�os, 

con extremas fluctuaciones en la actitud frente al tema. Hasta que finalmente, para la d�cada 

de los 90, se logr� llegar a un consenso sobre la funci�n de inmunovigilancia sobre los tumores 

y se avanz� en el campo de la inmunoterapia (Maio, 2012; Parish, 2003). 

La inmunoterapia busca utilizar las herramientas y procesos propios del SI para 

idealmente eliminar, o al menos controlar el crecimiento de los tumores. A grandes rasgos, la 

inmunoterapia se puede dividir en terapias pasivas, principalmente con el uso de anticuerpos 

monoclonales, y terapias activas, que involucran la manipulaci�n directa de c�lulas efectoras 

del paciente. Existen evidencias que indican que es posible inducir RI anti-tumorales 

espec�ficas ya sea naturalmente (espont�neas) o en forma terap�utica (inducidas). Sin embargo, 

la inmunoterapia representa un gran desaf�o ya que al momento de la progresi�n tumoral ya se 

ha producido el escape de la inmunovigilancia (Pautas en Oncolog�a 2015).  

Los tratamientos citot�xicos tradicionales tienen en general un efecto directo r�pido 

sobre el crecimiento y el tama�o tumoral, pero se mantiene poco tiempo luego de ser 

administrados. Por el contrario, al (re)activar la funci�n efectora anti-tumoral o inhibir los 

mecanismos supresores, se obtiene una respuesta directa m�s lenta, pero se puede desarrollar 

memoria inmunol�gica y protecci�n a largo plazo. La destrucci�n tumoral inducida por la 

inmunoterapia tiene efecto retardado o puede estar precedida de un per�odo de crecimiento 

tumoral aparente, pero luego alcanza a controlarlo, e incluso a producir regresi�n tumoral 

(Figura 15). La paradoja inicial es explicada por la biolog�a diferencial de la RI como 

tratamiento y ha llevado a revisar y flexibilizar los criterios de evaluaci�n de la respuesta a la 

terapia, que tradicionalmente se hace por los criterios RECIST (Response Evaluation Criteria 

In Solid Tumors), antes de declarar el fracaso del tratamiento (Madan et al., 2010; Wolchok et 

al., 2009)(Wolchok 2009, Madan 2010). 
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Figura 15. Paradoja del efecto de la 

inmunoterapia. Esquema comparativo 

del crecimiento tumoral en el tiempo, 

luego de la aplicaci�n del tratamiento 

(flecha verde). La l�nea punteada roja 

corresponde al sin tratamiento, la l�nea 

entera roja a la terapia citot�xica y la 

l�nea entera azul al tratamiento con 

vacuna. Adaptado de Madan et al., 2010. 

 

La eficacia de la terapia anti-tumoral depende principalmente de cuatro componentes 

cr�ticos: la respuesta de c�lulas T CD8 + efectoras, la calidad de las c�lulas Th CD4 +, la 

eliminaci�n y/o desactivaci�n de los linfocitos Treg y la disrupci�n del microambiente tumoral 

inmunosupresor. Al requerirse una respuesta compleja, se necesitan desarrollar protocolos y 

dise�os de tratamiento complejos, que permitan abarcar todos esos aspectos. Muchos enfoques 

y estrategias de la inmunoterapia en c�ncer han reportado perfiles de seguridad con efectos 

t�xicos sist�micos m�s suaves y tolerables comparados con otras terapias tradicionales o 

dirigidas. M�s a�n, se han visto efectos adyuvantes sobre la inmunoterapia al utilizar dosis 

bajas, de menor toxicidad, tanto de radioterapia (Takeshima et al., 2010) como de 

quimioterapia (Kang et al., 2013), al producir una muerte inmunog�nica en el tumor, generando 

un microambiente m�s permisivo para la inmunoterapia, proveyendo se�ales pro-inflamatorias 

y disponibilidad antig�nica. 

 

3.1. Uso de anticuerpos monoclonales 

Existen nueve anticuerpos monoclonales aprobados para el tratamiento de tumores 

s�lidos y hematol�gicos, que tienen como blanco a las prote�nas asociadas a tumor: Her2/neu, 

EGFR, VEGF, CD20, CD52 y CD33. Adem�s de antagonizar las v�as oncog�nicas, estos 

compuestos bioterap�uticos pueden actuar como agentes opsonizantes de las c�lulas tumorales 

y disparar su muerte o eliminaci�n por ADCC o fagocitosis. Estudios que se llevan a cabo en 

modelos murinos y en pacientes han demostrado la posibilidad de que en algunas 

circunstancias puedan estimular respuestas adaptativas (Taylor et al., 2007). M�s 

recientemente, se han logrado conjugar toxinas de manera exitosa a estos anticuerpos e inducir 
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respuestas cl�nicas en pacientes que eran refractarios al anticuerpo desnudo (Lewis Phillips et 

al., 2008). La administraci�n conjunta con citoquinas inmunoestimulatorias, como la IL-2 o el 

factor estimulante de colonias granuloc�ticas y macr�fagos (GM-CSF), pueden aumentar la 

eficacia de la terapia con anticuerpos. 

Actualmente se encuentran en desarrollo estrategias para frenar o neutralizar los 

mecanismos inhibitorios del SI, presentes en el microambiente tumoral antes mencionados 

(Figura 10). Esto se puede lograr o bien disminuyendo la actividad de las mol�culas supresoras 

y/o aumentando la actividad de las mol�culas estimulatorias (Figura 16). Para esto se est�n 

generando, y probando en la cl�nica, anticuerpos monoclonales que se unen a los receptores 

co-estimulatorios/co-inhibitorios y sus ligandos, de manera tal de antagonizar la 

inmunosupresi�n o activar la amplificaci�n de la RI (Vasaturo et al., 2013). En cuanto a estas 

terapias, el foco en los �ltimos a�os ha estado sobre los llamados puntos de control inmune, 

centrados en las mol�culas CTLA-4 y PD-1 (Madorsky Rowdo et al., 2015). Se han llevado a 

cabo m�ltiples ensayos cl�nicos en distintos tipos de tumores, con muchos buenos resultados, 

que hacen de estas terapias est�n en el centro de atenci�n actualmente. 

 

 

Figura 16. Receptores activadores e 

inhibitorios de las c�lulas T que presentan 

anticuerpos agonistas o bloqueantes, 

respectivamente. Adaptado de (Mellman 

et al., 2011). 

 

3.2. Transferencia adoptiva de c�lulas efectoras 

La transferencia adoptiva de linfocitos con propiedades tumoricidas puede, en teor�a, 

evitar la abrumadora tarea de romper la tolerancia a los Ag tumorales y generar una alta 

frecuencia de c�lulas T de alta avidez. El descubrimiento de procedimientos, como la 

linfodepleci�n, que facilitan la transferencia adoptiva de c�lulas T ha permitido la reinfusi�n 
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exitosa de linfocitos infiltrantes de tumor, expandidos ex vivo, en pacientes con melanoma. Los 

TIL resultan una poblaci�n potencialmente exitosa, ya que son linfocitos potencialmente 

espec�ficos contra Ag tumorales. Estas terapias han tenido buenas respuestas cl�nicas, algunas 

de las cuales resultaron completas y duraderas (Rosenberg et al., 2008). Los avances en los 

m�todos de cultivo e ingenier�a gen�tica de las c�lulas T han permitido el desarrollo de una 

alternativa a los linfocitos infiltrantes de tumor. A trav�s de vectores retrovirales, se pueden 

clonar receptores T espec�ficos o receptores antig�nicos quim�ricos (CARs, por sus siglas en 

ingl�s) en c�lulas T (Figura 17). Esto permite extender la terapia a una poblaci�n mucho m�s 

grande de pacientes, sin depender de la posibilidad de operar el tumor o de la cantidad de 

linfocitos infiltrantes que se puedan extraer del tumor operado. El uso de CARs tambi�n hace 

prescindible la maquinaria de procesamiento y presentaci�n antig�nica intr�nseca de los 

tumores, ya que reconocen las prote�nas de superficie en su estado nativo a trav�s del fragmento 

variable de las inmunoglobulinas. Los resultados preliminares en la cl�nica parecen muy 

prometedores, aunque hay varios par�metros del dise�o que todav�a requieren modificaciones 

adicionales para asegurar la seguridad de su uso y la obtenci�n de respuestas duraderas en el 

tiempo. Principalmente, el foco est� puesto en la elecci�n del target molecular, as� como su 

localizaci�n y nivel de expresi�n, para dirigir y activar las c�lulas T en el microambiente 

tumoral, junto con los costos y complicaciones para la producci�n de las c�lulas efectoras. Una 

aproximaci�n m�s conveniente ha sido el desarrollo de anticuerpos biespec�ficos, que conectan 

al TCR espec�fico con el Ag en la superficie de la c�lula tumoral, aunque por ahora presenta 

serios efectos neurot�xicos y baja eficiencia por el r�pido clearance del organismo del 

fragmento de anticuerpo (Mellman et al., 2011). 

 

 

Figura 17. Dise�o de los CAR para 

las terapias anti-tumorales. Adaptado 

de (Maude et al., 2016). 
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3.3. Vacunas anti-tumorales terap�uticas  

Las vacunas terap�uticas en c�ncer son un foco activo de investigaci�n y evaluaci�n 

activo, alimentadas por la promesa de ser una herramienta exitosa en el tratamiento de la 

enfermedad, con menores niveles de toxicidad sist�mica. La vacunaci�n terap�utica se utiliza 

como tratamiento adyuvante en pacientes con alto riesgo de recurrencia, para evitar o retrasar 

la reca�da a trav�s de la inducci�n de inmunidad espec�fica contra el tumor para controlar la 

enfermedad microsc�pica diseminada. El dise�o de vacunas anti-tumorales terap�uticas, al 

igual que las conocidas vacunas profil�cticas (Moyer et al., 2016), implica el proceso activo 

de utilizar e inducir los mecanismos naturales de la iniciaci�n de la RI dirigida, en este caso, a 

Ag tumorales. Las CD est�n directamente relacionadas con el dise�o de las vacunas, ya sea por 

su manipulaci�n directa en la preparaci�n o mediante la entrega de Ag o adyuvantes in vivo. 

Ambas estrategias han sido explotadas ampliamente para el desarrollo de respuestas anti-

tumorales (Apostolopoulos et al., 2013; Galluzzi et al., 2012; Senovilla et al., 2013; Vacchelli 

et al., 2012). 

Actualmente los caminos llevan a: (a) la optimizaci�n de vacunas basadas en CD para 

inducir una fuerte inmunidad CD4+ y CD8+ espec�fica que perdure en el tiempo para controlar 

la enfermedad en estadios tempranos y (b) el desarrollo de estrategias que combinen vacunas 

con CD inmunog�nicas con el uso de anticuerpos monoclonales y otros agentes 

inmunomodulatorios, para los estadios avanzados de la enfermedad. Los esfuerzos en el 

desarrollo de las vacunas anti-tumorales se centran en la ruptura del estado de tolerancia 

sist�mica del SI del paciente y redireccionar la respuesta hacia un estado de c�lulas T efectoras 

(Teff) activas, para llevar eventualmente a la regresi�n tumoral. Este punto contin�a siendo un 

desaf�o importante al analizar las respuestas objetivas en los pacientes, con un constante debate 

sobre la relevancia cl�nica de las vacunas luego de a�os de investigaci�n en el tema 

(Butterfield, 2013; Galluzzi et al., 2012; Kreutz et al., 2013). Incluso se han desarrollado 

metodolog�as para hacer simulaciones in silico y modelar protocolos de tratamiento con 

vacunas basadas en CD, intentando predecir su eficacia (Depillis et al., 2013). Sin embargo, 

m�s all� de los m�ltiples par�metros utilizados en el dise�o de las vacunas, las variables 

intr�nsecas presentes en cada paciente pueden influenciar de igual manera la RI que la vacuna 

pueda generar (Brodin et al., 2015). 

 Hay varios pasos fundamentales en la formulaci�n de las vacunas que impactan 

colectivamente sobre la RI generada y finalmente en el resultado cl�nico. El dise�o de una 

vacuna debe considerar la v�a de administraci�n (Bouvier et al., 2011), el formato y la cantidad 
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de Ag que se va a utilizar (Henrickson et al., 2013; Rosalia et al., 2013; Wang et al., 2012), el 

sistema de administraci�n (Fox et al., 2013) y el agregado de diferentes inmunoestimulantes 

que lleven a una activaci�n de linfocitos T CD8 + in vivo (Duewell et al., 2011; Perret et al., 

2013) y la generaci�n de memoria inmunol�gica a largo plazo (Goldinger et al., 2012). Las 

respuestas cl�nicas favorables requieren la activaci�n de un perfil inmune Th1 y se ha reportado 

que una alta relaci�n entre los linfocitos Teff Ag-espec�ficos inducidos respecto de los Treg 

resulta un par�metro predictivo del beneficio cl�nico de las vacunas terap�uticas (Welters et 

al., 2010). La localizaci�n de los linfocitos Teff CD8 + impacta sobre su fenotipo y su funci�n. 

Las c�lulas CD8 + infiltrantes en melanoma expresan mayores niveles de los receptores PD-1 y 

de CTLA-4, ambos asociados con el agotamiento funcional, que sus contrapartes en tejido 

normal y en circulaci�n (Ahmadzadeh et al., 2009). Junto con los linfocitos Teff CD8 +, las 

c�lulas T CD4 + tienen el poder de influenciar y dirigir la respuesta anti-tumoral generada. Las 

CD cargadas con Ag tumorales pueden inducir la proliferaci�n de c�lulas T CD4 + que, 

combinada con se�ales activadoras fuertes, sobreponen la inmunosupresi�n a trav�s de la 

diferenciaci�n a un perfil Th17 (Valente et al., 2014). En ratones, las c�lulas CD4 + generan un 

aumento en el n�mero de c�lulas Teff y de memoria CD8 + espec�ficas contra el tumor. El rol 

de las c�lulas T CD4 + mostr� ser cr�tico en las etapas iniciales de la RI, ayudando a reducir el 

agotamiento de las c�lulas T CD8 + al reducir la expresi�n de PD-1 (Church et al., 2014). 

Regulando el n�mero de CD administradas en la vacunaci�n se puede revertir la tolerancia 

selectiva de las c�lulas T CD4 +, previamente generadas en los GL y redistribuidas de manera 

sist�mica y que limitan la interacci�n de las c�lulas de la vacuna con linfocitos na�ve (Schiering 

et al., 2010). Incorporar epitopes de HLA-II en la formulaci�n de las vacunas puede recuperar 

la cooperaci�n de la CD4 + espec�ficas del tumor, reactivando la funci�n latente de c�lulas T 

CD8+ y aumentando la respuesta CD8+ Ag-espec�ficas (Aarntzen et al., 2013a; Snook et al., 

2014). 

Los efectos anti-tumorales de las vacunas se pueden mejorar sustancialmente con la 

terapia de combinaci�n dado que permite un contraataque simult�neo sobre m�ltiples 

mecanismos de evasi�n tumoral. El uso de adyuvantes puede determinar el perfil de la 

respuesta Th CD4+ as� como tambi�n la generaci�n de c�lulas inmunosupresoras, como las 

MDSC y los Treg. En ratones, la depleci�n de Treg ayuda a inducir inmunidad anti-tumoral 

protectiva y la generaci�n de memoria inmunol�gica, cuando se los inmuniza de manera 

subcut�nea con una vacuna a base de p�ptidos tumorales (Bright et al., 2013). Asimismo, el 

bloqueo de PD-1 aumenta la sobrevida libre de enfermedad generada por la inmunizaci�n a 
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trav�s de la modificaci�n de las CD y las c�lulas T CD8 + del microambiente tumoral 

(Karyampudi et al., 2014). El uso de p�ptidos combinados con una �nica dosis baja de 

ciclofosfamida reduce el n�mero de Treg en pacientes con c�ncer renal (Walter et al., 2012). 

Sin embargo, y a pesar de que muchos protocolos de combinaci�n han mostrado buenos 

resultados, las terapias combinatorias deben ser dise�adas, revisadas y puestas a prueba muy 

cuidadosamente debido al posible incremento de la toxicidad, autoinmunidad o efectos 

opuestos no deseados. 

 

4. Vacunas con c�lulas dendr�ticas  

4.1. Obtenci�n de las c�lulas dendr�ticas y condiciones de cultivo 

La forma m�s com�nmente utilizada para generar CD para la producci�n de vacunas 

es la diferenciaci�n ex vivo a partir de monocitos precursores CD14+, presentes en sangre 

perif�rica. Esta metodolog�a tiene la ventaja de que la muestra es de f�cil obtenci�n y se logra 

un muy buen rendimiento, comparado con la purificaci�n de las CD que naturalmente se 

encuentran en circulaci�n, en muy baja proporci�n. La aplicaci�n de CD educadas ex vivo 

surgi� a su vez para evitar las posibles interferencias en la eficacia terap�utica debid as a la 

disfunci�n de las CD end�genas, com�nmente observada en los pacientes con c�ncer (Herber 

et al., 2010; Pinzon-Charry et al., 2005). En primer lugar, las CD ex vivo se diferencian in vitro 

a partir de las c�lulas mononucleares de sangre perif�rica (PBMC), en presencia de GM-CSF 

e IL-4 o IL-13 durante cinco d�as hasta obtener las CD inmaduras (CDi) (Alters et al., 1999). 

Luego se realiza el cargado de las CD, para lo cual existe una amplia variedad de fuentes de 

Ag posibles para utilizar. Una forma directa es el cargado externo o pulsado con los 

oligop�ptidos que pueden ser presentados en los complejos de HLA-I, pero esta metodolog�a 

restringe la respuesta a el/los epitope/s elegido/s. Por otro lado, existen otras estrategias que 

involucran el uso de la maquinaria celular propia de la CD. �stas van desde la transfecci�n con 

material gen�tico codificante espec�fico de los epitopes o el Ag para que �stos sean expresados 

intracelularmente hasta la incubaci�n con el Ag soluble purificado, como polip�ptidos o la 

prote�na nativa, que deben ser capturados, procesados y presentados a los linfocitos por la CD 

(B�rdek et al., 2010). Por �ltimo, tambi�n se ha explotado el uso de c�lulas tumorales 

inactivadas, como lisado o como Ag particulado, para ofrecer m�ltiples Ag a las CD 

(Neidhardt-Berard et al., 2004; Nestle et al., 1998). Las c�lu las tumorales utilizadas pueden ser 

aut�logas, a partir del propio tumor del paciente, o alogeneicas, utilizando l�neas celulares 
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caracterizadas in vitro. Para estos m�todos es necesaria la inactivaci�n o esterilizaci�n 

replicativa de las c�lulas a utilizar, por ejemplo, por irradiaci�n ionizante (von Euw et al., 

2007), para garantizar su seguridad y con el beneficio adicional de la inducci�n de se�ales de 

peligro por la muerte celular inducida. 

Para activar una RI Ag-espec�fica luego del encuentro con los linfocitos T, las vacunas 

anti-tumorales basadas en CD deben presentar un fenotipo maduro (Figura 18.A). Este estado 

de diferenciaci�n se caracteriza por la expresi�n de mol�culas co-estimulatorias necesarias 

para la interacci�n en la sinapsis inmunol�gica y la producci�n de factores solubles 

inmunoestimulatorios, como ya se describi� anteriormente. Este proceso est� acompa�ado por 

un incremento en la capacidad migratoria de las CD en respuesta a quemoquinas y por la 

expresi�n del receptor CCR7, que favorece el homing a los GL. All�, las CD se encuentran con 

las c�lulas T, donde se produce la presentaci�n antig�nica y la activaci�n de los linfocitos T 

na�ve (Figura 18.B). Lograr que las CD adquieran todas estas caracter�sticas in vitro ha llevado 

a explorar y desarrollar diferentes estrategias para la producci�n de estas vacunas 

(Frankenberger and Schendel, 2012). Un c�ctel de maduraci�n est�ndar, compuesto por las 

citoquinas TNF-", IL-1#, IL-6 y prostaglandina E2 (PGE2), se ha utilizado extensamente para 

generar las CD convencionales. Estas CD convencionales maduras adquieren un fenotipo 

activado, responden a las se�ales de homing a los GL y secretan moderadas cantidades de la 

citoquina de perfil Th1 IL-12p70, pero con baja producci�n de citoquinas inmunoreguladoras 

(Jonuleit et al., 1997). Utilizar o imitar las se�ales de pat�genos y de peligro de la inmunidad 

innata ha demostrado mejorar la migraci�n, el perfil de citoquinas y la RI (Boullart et al., 2008; 

Marongiu et al., 2013; Spranger et al., 2010). Existen otras v�as alternativas en la diferenciaci�n 

de CD, como por ejemplo las CD polarizadas tipo-1, generadas en presencia de IFN-!. Las CD 

tipo-1 presentan un fenotipo maduro, con liberaci�n de IL-12p70, respuesta quimiot�ctica 

frente a CCL19 y generaci�n de c�lulas Teff espec�ficas (Hansen et al., 2012; Mailliard et al., 

2004). Adem�s, se ha estudiado el uso de las llamadas CD r�pidas , que se cultivan en presencia 

de las citoquinas de diferenciaci�n y luego se maduran, pero en un total de s�lo 2 o 3 d�as de 

cultivo in vitro, y que presentan un desempe�o similar (B�rdek et al., 2010; Dauer et al., 2003). 

 

4.2. Alternativas de direccionamiento de las CD in vivo y utilizaci�n de adyuvantes 

A pesar de todo el progreso realizado hasta el momento en cuanto a las condiciones de 

cultivo, el potencial impacto de la inmunoterapia con CD generadas ex vivo no est� 
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completamente determinado y requiere de estudios adicionales. Adem�s, la producci�n de 

vacunas personalizadas de CD tiene asociados algunos inconvenientes. Por un lado, todo el 

procesamiento de las c�lulas demanda mucho tiempo hasta que la vacuna est� finalmente lista 

para ser administrada y, por otro, los elevados costos de producci�n, tanto para su obtenci�n, 

su almacenamiento y el trabajo en cultivo. Esto ha llevado al estudio de estrategias alternativas 

relacionadas. 

La activaci�n y cargado antig�nico de las CD in vivo es una aproximaci�n interesante, 

dado que evita las complicaciones del cultivo ex vivo y combina los beneficios del ambiente 

fisiol�gico, al poder hacer un uso selectivo de los distintos subsets de CD presentes en la dermis 

y la epidermis (Cohn and Delamarre, 2014; Palucka et al., 2010a; Sparber et al., 2010). En 

general, las vacunas dirigidas y no dirigidas suelen ser pobremente inmunog�nicas por s� solas, 

por lo que deben ser combinadas de manera coordinada con adyuvantes para evitar tolerancia 

frente a los Ag tumorales. El agregado de adyuvantes genera un ambiente m�s favorable, con 

c�lulas viables, m�tiles y disponibles para iniciar RI exitosas, representando m�s que un simple 

dep�sito inflamatorio de Ag (Hailemichael et al., 2013). Actualmente, muchos adyuvantes que 

se encuentran en estudio para formar parte de vacunas anti-tumorales han probado ser no s�lo 

simples sistemas de administraci�n. Los adyuvantes mal llamados inertes, como las sales 

minerales, las emulsiones y los liposomas, pueden disparar respuestas Th1, Th2 o de c�lulas 

B. Los adyuvantes inmunoestimuladores, como los ligandos de TLR, citoquinas, saponinas y 

exotoxinas bacterianas son compuestos que, per se, interact�an directamente con el SI e 

intensifican la respuesta inducida (Dubensky and Reed, 2010). 

 

4.3. Ruta de administraci�n de las vacunas con CD: la piel como sitio de inyecci�n 

La ruta de administraci�n de la vacuna tiene una gran influencia en la respuesta cl�nica, 

debido a los efectos sobre la migraci�n de las CD y la distribuci�n y localizaci�n de los 

linfocitos T activados. El mantenimiento de la viabilidad y el estado de maduraci�n de las CD 

durante el desarrollo de la respuesta de los linfocitos T resulta todav�a un desaf�o generado por 

limitaciones t�cnicas o experimentales (Lesterhuis et al., 2011; Mullins et al., 2003). Como 

v�as de inoculaci�n posibles, se pueden mencionar las v�as intratumoral, la intranodal y la 

intrad�rmica/subcut�nea. La inyecci�n en el tumor resulta ser la m�s directa, pero es 

administrada en un microambiente inmunosupresor, que desfavorece la generaci�n de 

inflamaci�n y la activaci�n inmune. Otra v�a conveniente es la administraci�n intranodal, 
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aunque tiene grandes limitaciones debido al requerimiento de personal t�cnico entrenado y de 

equipamiento de buena resoluci�n para lograr una correcta inoculaci�n (Lesterhuis et al., 

2011). Las estrategias dirigidas a la piel tanto con CD cargadas ex vivo o con direccionamiento 

a CDs in vivo son de f�cil acceso y han probado ser efectivas en cuanto a las RI generadas 

(Hangalapura et al., 2011; Lesterhuis et al., 2011). 

La piel posee caracter�sticas que la convierten en un nicho ideal para la inoculaci�n de 

vacunas basadas en CD. La piel ofrece una red inmune compleja comprendida por las c�lulas 

de Langerhans en el compartimiento epid�rmico y las CD en la dermis. Las CPA locales est�n 

acompa�adas de otras c�lulas especializadas con funciones inmunes, incluyendo a los 

macr�fagos, los queratinocitos, las c�lulas NKT y los fibroblastos, y tienen acceso a los vasos 

sangu�neos y linf�ticos (Fehres et al., 2013; Liu et al., 2005). La administraci�n focalizada de 

TAA mostr� una presentaci�n cruzada tard�a, pero capaz de generar una respuesta efectora 

polifuncional y robusta (Bouvier et al., 2011). De la misma manera, la administraci�n 

intrad�rmica induce una respuesta T CD8 + funcional y espec�fica, m�s potente y duradera, que 

rompe la tolerancia generalizada en modelos murinos (Hangalapura et al., 2011), y provee una 

reacci�n espec�fica contra TAA, funcional y superior, en sitios de hipersensibilidad de tipo 

retardada en pacientes de melanoma vacunados con CD (Lesterhuis et al., 2011). Cuando se 

elige la inoculaci�n intrad�rmica o subcut�nea, no hay que subestimar el micromilieu de la 

piel, que puede presentar un sello pro-inflamatorio o inmunosupresor dado por los 

queratinocitos, a trav�s de la producci�n de IL-1 # o de TGF-#, respectivamente. Estos factores, 

junto con la IL-10, pueden modificar la respuesta local de las c�lulas inmunes y por lo tanto la 

RI generada, en especial con respecto a la localizaci�n tumoral (Lindenberg et al., 2013; 

Ohlfest et al., 2013). 

El pre-condicionamiento del sitio de inyecci�n puede activar a las CPA residentes y 

generar un ambiente m�s inmunog�nico y vasos linf�ticos permeables con secreci�n 

aumentada de CCL19, ligando de CCR7 (Mart�n-Fontecha et al., 2003; Yin et al., 2014). El 

uso de quimioatractantes, como el GM-CSF y quimioquinas, como adyuvantes para el 

reclutamiento de CPA al sitio de inyecci�n y una subsiguiente activaci�n local, se ha probado 

ampliamente en la cl�nica (Bobanga et al., 2013; Herrlinger et al., 2004; Shih et al., 2009). Los 

ligandos de TLR son utilizados en las formulaciones de las vacunas para evitar la inducci�n de 

tolerancia Ag-espec�fica y para estimular las c�lulas del SI, de manera de potenciar las 

respuestas generadas (Gnjatic et al., 2010). Algunos ligandos de TLR2/4, TLR3 y TLR9, como 

BCG, el �cido poliinos�nico:policitid�lico (poly(I:C)) y los oligodeoxinucle�tidos CpG 
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respectivamente, se encuentran actualmente en estudio en inmunoterapias basadas en CD, 

solos o combinados, con resultados promisorios (Bright et al., 2013; Goldinger et al., 2012; 

Marongiu et al., 2013; Perret et al., 2013). En el caso del ligando de TLR7 Imiquimod y 

mediadores lip�dicos como QuilA o ISCOM, han mostrado resultados m�s variados (Dang et 

al., 2012; Duewell et al., 2011; Fehres et al., 2014; Goldinger et al., 2012; Perret et al., 2013). 

 

4.4. Migraci�n de las vacunas de c�lulas dendr�ticas a los ganglios linf�ticos 

Luego de la administraci�n de la vacuna, las CD deben interactuar de manera �ntima 

con c�lulas T na�ve que, luego de reconocer a su Ag, llevar�n a cabo su funci�n citot�xica, 

helper o regulatoria (Figura 18.C). Hoy en d�a, se desconoce el n�mero necesario de CD 

cargadas con Ag que deben estar presentes en los GL para montar una RI anti-tumoral completa 

y eficaz. En modelos murinos, el incremento del n�mero de CD inoculadas resulta en un 

aumento de la eficiencia de migraci�n a los GL. Se observa un r�pido incremento de la 

celularidad de los GL, previo al desarrollo de la proliferaci�n de c�lulas T, y una respuesta de 

c�lulas T CD4 + proporcional al n�mero de CD cargadas con Ag que llegan al GL (Mart�n-

Fontecha et al., 2003). Sin embargo, en pacientes, el par�metro que mejora la proporci�n de 

c�lulas que llegan al GL es la reducci�n del n�mero de CD inyectadas, aunque debe 

considerarse que todav�a existen limitaciones con los m�todos de detecci�n por im�genes 

disponibles hoy en d�a (Aarntzen et al., 2013b). 

Maximizar la llegada de las vacunas con CD a los GL puede aumentar las respuestas 

anti-tumorales (Verdijk et al., 2008). Pero a�n m�s importante que la llegada a uno o m�ltiples 

tejidos linf�ticos secundarios, es que las CD se localicen en las �reas ricas en c�lulas T de los 

GL, para permitir su interacci�n y la generaci�n de una respuesta anti-tumoral CD8 + que se 

traduzca en el control de la enfermedad (Verdijk et al., 2009). El conocimiento acerca de los 

subsets de CD presentes en el GL y su rol en la activaci�n de las c�lulas T (van de Ven et al., 

2011) hace posible dirigir terapias espec�ficas para romper el ambiente tolerog�nico. La 

funci�n inmunol�gica normal de los GL drenantes de tumor se ven comprometidas a trav�s de 

m�ltiples mecanismos de inmunosupresi�n (Munn and Mellor, 2006), as� como la presencia 

de met�stasis, a pesar de la permanencia de una fuente de c�lulas T potencialmente sensibles 

(Jeanbart et al., 2014; Ohlfest et al., 2013). En el GL, las c�lulas T FoxP3 + inducen la muerte 

de las CD e impiden una normal movilizaci�n y presentaci�n cruzada a las c�lulas T CD8 + 

(Boissonnas et al., 2010). La organizaci�n espacial de las CD dentro de los GL drenantes del 
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tumor impacta sobre la duraci�n del per�odo libre de enfermedad en pacientes con c�ncer de 

mama. El n�mero y el tama�o de los ac�mulos de CD correlacionaban directamente con su 

estado de maduraci�n y la co-localizaci�n e interacci�n con las c�lulas T (Chang et al., 2013). 

Las estrategias de combinaci�n terap�utica para las vacunas con CD pueden incluir el uso d e 

adyuvantes o citoquinas (Jeanbart et al., 2014; St John et al., 2012), as� como la utilizaci�n de 

otras c�lulas que expresen mol�culas co-estimulatorias que tengan funci�n helper, como los 

NK (Bouwer et al., 2014; Higham et al., 2010; Wong et al., 2013). 

 

Figura 18. Esquema de la generaci�n y regulaci�n de la inmunidad anti -tumoral, modelo 

sobre el cual se dise�an las vacunas basadas en CD. A. Proceso de inmunizaci�n. Las CD 

deben captar, procesar y presentar los Ag tumorales. Las CD deben adoptar un fenotipo 

maduro para que, al encontrarse con los linfocitos, puedan activarlos e inducir una respuesta 

anti-tumoral. B. Las CD que llevan Ag tumorales migran a los GL donde les presentan los 

Ag a los linfocitos. La se�alizaci�n involucrada durante la interacci�n, da como resultado la 

generaci�n de una respuesta T efectora o T regulatoria. C. Los linfocitos activados salen del 

GL y se dirigen al sitio tumoral. La funci�n efector a de los linfocitos se ve enfrentada a un 

microambiente hostil inmunosupresor. Adaptado de Mellman et al., 2011. 
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5. Antecedentes y resultados previos 

Las vacunas terap�uticas basadas en CD obtenidas ex vivo han sido ensayadas en 

pacientes con c�ncer por m�s de dos d�cadas (Galluzzi et al., 2012; Mukherji et al., 1995; 

Ridgway, 2003). Como se mencion� anteriormente, s�lo en escasos pacientes y protocolos se 

lograron respuestas cl�nicas objetivas mediante el uso de estas vacunas (Palucka 2010). Sin 

embargo, en general las vacunas con CD han demostrado ser seguras, bien toleradas y capaces 

de generar la expansi�n de c�lulas CD4 + y CD8+ espec�ficas contra TAA en circulaci�n. La 

vacuna terap�utica Sipuleucel-T (Provenge ¤ ), para el tratamiento de pacientes con c�ncer de 

pr�stata metast�sico, refractario a la terapia hormonal, es la �nica vacuna basada en CD que 

cuenta con la aprobaci�n de la Food and Drug Administration (FDA, agencia estadounidense 

de salud p�blica) (Cheever and Higano, 2011; Kantoff et al., 2010). 

Nuestro grupo de trabajo se ha dedicado al desarrollo de inmunoterapias para 

melanoma por m�s de 25 a�os, a trav�s del estudio de la biolog�a de la enfermedad y del 

desarrollo de tratamientos innovadores como las vacunas terap�uticas. Este trabajo ha sido 

realizado en el �rea de la medicina traduccional, vinculando fuertemente la investigaci�n 

b�sica con la cl�nica. Se comenz� por la generaci�n y aplicaci�n de anticuerpos monoclonales 

(Mordoh et al., 1995) hasta el desarrollo de vacunas ya estudiadas en ensayos cl�nicos (Barrio 

et al., 2006; von Euw et al., 2008). 

Hasta ahora se ha logrado un gran avance para lograr la inmunizaci�n de pacientes con 

melanoma, habiendo estudiado principalmente dos modelos de vacunas basadas en CD: una 

vacuna celular alogeneica, compuesta por una mezcla de l�neas celulares de melanoma 

letalmente irradiadas (VACCIMEL y CSF-470), y una vacuna con CD aut�logas, cargadas con 

las c�lulas alogeneicas irradadas (CD/Apo-Nec). La vacuna celular se prepara utilizando una 

mezcla de l�neas celulares de melanoma, establecidas en el laboratorio, que son inactivadas por 

radicaci�n- ! y criopreservadas en nitr�geno l�quido hasta su uso. Esta estrategia de Ag 

particulados derivados de c�lulas en proceso de muerte celular expone a las CD a un repertorio 

amplio y complejo de Ag de melanoma, tanto conocidos como desconocidos. Para su 

elaboraci�n, se aplica una dosis de 70 Gy de irradiaci�n ionizante gamma, que asegura la 

inactivaci�n de la habilidad replicativa de las c�lulas tumorales, generando una mezcla de 

poblaciones de c�lulas apopt�ticas y necr�ticas. Esta formulaci�n fue evaluada en un ensayo 

cl�nico de Fase I, en combinaci�n con el adyuvante BCG y el agregado de GM-CSF, como 

quimioatractante de CPA residentes. El agregado de GM-CSF en dosis intermedias (300 µg y 
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400 µg) no gener� toxicidad y aument� las respuestas celulares anti-melanoma (Barrio et al., 

2006). Esta vacuna contin�a en estudio en un protocolo cl�nico de Fase II/III CASVAC-0401, 

que actualmente se est� llevando a cabo y que compara el efecto de la vacuna frente a l 

tratamiento est�ndar con IFN- "2a. Adem�s, se han realizado avances sobre la metodolog�a de 

congelaci�n alternativa con trehalosa, reemplazando el dimetilsulf�xido, para mejorar la 

conservaci�n y el almacenamiento de la vacuna, facilitando as� su posible distribuci�n y futura 

comercializaci�n (Tapia et al., 2013). 

Por otro lado, el desarrollo de vacunas con CD diferenciadas ex vivo en nuestro 

laboratorio comenz� con el estudio de un modelo murino. Utilizando ratones C57BL/6 y la 

l�nea de melanoma murino B16, se desarroll� una vacuna co-cultivando las CD derivadas de 

m�dula �sea con c�lulas B16 irradiadas a 70 Gy. Esta vacuna migraba a los GL en una 

proporci�n del 0,5% de las c�lulas inoculadas y confer�a protecci�n contra el desaf�o tumoral 

con c�lulas B16 administradas por v�a subcut�nea, activando c�lulas T CD4 + y CD8+ efectoras, 

ambas necesarias para la protecci�n, as� como c�lulas de memoria (Goldszmid et al., 2003). 

Continuando el estudio del modelo murino, se demostr� la formaci�n de estructuras linfoides 

terciarias en el sitio de inyecci�n, que acompa�a el efecto protector de m�s del 80% (Mac Keon 

et al., 2010). Estos datos apoyan la hip�tesis del sitio de inyecci�n como un posible sitio no 

can�nico de presentaci�n antig�nica y activaci�n de linfocitos efectores, tambi�n observado en 

humanos (Harris et al., 2012). 

Con base en los datos obtenidos del estudio cl�nico de la vacuna celular 

VACCIMEL/CSF-470 y del modelo murino con CD, se comenz� el estudio pre-cl�nico de un 

modelo de vacuna anti-melanoma con CD en el sistema humano. Se utiliz� la mezcla 

apopt�tica/necr�tica de l�neas de melanoma humano alogeneicas gamma-irradiadas (Apo-Nec) 

como fuente de Ag para el cargado de CD derivadas de monocitos de sangre perif�rica. Las 

CD fagocitaban las Apo-Nec, incrementaban la expresi�n de marcadores de maduraci�n y 

presentaban respuesta quimiot�ctica frente a CCL19. El resultado m�s importante fue la 

capacidad de presentaci�n cruzada espec�fica de la vacuna, que estimulaba clones de CTL 

CD8+ espec�ficos para MART-1 y gp100 (von Euw et al., 2007). Esta fue la base para la 

evaluaci�n cl�nica de la vacuna CD/Apo-Nec, en un ensayo cl�nico de Fase I. All�, se 

administr� la vacuna CD/Apo-Nec a grupos de 4 pacientes con melanoma cut�neo, de estadios 

IIC, III y IV, en diferentes dosis (5x106, 10x106, 15x106 y 20x106 CD). La vacuna terap�utica 

CD/Apo-Nec prob� ser cl�nicamente segura, bien tolerada y con la capacidad de inducir 

inmunidad espec�fica contra Ag de melanoma (von Euw et al., 2008). El seguimiento de los 
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pacientes vacunados indica que el 77,8% de aquellos que presentaban estadios II/III se 

mantienen con una sobrevida libre de enfermedad prolongada, por m�s de 8 a�os. Sin embargo, 

todos los pacientes de estadio IV progresaron con su enfermedad (comunicaci�n personal del 

Dr. Mordoh). Por lo tanto, estos datos aportan evidencias para pensar que la protecci�n inmune 

conferida por la vacuna CD/Apo-Nec podr�a lidiar con las met�stasis microsc�picas, pero no 

cuando hay una carga tumoral diseminada muy grande. 
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Todos los resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio presentaban un panorama 

interesante para el uso cl�nico de las vacunas en estudio como terapia para melanoma. Sin 

embargo, exist�an aspectos que faltaba ampliar o describir en profundidad en cuanto al 

desarrollo del modelo experimental, y que podr�an tener impacto en el desempe�o de las CD 

como presentadoras de Ag tumorales, para finalmente generar una RI anti-tumoral. El objetivo 

general planteado fue estudiar caracter�sticas de las diferentes etapas de la formulaci�n de la 

vacuna CD/Apo-Nec y par�metros funcionales tanto in vitro como in vivo, de manera tal de 

conocer en m�s detalle el modelo y poder determinar condiciones �ptimas para su preparaci�n 

y as� mejorar su desempe�o como terapia anti-tumoral. 

Por un lado, quer�amos analizar en profundidad los cambios e interacciones que se 

produc�an durante el co-cultivo de la vacuna CD/Apo-Nec, con particular inter�s en los efectos 

de la radiaci�n- ! sobre las c�lulas tumorales y las caracter�sticas de las CD al momento de ser 

inoculadas, en cuanto al cargado antig�nico, su estado de maduraci�n y capacidad 

estimulatoria. Evidencias previas del an�lisis de las c�lulas Apo-Nec mostraban importantes 

cambios morfol�gicos luego de la irradiaci�n a 70 Gy, como la formaci�n de grandes vacuolas 

observadas por microscop�a electr�nica (von Euw et al., 2007). Esto suger�a cambios en la 

composici�n lip�dica, tanto en las Apo-Nec como en las CD del co-cultivo. Los cambios 

bioqu�micos y citol�gicos producidos, luego de la radioterapia, sobre las c�lulas tumorales han 

sido estudiados principalmente en cuanto a los da�os oxidativos que llevan a la muerte celular 

(Baskar et al., 2014). Sin embargo, otros cambios metab�licos y el destino antig�nico post-

irradiaci�n han recibido poca atenci�n. El an�lisis de estos cambios resultaba de importancia 

para entender las interacciones entre las CD y las c�lulas tumorales irradiadas in vitro, para 

mejorar la eficiencia de la vacuna CD/Apo-Nec, y de alguna manera, para comprender los 

posibles efectos sobre la interacci�n in vivo luego de la radioterapia. Se ha reportado que, en 

ratones portadores de tumor, las CD presentan mayor acumulaci�n de l�pidos citoplasm�ticos, 

mayormente triglic�ridos, y �stas tienen una capacidad reducida para procesar Ag, comparados 

con las CD de ratones sin tumor (Herber et al., 2010). Los l�pidos oxidados derivados de c�lulas 

tumorales, que se acumulaban en las CD, ten�an la capacidad de bloquear solamente la 

presentaci�n cruzada de Ag, sin afectar la v�a de presentaci�n de Ag end�genos (Cao et al., 

2014). A su vez, tambi�n fue reportado que los cuerpos lip�dicos (LB, por sus siglas en ingl�s) 

citoplasm�ticos est�n involucrados en el proceso de presentaci�n cruzada de las CD. Una 

GTPasa p47, la Igtp, es necesaria para este proceso y se encuentra en ret�culo endoplasm�tico 

y asociada a los LB en las CD. En ausencia de alguno de esos dos componentes la v�a de 
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presentaci�n cruzada se ve impedida, no as� las otras v�as de procesamiento antig�nico 

(Bougn�res et al., 2009). Por lo tanto, era de importancia determinar qu� suced�a con el 

contenido lip�dico en nuestro sistema, en las Apo-Nec post-irradiaci�n y su efecto sobre las 

CD durante el co-cultivo. 

Luego, era necesario analizar condiciones de cultivo in vitro que incrementaran la 

maduraci�n de la vacuna CD/Apo-Nec, manteniendo un balance con la capacidad fagoc�tica. 

Estos procesos pueden ser regulados por el reconocimiento de PAMP, la exposici�n a DAMP 

liberados por c�lulas da�adas o en proceso de muerte, o por mediadores pro-inflamatorios. Se 

investig� el efecto del agregado de un c�ctel de citoquinas pro-inflamatorias (Jonuleit et al., 

1997) y el agregado de ligandos de TLR, como Imiquimod ligando del TLR7, o BCG ligando 

de TLR4. En estas condiciones de maduraci�n, nos interesaba evaluar par�metros funcionales 

como la expresi�n de quimiorreceptores, la motilidad celular y la respuesta quimiot�ctica, y 

otros factores que pudieran favorecer el homing a los GL. Utilizando un modelo murino, se 

busc� describir el perfil migratorio de la vacuna CD/Apo- Nec in vivo, incluyendo el porcentaje 

de llegada a los GL desde el sitio de inyecci�n, la distribuci�n entre GL y el efecto del grado 

de maduraci�n de la vacuna sobre la migraci�n. Se propuso analizar el agregado de adyuvantes 

in vivo para determinar cambios en el patr�n migratorio. 

Por �ltimo, se busc� caracterizar en profundidad el perfil inmunoestimulatorio de la 

vacuna y la capacidad de inducir una respuesta celular, espec�fica contra c�lulas de melanoma. 

Para esto se analiz� la expresi�n de mol�culas involucradas en la sinapsis inmunol�gica y la 

secreci�n de citoquinas que pueden influir en el perfil de la respuesta inducida. Se describi� en 

detalle la capacidad de la vacuna CD/Apo-Nec de activar un clon de c�lulas T CD8 +, en funci�n 

del cargado antig�nico, el grado de maduraci�n y la evoluci�n a lo largo del tiempo. 

Finalmente, se describi� la inducci�n de una respuesta anti-tumoral sobre linfocitos  na�ve, 

utilizando un sistema aut�logo in vitro, describiendo la activaci�n de los linfocitos estimulados, 

el perfil de respuesta en funci�n de las citoquinas secretadas y su capacidad proliferativa y 

citot�xica frente a c�lulas de melanoma. 
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L�neas celulares 

Las l�neas celulares Mel-XY1, Mel-XY2, Mel-XY3 y Mel-XX4 fueron obtenidas a partir de 

biopsias tumorales de pacientes con melanoma metast�tico. Estas l�neas son mantenidas en el 

Instituto Alexander Fleming y fueron utilizadas anteriormente en distintos estudios cl�nicos 

(Barrio et al., 2006; von Euw et al., 2008). Estas l�neas se cultivaron en medio de cultivo para 

melanoma, compuesto por: DMEM/F12 1:1 (Sigma), 2 mM L-glutamina, 20 nM selenito de 

sodio, 100 µM �cido asc�rbico, 0,3 mg/ml galactosa, 0,15 mg/ml piruvato de sodio, 5 µg/ml 

insulina, 100 UI/ml penicilina, 10 µg/ml streptomicina, con 10% suero fetal bovino (SFB) 

(Natocor, Argentina) y 2 µg/ml ciprofloxacina, en estufa a 37 …C en atm�sfera h�meda con CO2 

5 %. Las c�lulas fueron criopreservadas en nitr�geno l�quido hasta su uso. Estas l�neas fueron 

utilizadas para caracterizar la expresi�n de Ag, la presencia de l�pidos y el comportamiento 

celular post-irradiaci�n. Como se indica en algunos ensayos, Mel-XX4 fue utilizada como un 

control ya que su haplotipo es HLA-A*0201- y no expresa el Ag MART-1. 

La l�nea celular IIB-BR-G fue previamente establecida en el laboratorio a partir de un 

carcinoma primario de mama (Bover et al., 1991). Esta l�nea se cultiv� en medio de cultivo 

compuesto por: DMEM, 2 mM L-glutamina, 3,5 mg/ml NaHCO3, 2 mg/ml insulina y 4,5 mg/ml 

glucosa con 10 % SFB, en estufa a 37 …C en atm�sfera h�meda con CO2 5 %. Esta l�nea celular 

HLA-A*0201+ fue utilizada como control de especificidad en algunos ensayos de la funci�n 

efectora de c�lulas T. 

Ratones 

Los ratones nude (Mus musculus), de cepa endocriada N:NIH (S)-nu, at�micos fueron obtenidos 

del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. 

Los animales fueron luego mantenidos en el Bioterio de la Fundaci�n Instituto Leloir de 

acuerdo a los lineamientos del Comit� Institucional de Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio. Para los experimentos se utilizaron ratones de entre 12 y 16 semanas de edad. 

Citoquinas 

Todas las citoquinas utilizadas son prote�nas recombinantes humanas purificadas. Las 

interleuquinas IL-1#, IL-4, IL-6, IL-7 y TNF-" y las quemoquinas CCL3 y CCL-19 fueron 

adquiridas en Peprotech (M�xico). Las citoquinas IL-2 y GM-CSF fueron provistas por 
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Laboratorio Pablo Cassar� (Argentina). La PGE2 fue adquirida en Calbiochem (Estados 

Unidos) y la IL-10 en BD Biosciences (Estados Unidos). 

Anticuerpos 

Los anticuerpos utilizados para determinar caracter�sticas fenot�picas tanto de las c�lulas 

tumorales como de las CD fueron adquiridos en BD Biosciences (San Jos�, Estados Unidos), a 

menos que se indique espec�ficamente otro proveedor. Todos los anticuerpos fueron titulados 

para su uso y las marcaciones incluyeron los controles de isotipo correspondientes. Las 

marcaciones fueron analizadas por citometr�a de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences, San 

Jos�, Estados Unidos) o por microscop�a de fluorescencia (microscopio Olympus BX40F4, 

c�mara Olympus DP72). 

Herramientas inform�ticas 

Para el procesamiento de datos se utiliz� el paquete Office de Microsoft Windows y Macintosh. 

Para el an�lisis de los archivos de citometr�a de flujo se utilizaron los programas CellQuestPro 

(Beckton-Dickinson, Estados Unidos) y FlowJo (Tree Star Inc., Estados Unidos). Las im�genes 

de microscop�a de fluorescencia y las im�genes digitalizadas correspondientes a geles, 

membranas y placas fueron analizadas y cuantificadas con el programa ImageJ (NIH, Estados 

Unidos). Las im�genes de microscop�a confocal fueron procesadas y analizadas con el 

programa Zeiss LSM Image Browser (Carl Zeiss, Alemania). Las im�genes de In vivo Imaging 

fueron procesadas, analizadas y cuantificadas con el programa IVIS Living Image 3.0 (Caliper 

Life Sciences, Estados Unidos). El an�lisis estad�stico de los datos fue realizado con los 

programas InfoStat (Universidad Nacional de C�rdoba, Argentina) y GraphPad Prism 

(GraphPad Software Inc., Estados Unidos). 

Irradiaci�n de c�lulas tumorales 

Las l�neas celulares fueron descongeladas y resuspendidas en DMEM. Las c�lulas recibieron 

una dosis de radiaci�n gamma en el equipo de Aceleraci�n Lineal Siemens del Instituto 

Alexander Fleming. La dosis utilizada para la generaci�n de c�lulas Apo-Nec fue de 70 Gy. 

Para la formulaci�n de la vacuna CD/Apo-Nec en los experimentos de esta Tesis, se utiliz� 

solamente la l�nea Mel-XY3 HLA-A2+ MART-1+ irradiada como fuente de Ag Apo-Nec. 

Alternativamente, se utiliz� adem�s una dosis de 25 Gy para la caracterizaci�n de la cin�tica de 

apoptosis/necrosis de las c�lulas y el an�lisis del contenido lip�dico post-irradiaci�n. 
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Determinaci�n de la viabilidad de las c�lulas post-irradiaci�n 

Las c�lulas fueron descongeladas, plaqueadas en placas p35 en medio AIM-V y evaluadas a 

diferentes tiempos post-irradiaci�n. Primero se realizaron recuentos de integridad celular por 

exclusi�n del colorante vital Azul de Tripano (Gibco, Estados Unidos). La apoptosis y necrosis 

de las c�lulas se determin� con la marcaci�n conjunta de Anexina-V e Ioduro de Propidio 

(Annexin-V Apoptosis Detection kit, BD Biosciences, San Jos�, Estados Unidos), seg�n las 

recomendaciones del fabricante. Las muestras se analizaron por citometr�a de flujo. Tambi�n 

se evalu� viabilidad con la t�cnica de MTT, seg�n las recomendaciones del fabricante. 

Brevemente, a las c�lulas sembradas en placas de 96 pocillos se les removi� el medio y se les 

agreg� 100 µl de una soluci�n de 1 mg/ml del reactivo de MTT (Sigma-Aldrich, Estados 

Unidos). Se incub� durante 90 min a 37 …C, se removi� el reactivo y se lisaron las c�lulas con 

200 µl de isopropanol. Luego de 90 min de incubaci�n a 37 …C nuevamente se procedi� su 

medici�n en un lector de microplacas (Bio-Rad 550, Jap�n) a 570 nm. 

Ensayo clonog�nico 

Luego de la irradiaci�n, las c�lulas fueron sembradas en agar blando para determinar la p�rdida 

de la capacidad proliferativa libre de anclaje, respecto de las c�lulas viables (Hamburger, 1987). 

En placas de 24 pocillos se sembraron 1,5x104 c�lulas/well en medio melanoma con 0,35% agar 

y se dejaron en estufa a 37…C. El seguimiento del cultivo se realiz� durante 3 semanas y se 

fotografiaron con una c�mara adosada al microscopio �ptico invertido (Olympus CKX41). 

S�ntesis de ADN en las c�lulas tumorales 

Esta medici�n se realiz� por cuantificaci�n de la incorporaci�n de [ 3H]-Timidina (Perkin-

Elmer, Boston, Estados Unidos). En placas de 96 pocillos se sembraron 2x105 c�lulas viables o 

post-irradiaci�n y se les agreg� un pulso de 1 µCi/ml del n�cleotido marcado radiactivo durante 

2 horas. Luego las c�lulas fueron lavadas y cosechadas en un Nunc Cell Harvester 8 (Nalge 

Nunc International Corp., Estados Unidos). La radiactividad incorporada fue analizada en un 

contador de centelleo (Wallac 1214 Rackbeta, Pharmacia). 

Determinaci�n del contenido proteico 

Se prepararon extractos proteicos totales utilizando un buffer de lisis compuesto por 10 mM 

Tris-HCl pH 8,1, 1 % Triton X-100, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA y 1/200 de c�ctel de inhibidor 

de proteasas (P8340, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Se utilizaron 50 µl de buffer de lisis por 
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cada 1x106 de c�lulas procesadas. El contenido proteico fue determinado por el m�todo de 

Bradford (Bradford, 1976). 

Western-blot 

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida 12 %, en presencia de SDS (SDS-

PAGE). Se prepararon extractos proteicos de las muestras, partiendo de la misma cantidad de 

c�lulas iniciales. Se sembraron 10 µl de extracto proteico de cada muestra y 5 µl de un marcador 

de referencia de peso molecular conocido (SDS7B2, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Luego 

de la transferencia a una membrana de nitrocelulosa (Immobilion 0,45 µm, Millipore, Estados 

Unidos) y el bloqueo con buffer fosfato salino (PBS) 3 % de prote�nas de leche descremada, se 

incub� con 5 µg/ml del anticuerpo anti-MART-1 2A9 (anticuerpo monoclonal de rat�n IgG1 

cedido gentilmente por el Dr. Jean-Luc Telliaud, Paris, Francia) (Barrio, 2012) y 0,8 µg/ml 

anti-#-actina (monoclonal de rat�n IgG2a, Sigma-Aldrich, Estados Unidos), como control de 

carga proteica. La marcaci�n fue revelada con 1/2500 F(abÕ) 2 hecho en cabra anti-IgG (H+L) 

de rat�n AffiniPure conjugado a fosfatasa alcalina (Jackson ImmunoResearch, Estados Unidos) 

y el reactivo NBT-BCIP (Promega, Estados Unidos). 

Coloraci�n de l�pidos neutros con Oil Red O 

Pellets de c�lulas tumorales viables o irradiadas se fijaron en PBS 3 % paraformaldeh�do (PFA) 

y una gota de la suspensi�n se mont� sobre un portaobjetos de vidrio y se dej� secar al aire. 

Luego, los vidrios se lavaron dos veces en agua, una vez en polietilenglicol (PEG) y se 

colorearon por 10 min a 60 …C en PEG 0,5 % Oil Red O (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Se 

realiz� una contratinci�n de las muestras con 20 % Hematoxilina de Harris (Biopack, 

Argentina) y, luego de un lavado con agua corriente, se montaron en glicerol para ser 

observadas al microscopio �ptico. 

Coloraci�n fluorescente de l�pidos neutros con Bodipy 493/503 

Las c�lulas tumorales viables o irradiadas fueron incubadas con una soluci�n de Bodipy 

493/503 (Molecular probes, Invitrogen, Estados Unidos) en PBS por 15 min a temperatura 

ambiente, para luego ser lavadas y fijadas en PBS 1 % PFA, seg�n lo recomendado por el 

fabricante. Las muestras procesadas para citometr�a de flujo fueron marcadas con 0,5 µg/ml 

Bodipy mientras que en el caso de la preparaci�n de las muestras para im�genes al microscopio 

se utiliz� 10 µg/ml de soluci�n de colorante. 
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Marcaci�n intracelular del ant�geno MART-1 

Este protocolo puede ser precedido por una marcaci�n de Ag de superficie. Para la marcaci�n 

intracelular, se separaron 1x106 c�lulas tumorales viables o irradiadas que se fijaron en PBS 3 

% PFA durante 10 min a temperatura ambiente. Luego se permeabilizaron con 200 µl de una 

soluci�n de PBS 0,05 % saponina (PBS-SAP) durante 15 min a temperatura ambiente. Las 

muestras se lavaron y fueron incubadas con 5 µg/ml anti-MART-1 2A9, marcado con 

AlexaFluor647 (kit A20173, Invitrogen, Estados Unidos), en PBS-SAP durante 45 min a 4 …C. 

Luego de lavar, alternativamente se realizaron otras coloraciones con Bodipy 493/503, para 

visualizar los l�pidos neutros, y Hoechst (bisBenzimide H 33258, Sigma-Aldrich, Estados 

Unidos), para localizar los n�cleos celulares. Finalmente, las c�lulas se lavaron en PBS y fueron 

resuspendidas en una soluci�n de Mowiol 4-88 (Calbiochem, Merck Millipore, Alemania), 

seg�n las indicaciones del fabricante, y montadas en portaobjetos para su an�lisis por 

microscop�a confocal (LSM 510, Meta, Carl Zeiss, Alemania). 

Aislamiento de los cuerpos lip�dicos de c�lulas tumorales 

Los LB de c�lulas de melanoma se obtuvieron a partir de 1x10 8 c�lulas Mel-XY3 viables o 48 

h post-irradiaci�n. Las c�lulas fueron resuspendidas en 6 ml de buffer de disrupci�n (0,25 M 

sacarosa, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl pH 7,4) en presencia del inhibidor de proteasas P8340. 

Las suspensiones celulares fueron procesadas con un homogenizador Dounce, con 4 ciclos de 

20 golpes separados por intervalos de 1 min, realizando todo el procedimiento a 4 …C. Las 

c�lulas irradiadas fueron sometidas a una disrupci�n posterior con un homogenizador Polytron 

(IKA, Werke, GmbH, Alemania), de 4 ciclos de 30 seg cada una a 4 …C. Ambos homogenatos 

fueron centrifugados a 12.000 rpm por 10 min y los sobrenadantes fueron diluidos con 20 mM 

Tris-Hcl pH 7,4:soluci�n salina (1:1), hasta un volumen final de 10 ml. Luego, fueron 

centrifugados a 100.000g por 60 min a 4 …C (Beckman L7-65, Beckman-Coulter, Estados 

Unidos). La capa superior lip�dica blanquecina del sobrenadante fue separada y conservada a -

80 …C en tubos de vidrio para su posterior an�lisis. Se conservaron al�cuotas de los 

sobrenadantes para la determinaci�n del contenido proteico. 

An�lisis de la composici�n bioqu�mica de los cuerpos lip�dicos 

Los LB de las c�lulas fueron liofilizados y resuspendidos en cloroformo: metanol 3:2 durante 

30 min. Luego de una centrifugaci�n a 7.000 rpm durante 30 min para remover el material 

insoluble, las muestras se dividieron, se lavaron con 4 mM MgCl2, seg�n Folch (Folch et al., 

1956) y la fase inferior lip�dica se sec� a 40 …C bajo nitr�geno gaseoso. Para la separaci�n por 
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cromatograf�a en capa delgada (TLC) se utilizaron placas Silica Gel 60 TLC (Merck), 

prelavadas con cloroformo y activadas previamente a su uso. Una fracci�n correspondiente a 

6x106 c�lulas se us� para separar l�pidos neutros usando un sistema uni-dimensional con tres 

solventes: (1) hexano hasta el final, (2) tolueno hasta el final y (3) hexano: dietil-�ter: �cido 

ac�tico (70:30:1) a 12 cm del origen (Aloisi et al., 1990). Las placas fueron rociadas con una 

soluci�n de cloruro f�rrico/�cido sulf�rico y calentadas a 180 …C. Tambi�n se analizaron los 

l�pidos polares correspondientes a 3x106 c�lulas. En este caso las placas fueron corridas con un 

sistema uni-dimensional de dos solventes: (1) cloformo: metanol: �cido ac�tico: agua 

(40:10:10:1) y (2) cloroformo: metanol: �cido ac�tico: agua (120:46:19:3) (Sterin-Speziale et 

al., 1992). Las placas fueron rociadas con una soluci�n 5% de �cido fosfomobd�lico etan�lico, 

calentadas a 180 …C y expuestas a vapores de amonio para aclarar el fondo. 

Todos los solventes utilizados ten�an grado HPLC. Se utilizaron los siguientes est�ndares: 1,2-

dipalmitoil-sn-glicerol y monomiristina (Echelon Biosciences Inc., Estados Unidos), coenzima 

Q1, escualeno, L-"-fosfatidilcolina, L-"-fosfatidil-L-serina, L-"-fosfatidil-etanolamina, L-"-

lisofosfatidilcolina, palmitato de colesterol, gliceril-trioleato, estearil-araquidato, metil-

palmitato, cardiolipina, 1-(3-sn-fosfatidil)-rac-glicerol, �cido oleico y colesterol (Sigma-

Aldrich) y dolicol (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, Estados Unidos). Las densitometr�as de 

las placas se analizaron con el programa ImageJ. 

S�ntesis de �cidos grasos 

Para esta determinaci�n se utiliz� la estrategia de incorporaci�n de [1,2 14C] �cido ac�tico 

(Perkin Elmer, Boston, Estados Unidos). Para esto, 0,8x106 c�lulas tumorales viables o 

irradiadas se sembraron en placas de 24 pocillos y se les agreg� un pulso de 1 µCi/ml de la 

marca radiactiva durante 2 h. Luego las c�lulas fueron lavadas y procesadas para su an�lisis. 

Por un lado, se separ� una parte para ser cuantificada en el contador de centelleo y, por otro, el 

resto fue conservado para el aislamiento y separaci�n de los l�pidos, seg�n lo descripto 

anteriormente. Una vez obtenidas las TLC, las placas fueron expuestas a pantallas de f�sforo 

para el almacenado de las im�genes, para luego ser escaneadas con un STORM 840 (Molecular 

Dynamics Division, Amersham Pharmacia Biotech). Luego, las placas fueron rociadas con una 

soluci�n de cloruro f�rrico/�cido sulf�rico y calentadas a 180 …C para detectar los l�pidos. 

La droga C75 (Cayman Chemical Company, Estados Unidos), inhibidor de la sintasa de �cidos 

grasos, se utiliz� de acuerdo a las sugerencias del fabricante y lo previamente descripto (Samsa 

et al., 2009). 
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Obtenci�n de las c�lulas mononucleares de sangre perif�rica y generaci�n de las c�lulas 

dendr�ticas humanas ex vivo 

Las CD humanas fueron diferenciadas a partir de buffy coats obtenidos de sangre de donantes 

sanos del Servicio de Hemoterapia del Instituto Alexander Fleming. Los donantes dieron su 

consentimiento informado y el procedimiento cont� con la aprobaci�n del Comit� de �tica del 

Instituto Alexander Fleming. Los buffy coats de los donantes fueron sembrados en gradientes 

de Ficoll-Paque (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) para obtener los PBMC. �stos fueron luego 

plaqueados durante 2 h a 37 …C para permitir la adherencia de los monocitos a la placa de 

cultivo. Luego de un lavado con PBS, se agreg� medio AIM-V (Gibco, Life Technologies, 

Estados Unidos) con 144 ng/ml GM-CSF y 40 ng/ml IL-4. Al d�a 2, se alimenta el cultivo con 

medio AIMV con citoquinas. Al d�a 5 se obtienen las CDi, que se levantan por pipeteo, se 

cuentan y est�n listas para ser usadas para el co-cultivo de la vacuna. 

Preparaci�n del cultivo de la vacuna CD/Apo- Nec 

La vacuna CD/Apo-Nec se prepar� realizando el co-cultivo de CDi y c�lulas Mel-XY3 

irradiadas (Apo-Nec) (Figura 19). Las Apo-Nec fueron descongeladas, resuspendidas en medio 

AIM-V y utilizadas en el momento para generar la vacuna. Alternativamente, para el an�lisis 

del contenido lip�dico de la vacuna, se realizaron co-cultivos en los que se utilizaron c�lulas 

irradiadas descongeladas al momento de ser usadas (Apo-Nec T0) o descongeladas y cultivadas 

en medio AIM-V a 37 …C 72 h previamente a su uso (Apo-Nec T72). 

Las CDi fueron co-cultivadas en una relaci�n 3:1 con las Apo-Nec, en placas p35 o placas de 6 

pocillos, con una densidad final de 1x106 c�lulas/ml en medio condicionado: AIM-V (1:2). Los 

co-cultivos se incubaron en estufa a 37 …C con 5 % CO2 por 48 h, momento en el que se obtiene 

la vacuna CD/Apo-Nec para las determinaciones fenot�picas y funcionales. 

 

Figura 19. Esquema de la elaboraci�n de la vacuna CD/Apo -Nec. 
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Maduraci�n de las c�lulas dendr�ticas y uso de adyuvantes in vitro 

En los cultivos in vitro se adicionaron diferentes agentes de maduraci�n para evaluar el fenotipo 

inducido en las CD y la vacuna CD/Apo-Nec. Como controles positivos de maduraci�n de las 

CD se utilizaron 2 µg/ml de lipopolisac�rido (LPS) ( E. coli J5, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 

y un c�ctel de citoquinas pro-inflamatorias (CC) compuesto por 20 ng/ml TNF- ", 10 ng/ml IL-

1#, 50 ng/ml IL-6 y 1 µg/ml PGE2 (Jonuleit et al., 1997). El CC tambi�n fue agregado al co-

cultivo de la vacuna CD/Apo-Nec. S�lo en los casos indicados, algunos componentes del CC 

se omitieron o se agregaron por separado. Todos los agentes de maduraci�n fueron agregados 

al momento de plaquear las c�lulas y fueron dejados durante las 48 h de cultivo. Seg�n se indica, 

los co-cultivos de la vacuna CD/Apo-Nec fueron suplementados con 2x104 unidades 

formadoras de colonia (UFC)/ml de BCG (provista por el Instituto Malbr�n, Argentina), 1 

µg/ml Imiquimod (Glenmarck Pharmaceuticals Ltd., Argentina) y 50 ng/ml GM-CSF durante 

las 48 h de cultivo. En algunos casos, se cultivaron CD con 10 ng/ml IL-10 como control de 

fenotipo inmunosupresor. 

En todos los casos los compuestos fueron lavados antes la evaluaci�n fenot�pica o funcional de 

las c�lulas. 

Fenotipo de las c�lulas dendr�ticas y la vacuna CD/Apo- Nec 

Los marcadores de superficie analizados para describir el fenotipo celular fueron (fluorocromo 

y clon del anticuerpo utilizado): CD14 (FITC, M5E2), CD11c (PE, B-ly6), CD80 (FITC, 

L307.4), CD86 (FITC, FUN-1), CD86 (PE, FUN-1), CD83 (FITC, HB15e), CD1a (FITC, 

HI149), HLA-A/B/C (FITC, G46-2.6), HLA-DR/DP/DQ (FITC, Tu39), CD40 (FITC, 5C3), 

ICOS-L (PE, 2D3/B7-H2), CCR5 (FITC, 2D5) y CCR7 (PE, 150503) y PD-L1 (AlexaFluor 

488, 130021) (R&D Systems, Estados Unidos). En cada determinaci�n se utilizaron 5x10 5 

c�lulas por tubo para la marcaci�n. En los casos analizados por citometr�a de flujo, se 

adquirieron 20.000 eventos para el an�lisis de datos con el programa CellQuest Pro. Para la 

toma de im�genes por microscop�a de fluorescencia o confocal, las c�lulas fueron montadas 

con una soluci�n de Mowiol 4-88 (Calbiochem, Merck Millipore, Alemania) en portaobjetos 

de vidrio.  

Todas las marcaciones se realizaron seg�n las instrucciones del fabricante. Cada lote de 

anticuerpo fue titulado para utilizar la concentraci�n �ptima. En todos los casos se utiliz� un 

control de isotipo correspondiente. 
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Fagocitosis de Apo-Nec por marcaci�n con el colorante PKH67 

Las c�lulas Mel-XY3 fueron marcadas previamente a su irradiaci�n con el colorante PKH67 

(MINI67-1KT, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Se descongelaron 50x106 c�lulas y se 

marcaron con una soluci�n 2 µM de PKH67, seg�n las instrucciones del fabricante. 

Posteriormente, las c�lulas marcadas fueron irradiadas a 70 Gy y congeladas hasta su uso. Se 

elaboraron co-cultivos utilizando CDi y Apo-Nec PKH67+, que se incubaron a 37 …C en estufa 

gaseada y a 4 …C, como control por inhibici�n de la fagocitosis. Luego se procedi� a la 

marcaci�n con anti-CD86 PE y a su an�lisis por citometr�a de flujo a los tiempos indicados. El 

an�lisis de datos se realiz� con el programa FlowJo. La poblaci�n doble positiva fue 

considerada como el porcentaje de fagocitosis. 

Ensayo de transferencia de cuerpos lip�dicos 

Las c�lulas Apo-Nec fueron marcadas con el colorante Bodipy previo al co-cultivo con las CD. 

Se realizaron co-cultivos con Apo-Nec Bodipy+ y otros con c�lulas sin marcar. Luego de 48 h, 

las muestras fueron marcadas con el anticuerpo anti-CD86PE y, en el caso de los controles sin 

marcar, tambi�n con Bodipy. Se realizaron controles a 4 …C. Las muestras fueron montadas en 

portaobjetos y analizadas en el microscopio de fluorescencia. 

Reacci�n Mixta de Leucocitos 

La capacidad de la vacuna de estimular c�lulas alogeneicas se evalu� por medio del ensayo de 

reacci�n mixta de leucocitos (MLR). C�lulas de las diferentes condiciones a ensayar fueron 

lavadas e inactivadas con 15 µg/ml de mitomicina C (Delta Farma, Buenos Aires, Argentina) 

en medio AIM-V durante 3 h a 37 …C. Luego de tres lavados con exceso de PBS fueron 

utilizadas como c�lulas estimuladoras. Los PBMC efectores alogeneicos fueron obtenidos a 

partir de sangre entera de un donante sano, seg�n lo descripto anteriormente. Las c�lulas 

estimuladoras y las efectoras fueron co-cultivadas en placas de 96 pocillos de fondo plano en 

200 µl de medio AIM-V. Se sembraron 3 relaciones de estimulador:efector (1:10, 1:100 y 

1:1.000), manteniendo constantes los efectores en 3x105 por pocillo, por cuadriplicado. Se 

utiliz� un control positivo de proliferaci�n estimulando los PBMC con una soluci�n 0,5 % v/v 

fitohemaglutinina (PHA) (Gibco, Invitrogen, Estados Unidos) en AIM-V. Luego de 4 d�as de 

incubaci�n a 37 …C, se agreg� un pulso de 0,5 µCi/pocillo de [3H]Timidina y se incub� hasta el 

d�a siguiente. Las c�lulas fueron cosechadas y analizadas en el contador de centelleo, como se 

describi� en secciones anteriores. 
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Zimograma 

La actividad de metaloproteasas presentes en los medios condicionados fue evaluada en 

zimogramas de gelatina. Las muestras fueron preparadas en buffer de carga sin #-

mercaptoetanol y separadas por SDS-PAGE con poliacrilamida al 10 % y 1 mg/ml de gelatina 

Sigma G2500 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Las corridas electrofor�ticas se realizaron en 

presencia de SDS, en condiciones no reductoras, a 150 V durante 60 min. Luego de remover el 

SDS, los geles se colocaron en buffer de incubaci�n (50 mM Tris-HCl, 0,15 M NaCl, 10 mM 

CaCl2, pH 7,4) a 37 …C en agitaci�n hasta el d�a siguiente. Finalmente, los geles se fijaron y 

colorearon en una soluci�n de Brilliant Blue R250 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Las 

im�genes de los geles fueron analizadas con el programa ImageJ. Seg�n se indica, se incluyeron 

controles positivos, sembrando la prote�na activa recombinante humana MMP-9 (rhuMMP-9) 

(Calbiochem, Estados Unidos), y negativos, agregando 25 mM EDTA al buffer de incubaci�n 

para inhibir la actividad enzim�tica. 

Migraci�n in vitro en microc�mara de quimiotaxis 

La capacidad de respuesta migratoria a quemoquinas fue evaluada utilizando una microc�mara 

de quimiotaxis AP48 (Neuroprobe Inc., Estados Unidos) (Figura 20.A), de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Las migraciones se ensayaron a trav�s de membranas de 

policarbonato con poros de 5 µm (Neuroprobe Inc., Estados Unidos) frente a 10 ng/ml de CCL3 

o CCL19 en medio AIM-V. Se incluyeron controles de migraci�n espont�nea en ausencia de 

quemoquinas. Se sembraron 5x104 CD por micropocillo y se dejaron 90 min a 37 …C. Las 

membranas se fijaron y se colorearon con Giemsa (Merck, Alemania). Se observaron 5 campos 

al azar de 400X en el microscopio �ptico para el recuento de la migraci�n. Todas las 

condiciones fueron evaluadas por triplicado en cada ensayo. 

Migraci�n in vitro en Transwell recubiertos con Matrigel 

Los ensayos de invasividad de la vacuna fueron realizados en insertos Transwell para placa de 

24 pocillos, con membranas PET con poros de 8 µm (BD Falcon, Estados Unidos). Las 

migraciones se evaluaron frente a 350 µl de soluciones 100 ng/ml de CCL3, CCL19 o medio 

AIM-V solamente. La c�mara superior del Transwell fue recubierta con 70 µg prote�nas de 

Matrigel (BD Biosciences, Estados Unidos), seg�n instrucciones del fabricante, y luego cargada 

con 2x105 c�lulas en 200 µl de medio AIM-V (Figura 20.B). Las placas se incubaron a 37 …C 

en estufa gaseada hasta el d�a siguiente. El medio de la c�mara inferior fue recolectado y 
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analizado por citometr�a de flujo, cuantificando los eventos en una adquisici�n de tiempo fijo 

(60 s). En las migraciones se incluyeron tratamientos con el MMP-9 Inhibitor I (Calbiochem, 

Estados Unidos) a una concentraci�n de 1, 2 o 4 µM y el agregado de rhuMMP-9 a una 

concentraci�n de 100, 200 o 300 ng/ml. 

 

Figura 20. A. Microc�mara de quimiotaxis AP48. B. Esquema del dise�o de lo s Transwell 

recubiertos con Matrigel para caracterizar la migraci�n inv asiva de la vacuna. 

 

Mapeo de los ganglios linf�ticos de rat�n con Azul de Evans 

Se inocularon 50 µl de una soluci�n de Azul de Evans en la almohadilla plantar trasera del rat�n 

(Harrell et al., 2008). Luego de 30 min, los animales fueron sacrificados en c�ma ra de CO2 y se 

analizaron los GL regionales luego de la disecci�n. Las referencias para e l mapeo y la 

nomenclatura de los GL fueron tomadas de Van den Broeck et al. 

Purificaci�n celular por separaci�n inmunomagn�tica 

Todas las purificaciones celulares se realizaron por selecci�n inmunomagn�ti ca positiva. Se 

utiliz� el sistema MACS (Miltenyi, Alemania), seg�n las indicacione s del fabricante (Figura 

21). Para los experimentos de migraci�n in vivo, se purificaron CDi del d�a 5 utilizando el 

anticuerpo magn�tico anti- DC-SIGN (Miltenyi Biotec, Alemania), previo a la preparaci�n de 

los co-cultivos. Para los ensayos de presentaci�n cruzada de Ag, se purificaron monoc itos a 

partir de las c�lulas mononucleares con el anticuerpo magn�tico anti-CD14 (Mil tenyi Biotec, 

Alemania). Dichos monocitos purificados fueron utilizados para diferenciar las CD, como ya 

fue descripto. En todos los casos se verific� la viabilidad y la pureza (>90-95%) lue go de la 

purificaci�n inmunomagn�tica. 

Matrigel 
C�mara inferior 
(quimioquinas) 

C�mara 
superior 
(siembra) 

A B 

Transwell 
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Figura 21. Estrategia de purificaci�n inmunomagn�tica con el sistema MACS.  

 

Marcaci�n con el trazador celular fluorescente DiR 

Se realiz� la marcaci�n de las c�lulas con una soluci�n 1,75 µg/ml del colorante DiR (Molecular 

Probes, Estados Unidos), seg�n lo descripto por Kalchenko et al. Brevemente, las c�lulas se 

resuspendieron en una soluci�n del colorante en PBS con 0,5 % etanol, a raz�n de 1x10 6 

c�lulas/ml. Se incub� 30 min a 37 …C y luego se lav� dos veces con exceso de PBS. Luego del 

recuento de viabilidad, las c�lulas estaban listas para ser utilizadas. 

An�lisis de la migraci�n de la vacuna por In vivo Imaging 

Para las mediciones in vivo se utilizaron CD purificadas magn�ticamente por DC-SIGN y 

marcadas con el colorante DiR, ambos procedimientos realizados previamente al armado del 

co-cultivo. Aproximadamente 1x106 c�lulas de las vacunas obtenidas luego de 48 h de co-

cultivo fueron inoculadas por v�a subcut�nea en la almohadilla plantar trasera de ratones nude. 

Los animales fueron anestesiados con isofluorano (Figura 22.B y .C) y observados a diferentes 

tiempos en un biolumin�metro IVIS Lumina (Xenogen, Hopkington, Estados Unidos) en la 

Fundaci�n Instituto Leloir (Figura 22.A y .D). Para analizar los GL drenantes del sitio de 

inyecci�n ex vivo, los animales fueron sacrificados en c�mara de CO 2 y los GL extra�dos fueron 

dispuestos en un formato de array en una placa de 96 pocillos. La nomenclatura de los GL fue 

tomada de Van den Broeck et al. El porcentaje de migraci�n se defini� como la se�al de DiR 

de los GL relativa a la del sitio de inyecci�n. En todos los casos se utiliz� la imagen del lado 

contralateral al inyectado para restar la se�al basal del tejido. 

MARCACIîN MAGN �TICA  SEPARACIîN MAGN�TICA  ELUCIîN DE LAS C�LULAS  
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Figura 22. A. Biolumin�metro IVIS Lumina. B y C. C�mara para la anestesia de los 

animales con isofluorano. D. Obtenci�n de las im�genes con el programa Living Image.  

 

Disgregaci�n mec�nica de los ganglios linf�ticos de rat�n 

Luego de 48 h de inocular la vacuna marcada con DiR, se extrajeron todos los GL en los cuales 

se hab�a podido observado se�al positiva en las im�genes y sus controles contralaterales. En 

una placa p60 con medio DMEM se procedi� a cortar el material con tijera de cirug�a. Ese 

medio fue transferido a un tamiz celular de 40 µm (BD Falcon, Estados Unidos) colocado sobre 

un tubo c�nico de 50 ml. Los trozos de tejido fueron disgregados por fricci�n contra el tamiz 

con el �mbolo de una jeringa de tuberculina. Las c�lulas recuperadas a trav�s del tamiz fueron 

lavadas con exceso de PBS y marcadas con anti-CD11c-PE y anti-DC-SIGN-FITC (clon 

DCN47.5, Miltenyi Biotec, Alemania), y luego analizadas por citometr�a de flujo. 

Marcaci�n con el trazador celular fluorescente CM- DiI 

Las CDi purificadas magn�ticamente por DC-SIGN fueron marcadas con 2 µg/ml CM-DiI 

(Molecular Probes, Estados Unidos), seg�n las instrucciones del fabricante. Brevemente, las 

c�lulas se resuspendieron en una soluci�n del colorante en PBS, a raz�n de 1x10 6 c�lulas/ml. 

Se incub� 30 min a 37 …C y luego se lav� con exceso de PBS dos veces. Luego del recuento de 

viabilidad, las c�lulas se utilizaron en los experimentos. 

Cortes por congelaci�n de tejido de rat�n 

El material extra�do fue colocado en una soluci�n de formaldeh�do 4 % v/v en PBS a 4 …C hasta 

el d�a siguiente. En el caso de los sitios de inyecci�n (pata posterior del rat�n), se incluy� una 

A B 

C D 
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incubaci�n extra luego de la fijaci�n con una soluci�n 10 % EDTA en agua pH 7,4, hasta 

descalcificar la pieza. Luego, el material fijado se lav� y se transfiri� a una soluci�n de sacarosa 

30 % m/v en PBS a 4 …C. Por �ltimo, a las piezas se les removi� el exceso de soluci�n 

criopreservante y se incluyeron en un compuesto de Temperatura îptima de Corte (OCT) sobre 

un molde adecuado. El taco generado se conserv� a -20 …C. Los cortes histol�gicos fueron 

realizados en un cri�stato Leica CM1850 UV (Leica, Alemania) y se colocaron sobre 

portaobjetos de vidrio con carga positiva (Patholab, China). Se realiz� una contratinci�n con 

una soluci�n del colorante Hoechst y se montaron con ProLong Gold (Molecular Probes, 

Estados Unidos), para ser observados en microscopio de fluorescencia. Algunos cortes del 

material analizado fueron coloreados con Hematoxilina de Harris para referencia. 

Administraci�n del MMP-9 Inhibitor I en las migraciones in vivo 

Durante el ensayo de migraci�n in vivo de 48 h, en algunos ratones en los cuales se hab�a 

inyectado la vacuna CD/Apo-Nec madurada con CC, se administraron diariamente 50 µl de una 

soluci�n 12 µM del MMP-9 Inhibitor I en PBS con una inoculaci�n en el sitio de vacunaci�n. 

Luego se procedi� a la evaluaci�n de la migraci�n como se describi� anteriormente. 

Administraci�n de adyuvantes en las migraciones in vivo 

Para el ensayo de migraci�n in vivo de 48 h con BCG, se co-administraron 333 UFC de BCG 

en aquellos ratones inoculados con la vacuna CD/Apo-Nec madurada con CC. 

En el caso del Imiquimod, la aplicaci�n en los ratones fue realizada con la crema t�pica 

Imimore, 5% Imiquimod (Laboratorio Panalab, Argentina). La crema fue administrada 

localmente sobre la almohadilla plantar y se dej� absorber durante 5-10 min. Las aplicaciones 

comenzaron 24 h antes de la inyecci�n y se continuaron diariamente hasta las 48 h post-

inyecci�n. 

ELISA 

La liberaci�n de diferentes citoquinas a los sobrenadantes de los co-cultivos de la vacuna y de 

los ensayos funcionales fue evaluada por la t�cnica de ELISA. Las determinaciones se 

realizaron utilizando kits BD OptEIA (BD Biosciences, Estados Unidos), seg�n las 

indicaciones del fabricante. Las placas se revelaron con el reactivo TMB (BD Biosciences, 

Estados Unidos) y fueron analizadas en un lector de placas a 450 nm. Se evaluaron las 

citoquinas humanas IFN-!, IL-4, IL-10, IL-12p70, TGF-#1 y TNF. 
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Ensayo de presentaci�n cruzada de Ag in vitro   

Se utiliz� un clon de c�lulas T CD8 + espec�fico para el Ag MART-1 (AAGIGILTV) restricto 

al HLA-A*0201 (clon M26), cedido gentilmente por el Dr. Cassian Yee (Yee et al., 2002). Para 

estos experimentos, se realiz� la purificaron inmunomagn�tica de monocitos por el Ag CD14, 

a partir de buffy coats de donantes sanos de haplotipo HLA-A*0201, para luego diferenciar las 

CD para los co-cultivos. Se plaquearon 3x105 CD en placas de 24 pocillos en medio AIMV. 

Dependiendo del experimento, se utilizaron diferentes tiempos de co-cultivo CD/Apo-Nec y 

diferentes relaciones CD:Apo-Nec. Pero en todos los casos, las vacunas y los controles fueron 

co-cultivados con el clon M26 en una relaci�n 3:1 en un volumen final de 600 µl y se dejaron 

a 37 …C hasta el d�a siguiente. Se recolectaron los sobrenadantes y se conservaron a -80 …C para 

ser analizados por ELISA. 

Estimulaciones in vitro de linfocitos na�ve con vacunas aut�logas 

Se aislaron PBMC a partir de buffy coats de donantes sanos. Una parte de los PBMC se separ� 

inicialmente y se sembr� en placas de 6 pocillos, a raz�n de 1,5x10 6 c�lulas/ml, en medio AIM-

V suplementado con 20 U IL-2 y 5 ng/ml IL-7. En los d�as 3 y 5 de cada semana se renov� la 

mitad del medio de cultivo con medio fresco con citoquinas (Schnurr et al., 2001). Sobre estos 

linfocitos na�ve (PBMC respondedores) se evalu� el efecto estimulador de la vacuna. El resto 

de los PBMC se dividi� y congel� para luego generar las vacunas aut�logas semanalmente para 

estimular a los linfocitos na�ve. Se compar� el efecto de CD sin cargado de Ag, la vacuna 

CD/Apo-Nec y la vacuna CD/Apo-Nec madurada con CC. Las estimulaciones se realizaron 

semanalmente agregando las vacunas en una relaci�n 20:1 (PBMC:vacuna) en los cultivos de 

PBMC respondedores, a lo largo de 4 semanas (Figura 23). 
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Figura 23. Esquema de estimulaci�n in vitro de linfocitos na�ve con la vacuna CD/Apo-

Nec y los par� metros evaluados a cada tiempo. 

 

Luego de las re-estimulaciones se evaluaron par�metros de la respuesta anti-tumoral inducida 

por las vacunas comparadas. A las 24 h de exposici�n a la vacuna, se determinaron las 

poblaciones linfocitarias presentes y el nivel de activaci�n de los PBMC. A las 48 h de 

exposici�n a la vacuna, se tomaron muestras del medio condicionado de los cultivos para 

determinar el perfil de citoquinas secretadas. Adem�s, se evaluaron dos caracter�sticas 

funcionales espec�ficas: la capacidad proliferativa (luego de la segunda re-estimulaci�n) y la 

capacidad citot�xica sobre c�lulas tumorales blanco (luego de la cuarta re-estimulaci�n).  

Fenotipo de los linfocitos estimulados 

Los marcadores analizados fueron (fluorocromo y clon del anticuerpo utilizado): CD3 (FITC, 

UCHT1 y PerCP, SK7), CD4 (FITC, RPA-T4), CD8 (FITC, RPA-T8 y PE, HIT8a), CD25 (PE, 

M-A251), CD28 (APC, CD28.2), CD56 (PE, NCAM16.2), CD69 (APC, FN50), CTLA-4 

(APC, BNI3), CD62L (PE, DREG-56), CD45RA (PE, HI100), CD45RO (APC, UCHL1), 

FoxP3 (AlexaFluor 647, 259D/C7), ICOS (PE, DX29) y PD-1 (PE, FAB7115P, Policlonal de 

cabra) (R&D Systems, Estados Unidos) (Tabla 2). En cada determinaci�n se utilizaron 3,5x10 5 

c�lulas por tubo para la marcaci�n. Se adquirieron 50.000 eventos de cada tubo en el an�lisis 

por citometr�a de flujo. Se evalu� el fenotipo de los PBMC al inicio del esquema de re-

estimulaciones con las vacunas y se realiz� un control positivo de activaci�n con 30 ng/ml anti-

CD3 (clon HIT3a NA/LE, BD Pharmingen, Estados Unidos) y 0,1 % PHA durante 48 h. 

Estimulaciones semanales 
 con vacunas aut�logas 

" %

PBMC na�ve (IL-2 + IL-7) 

A B C 

A. CD inmadura aut�loga 
B. CD/Apo-Nec aut�loga 
C. CD/Apo-Nec+CC aut�loga 

20:1 
PBMC : vacuna 

d�a 0 d�a 7 d�a 14 d�a 21 d�a 28 

VACUNA VACUNA VACUNA VACUNA Aislamiento PBMC 

fenotipo fenotipo fenotipo 

proliferaci�n  
+ citoquinas 

citotoxicidad  
+ citoquinas 

citoquinas 

Se dividen en: 
a) PBMC para estimulaci�n  
b) PBMC para generar vacunas 
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%% M% N% T% L% U% V% P% O%
I<H#% ,89! ,89! ,89! ,89! ,89! ,8:! ,8;! ,8;!
?+% ,8;! ,8;! ,8<=! ,8:<>4! ,8?=3! ,8?<! @8AB! 5,C6!

?5*#?% ! ! ! ! ! ! ,89! ,89!
F?#WFIVLP% ,8?;! ,8=D! ,E34A:! ,8:<>F! ,8?;! ! G/H@9! !

Tabla 2. Esquema de marcaci�n para el fenotipo de los linfocitos . 

Ensayo de proliferaci�n de linfocitos con CFSE 

Luego de 48 h de la segunda re-estimulaci�n, los PBMC fueron marcados con 5 µM CFSE 

(CellTrace CFSE Cell Proliferation Kit, Molecular probes, Estados Unidos), seg�n las 

indicaciones del fabricante. Las c�lulas marcadas fueron re-expuestas durante 4 d�as a las 

vacunas para evaluar su capacidad de respuesta proliferativa. Se sembraron 4x105 PBMC 

efectores en placas de 24 pocillos en medio AIM-V fresco, en un volumen final de 1 ml y el 

est�mulo de vacuna se agreg� en una relaci�n 3:1. En el caso de los PBMC HLA-A*0201 + 

tambi�n fueron enfrentados a c�lulas viables Mel-XY3 (l�nea celular de melanoma, blanco 

espec�fico) e IIB-BR-G (l�nea celular de c�ncer de mama, blanco inespec�fico) utilizadas como 

est�mulo. Las c�lulas viables fueron evaluadas en 3 relaciones efector:est�mulo, 5:1, 10:1 y 

20:1. Luego de los 4 d�as de co-cultivo con los PBMC respondedores, las c�lulas fueron 

analizadas por citometr�a de flujo. Se realizaron controles de c�lulas sin marcar para todos los 

puntos evaluados, un control de arresto celular con mitomicina C, seg�n lo descripto 

previamente, y control positivo de proliferaci�n con el agregado de 30 ng/ml anti-CD3 y 0,1 % 

PHA. La proliferaci�n se calcul� en base al porcentaje de eventos con disminuci�n de la 

fluorescencia de CFSE, comparado a su respectivo control de arresto celular. 

Ensayo de citotoxicidad 

Luego de 48 h de exposici�n a la cuarta vacuna, la �ltima en el esquema de re-estimulaciones, 

los PBMC HLA-A*0201+ fueron co-cultivados con las l�neas celulares Mel-XY3 y IIB-BR-G 

viables como c�lulas blanco, para evaluar el efecto citot�xico sobre las mismas. Por un lado, 

2x106 c�lulas tumorales fueron marcadas con 0,5 µM CFSE, seg�n las indicaciones del 

fabricante. Los co-cultivos se armaron en placas de 96 pocillos opacas de fondo en U colocando 

5x103 c�lulas blanco en medio AIM-V en un volumen final de 200 µl. Los PBMC se agregaron 

en relaci�n 10:1, 20:1 y 40:1 (efector: target) y todos las condiciones fueron evaluadas por 

triplicado. Las placas se incubaron en estufa a 37 …C hasta el d�a siguiente. Previo al an�lisis 

por citometr�a de flujo, se agreg� 1 µg/ml 7-AAD (Molecular probes, Invitrogen, Estados 

Unidos) en todos los wells. Otra estrategia para este ensayo consisti� en la realizaci�n de un co-

cultivo doble, marcando las c�lulas Mel-XY3 con 0,5 µM CFSE y las IIB-BR-G con 0,5 µM 
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CMTMR (Molecular probes, Life Technologies, Estados Unidos), seg�n las indicaciones de l 

fabricante, y sembr�ndolas juntas con las c�lulas efectoras en las mismas relaciones detalladas 

anteriormente. De la misma manera, luego del co-cultivo de una noche a 37 …C, se las marc� 

con el reactivo 7-AAD y se analiz� por citometr�a de flujo. En todos los casos se incluyeron 

controles de muerte espont�nea de las c�lulas blanco y controles positivos de inducci�n de 

apoptosis por shock t�rmico. El porcentaje de citotoxicidad calculado corresponde a las c�lulas 

tumorales 7-AAD+ con p�rdida de integridad de membrana. 

Dise�o experimental y an�lisis estad�stico 

Los experimentos en los que se eval�an tratamientos sobre las c�lulas tumorales se realizaron 

con un dise�o completamente aleatorizado. Esos datos se analizaron mediante an�lisis de la 

varianza (ANOVA) de un factor, con comparaciones m�ltiples entre tratamientos. 

Los experimentos en los que se eval�an caracter�sticas fenot�picas o funcionales de las CD se 

elaboraron con un dise�o de bloques al azar. En estos casos los datos correspondientes a las CD 

obtenidas de cada donante sano fueron considerados como bloque, para cada ensayo. Los datos 

fueron analizados con ANOVA de dos o tres factores. Los an�lisis de los efectos principales y 

entre grupos se realizaron por comparaciones m�ltiples de Tukey. 

En todos los casos, se verific� que se cumplieran los supuestos para realizar un an�lisis 

par�metrico y los supuestos particulares de cada prueba. En los experimentos con l�neas 

celulares, el tama�o de la muestra ( n) corresponde al n�mero de repeticiones independientes de 

cada experimento. En el caso de las CD, el n corresponde al n�mero de muestras independientes 

de donantes sanos que se procesaron en cada ensayo. La significaci�n estad�stica fue 

considerada con un "= 0,05 y las probabilidades se indican como *p<0,05, **p<0,01 y 

***p<0,001. Los resultados que se muestran en los gr�ficos corresponden a la Media ± Error 

Est�ndar (EE). Los datos presentados en las tablas corresponden a los intervalos de confianza 

del 95% (IC95%) del porcentaje de la magnitud del efecto en cada caso. 
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1. Caracterizaci�n de la integridad de las c�lulas tumorales luego de s er 

irradiadas 

Se estudiaron diferentes par�metros de las c�lulas tumorales de melanoma luego de ser 

tratadas con altas dosis de radiaci�n ionizante gamma. Se busc� describir y caracterizar los 

procesos que ocurren durante la muerte celular para determinar las condiciones de integridad 

y antigenicidad en las cuales las c�lulas de las l�neas de melanoma ser�an expuestas a las CD. 

1.1. Determinaci�n de la viabilidad y el proceso apopt�tico/necr�tico post-irradiaci�n 

Las 3 l�neas celulares de melanoma analizadas presentan una disminuci�n abrupta en 

la viabilidad luego de ser irradiadas a 70 Gy, determinada por la integridad celular evaluada 

por la exclusi�n con Azul de Tripano. La l�nea Mel-XY1 muestra una mayor sensibilidad en 

las primeras horas post-irradiaci�n, pero luego las 3 l�neas celulares presentan una respuesta 

similar. El proceso va incrementando gradualmente a lo largo de los d�as alcanzando el m�ximo 

a las 72 h post-irradiaci�n, donde casi ninguna c�lula tumoral conserva la integridad de su 

membrana (Figura 24). 

 

Figura 24. P�rdida de la integridad celular 

en las l�neas de melanoma Mel-XY1, Mel-

XY2 y Mel-XY3, evaluado por la exclusi�n 

del colorante vital Azul de Tripano. 

 

La caracterizaci�n de la muerte de las c�lulas Mel-XY3 con Anexina-V (Anex-V) e 

Ioduro de Propidio (IP) muestra una mezcla de c�lulas apopt�ticas y necr�ticas luego de la 

irradiaci�n a 70 Gy. Estos datos concuerdan con los resultados de integridad celular, 

observ�ndose una p�rdida de aproximadamente un 50 % de la viabilidad como consecuencia 

directa de la irradiaci�n. El resto de las c�lulas son una mezcla de c�lulas apopt�ticas tempranas 

(Anex-V+ IP-), apopt�ticas tard�as/necr�ticas secundarias (Anex-V +IP+) y necr�ticas (Anex-V -

IP+). La proporci�n de c�lulas que no muestra estos marcadores disminuye r�pidamente en el 

tiempo, aumentando la proporci�n de c�lulas que sufren apoptosis y disminuyendo lentamente 
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las c�lulas necr�ticas. La din�mica del proceso es similar si se somete a las c�lulas a una dosis 

menor de radiaci�n ionizante (25 Gy) (Figura 25). 

 

Figura 25. Determinaci�n del estado de apoptosis/necrosis de las c�lulas Mel-XY3 luego 

de distintas dosis de radiaci�n ionizante, determinado por citometr�a de flujo. 

 

1.2. Capacidad proliferativa de las c�lulas post-irradiaci�n 

Luego de ser irradiadas, las c�lulas Mel-XY3 fueron sembradas en agar blando para 

evaluar su capacidad de crecer independiente de anclaje y formar colonias. Se compar� el 

crecimiento de c�lulas irradiadas con las dosis de 25 y 70 Gy, utilizando como control las 

c�lulas Mel-XY3 previas a la irradiaci�n y c�lulas Mel-XY3 provenientes de un cultivo 

exponencial. En ambos casos, la capacidad proliferativa de las c�lulas irradiadas fue totalmente 

abolida. Los cultivos fueron observados a lo largo de 3 semanas y en ning�n momento se 
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detect� el crecimiento de colonias, mientras que las c�lulas Mel-XY3 viables presentaron 

crecimiento de colonias desde la primera semana del cultivo (Figura 26). 

 

 

 

 

 

Figura 26. Crecimiento en agar blando de c�lulas Mel -XY3 viables de cultivo, Mel-XY3 

previo a la irradiaci�n 70  Gy (PRE-!) e irradiadas (POST-!), a los 14 d�as de cultivo. En el 

rect�ngulo inferior se detalla la morfolog�a de la s c�lulas/colonias del cultivo.  

 

En todos los casos, las c�lulas irradiadas perdieron inmediatamente la capacidad de 

sintetizar ADN. La proliferaci�n de las c�lulas viables en cultivo fue evidenciada por la 

importante incorporaci�n de [ 3H]-Timidina en el proceso. Luego de ser irradiadas, las 3 l�neas 

celulares perdieron esa capacidad y se mantuvieron arrestadas durante las siguientes 72 h 

(Figura 27). 

 

Figura 27. Evoluci�n de la integridad 

de las c�lulas Mel -XY3 luego de la 

irradiaci�n a 70  Gy. La s�ntesis de ADN 

se determin� por incorporaci�n de [3H]-

Timidina (barras negras). Se muestran 

los porcentajes: c�lulas totales ( ), 

viabilidad por exclusi�n con Azul de 

Tripano ( ) y contenido proteico     

( ), por el m�todo de Bradford  

(Bradford, 1976). 

 

1.3. Contenido proteico y antig�nico de las c�lulas post-irradiaci�n 

Dado que las c�lulas tumorales irradiadas constituyen la fuente de Ag para el cargado 

de las CD, era de particular importancia determinar el contenido proteico luego de la 

irradiaci�n, tanto en la cantidad de prote�na como en el tipo de Ag disponibles. 

Mel-XY3 viable Mel-XY3 PRE-! Mel-XY3 POST-! 

400X 400X 400X 

40X 40X 40X 
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En primer lugar, se cuantific� el contenido proteico en las c�lulas viables y luego de 

ser irradiadas. Como ya hab�amos observado, las c�lulas se degradan durante el proceso 

apopt�tico/necr�tico en las primeras 72 h, disminuyendo el n�mero de c�lulas totales (Figura 

27). Sin embargo, el contenido proteico presente en las c�lulas parece perderse m�s 

r�pidamente. Luego de irradiar con 70 Gy las c�lulas Mel-XY3 se perdi� inmediatamente 

alrededor de un 38 % del contenido de prote�nas, cuantificado por el m�todo de Bradford. 

Durante el proceso apopt�tico/necr�tico, esta p�rdida sigui� se profundiz� hasta alcanzar un 

descenso m�ximo de aproximadamente un 75 % del total de prote�nas presentes en las c�lulas 

viables (Figura 28). Esto implica que por cada 1x105 c�lulas Mel-XY3 irradiadas se podr�an 

ofrecer 3,45 µg de prote�nas a las CD durante su co-cultivo, pero esta cantidad disminuir�a a 

1,50 µg si se deja avanzar 48 h el proceso apopt�tico antes de ser utilizadas como fuente de 

Ag. 

 

Figura 28. Cuantificaci�n del 

contenido proteico mediante el m�todo 

de Bradford de c�lulas Mel -XY3 

viables y a distintos tiempos (T 0, 3, 6, 

24 o 48 h) luego de ser irradiadas a 70 

Gy (n=3). 

 

Posteriormente, se determin� si el proceso de irradiaci�n afectaba la expresi�n de Ag 

caracter�sticos y relevantes en las c�lulas tumorales, como las mol�culas de HLA-I y Ag 

asociados al melanoma, luego del proceso de irradiaci�n. Observamos que hay una 

subpoblaci�n de las c�lulas que comienza a perder la expresi�n del complejo de HLA y que 

esta p�rdida alcanza casi a la totalidad de las c�lulas luego de apenas 48 h (Figura 29.A). En 

cuanto a otros Ag de superficie, se observa de la misma manera una tendencia a la disminuci�n 

en la expresi�n de los gangli�sidos GD-2 y GD-3 (dato no mostrado). 

Adicionalmente, se analizaron Ag intracelulares espec�ficos, en particular el Ag de 

diferenciaci�n melanoc�tica MART-1. Se evalu� c�mo variaba su expresi�n en c�lulas viables 

y luego de la irradiaci�n ionizante. De las 3 l�neas de melanoma analizadas, las c�lulas Mel-

XY3 viables fueron las que expresaban mayores niveles del Ag (Figura 29.B). Incluso m�s 
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importante, es que el Ag MART-1 segu�a siendo detectado en las c�lulas tumorales varios d�as 

post-irradiaci�n (Figura 29.C). A pesar de que las c�lulas perd�an r�pidamente su contenido 

proteico luego de la irradiaci�n, el Ag MART-1 present� una din�mica de degradaci�n m�s 

lenta, enriqueci�ndose alrededor de 1,5 veces, en relaci�n a otras prote�nas celulares de 

expresi�n constitutiva como la #-actina (Figura 29.D). 

 

Figura 29. A. Histogramas representativos de la expresi�n del complejo HLA -I en la 

superficie de c�lulas Mel -XY3 viables y su evoluci�n a diferentes tiempos (T 0,  24 o 48 h) 

luego de la irradiaci�n a 70  Gy (post-!), determinado por citometr�a de flujo. B y C. 

Expresi�n del Ag MART -1 en c�lulas Mel -XY3 viables y 48 h luego de la irradiaci�n (T48 

post-!), determinado por citometr�a de flujo y microscop�a confocal, respectivamente. 

AF647=AlexaFluor 647. N=n�cleo. D. Determinaci�n por western-blot del contenido 

A B 

C 

D 
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intracelular de MART-1 en c�lulas Mel -XY3 viables y a diferentes tiempos (T 0, 3, 6, 24 

o 48 h) post-irradiaci�n (post -!), en relaci�n a la expresi�n de la prote�na #-actina como 

referencia. 

 

2. Caracterizaci�n del contenido lip�dico de las c�lulas tumorales luego de 

ser irradiadas 

Se estudiaron en profundidad las caracter�sticas del contenido lip�dico de las c�lulas 

tumorales de melanoma luego de ser tratadas con altas dosis de radiaci�n ionizante gamma. El 

aumento de los LB inducidos por radiaci�n representaba una importante caracter�stica de las 

c�lulas de las l�neas de melanoma, ya que constitu�an un componente importante del material 

que podr�a ser capturado por las CD durante el co-cultivo de la vacuna. 

 

2.1. Aparici�n de grandes cuerpos lip�dicos luego de la irradiaci�n 

Sumado a los procesos que se suceden luego de la irradiaci�n descriptos anteriormente, 

las c�lulas de melanoma sufrieron adem�s cambios progresivos en su morfolog�a, con 

variaci�n del tama�o celular, bubbling de la membrana plasm�tica y la aparici�n de un elevado 

n�mero de ves�culas esf�ricas en el citoplasma, que suger�an un origen lip�dico (Figura 30.A). 

Este fen�meno fue observado en todos los lotes de c�lulas irradiadas preparados. 

Como una primera aproximaci�n hacia la determinaci�n de la naturaleza de estas 

estructuras se realizaron 2 t�cnicas de tinci�n. En primer lugar, se utiliz� el colorante 

liposoluble Oil Red O para visualizar espec�ficamente l�pidos neutros. De esta manera, 

observamos que las c�lulas de melanoma viables conten�an una moderada cantidad de 

peque�os LB. Luego del proceso de irradiaci�n, estos LB incrementaban en n�mero y tama�o 

y parec�an ser secretados hacia el exterior de las c�lulas (Figura 30.B y .C). Utilizando una 

segunda estrategia con el colorante fluorescente Bodipy 493/503, espec�fico para l�pidos 

neutros, pudimos confirmar que las estructuras observadas al microscopio �ptico 

correspond�an precisamente a los LB (Figura 30.D y .E). Para el estudio de los mismos se hizo 

la distinci�n entre los LB de las c�lulas viables y los LB inducidos por radiaci�n. Estas 

determinaciones de los l�pidos citoplasm�ticos fueron realizadas sobre c�lulas de las l�ne as 

Mel-XY1, Mel-XY2 y Mel-XY3. 
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Figure 30. A. Aspecto al microscopio �ptico de c�lulas Mel -XY1 48 h luego de ser 

irradiadas a 70 Gy. B y C. Detalle de la tinci�n con el colorante de l�pidos neutros Oil Red 

O de una c�lula Mel -XY3 viable y otra 48 h luego de ser irradiada a 70 Gy (T 48 h), 

respectivamente. D y E. Detalle de la tinci�n con el colora nte fluorescente Bodipy 493/503 

de una c�lula Mel -XY3 48 h luego de ser irradiada a 70 Gy y su aspecto al microscopio 

�ptico.  

 

Se analiz� la localizaci�n celular de los LB de las c�lulas tumorales para determinar si 

estaban asociados a Ag de inter�s, como MART-1, normalmente asociado a las membranas 

lip�dicas de los melanosomas. Las im�genes de microscop�a confocal revelaron que en ning�n 

caso hay co-localizaci�n entre los l�pidos citoplasm�ticos y el Ag MART-1 (Figura 31). Esto 

no se observa en las c�lulas viables ni en ninguno de los tiempos post-irradiaci�n estudiados. 

 

Figura 31. Localizaci�n celular del Ag MART -1 y de los LB en c�lulas Mel -XY3 viables 

y luego de la irradiaci�n (post -!), determinado por microscop�a confocal. 
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2.2. Din�mica de formaci�n de los cuerpos lip�dicos inducidos por irradiaci�n 

Utilizando el colorante Bodipy 493/503, que marca espec�ficamente los LB, se 

procedi� a cuantificar por citometr�a de flujo la aparici�n de estos l�pidos luego de la 

irradiaci�n. Se compararon los LB de las c�lulas Mel-XY3 viables con los inducidos por 

radiaci�n, durante el desarrollo del proceso apopt�tico-necr�tico de las c�lulas. Se observ� que 

las c�lulas viables comprend�an una poblaci�n homog�nea en cuanto al contenido lip�dico, con 

una peque�a proporci�n de c�lulas, cercana al 10 %, con una media de fluorescencia m�s alta. 

Con la irradiaci�n a 70 Gy, el incremento de los LB no fue inmediato, pero luego de las 

primeras 24 h el cambio result� evidente. En ese momento apareci� una poblaci�n bien 

diferenciada, de m�s del 30 % de las c�lulas totales, con mayor contenido lip�dico. El aumento 

continu� de manera progresiva, manteni�ndose una poblaci�n heterog�nea, llegando a un 

m�ximo de casi un 40 % con mayor contenido de l�pidos neutros a las 48 h post-irradiaci�n. A 

partir de ese momento, el porcentaje de c�lulas con mayor intensidad de Bodipy 493/503 

comenz� a disminuir, aunque conservaba una alta intensidad de fluorescencia. Esta 

cuantificaci�n fue confirmada por la observaci�n al microscopio de estas poblaciones 

heterog�neas (Figura 32). 

 

Figura 32. Cuantificaci�n de los LB citoplasm�ticos. C�lulas Mel -XY3 viables y a 

distintos tiempos post-irradiaci�n se marcaron con el colorante Bodipy 493/503 y s e 

analizaron por citometr�a de flujo. Se muestra adem�s una imagen representativa de cada 

tiempo. 
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2.3. An�lisis bioqu�mico de los cuerpos lip�dicos 

Para estudiar y comparar la naturaleza bioqu�mica de los LB de las c�lulas viables y los 

inducidos por radiaci�n, �stos se aislaron a partir de c�lulas Mel-XY3 viables y 48 h post-

irradiaci�n. Se caracteriz� por cromatograf�a de capa delgada la composici�n de l�pidos neutros 

y fosfol�pidos (Figura 33.A y .C). Los LB est�n compuestos principalmente por triglic�ridos 

tanto en c�lulas viables como irradiadas, pero al relativizarlos por el contenido proteico se 

duplican en las c�lulas irradiadas. De la misma manera, el colesterol libre aumenta, no as� los 

�steres de colesterol (Figura 33.B). En cuanto a los fosfol�pidos, luego de la normalizaci�n por 

cantidad de prote�na, se observaron incrementos en fosfatidil-etanolamina, fosfatidil-colina, 

esfingomielina y fosfatil-inositol en los LB de las c�lulas irradiadas, pero una disminuci�n en 

la lisofosfatidil-etanolamina (Figura 33.D). 

 

Figura 33. A. Cromatograf�a en capa delgada representativa para la caracterizaci�n de los l�pidos neutros pres entes 

en los LB, en c�lulas Mel -XY3 viables (V) e irradiadas (!T48). ST1=Est�ndar  de Triole�na+Colesterol (10 µg), 

ST2= Est�ndar de Palmitato de Colesterol (1 µg), EC=�steres de Coles terol, TG=Triglic�ridos, AGL=çcidos 

Grasos Libres, CL=Colesterol Libre, DG=Diglic�ridos y M G=Monoglic�ridos. B. Arriba, densitometr�a de la 

placa para l�pidos neutros en unidades arbitrarias (u.a.). Abajo, densitometr�a de l�pidos neutros relativizados al 

contenido de prote�na total. C. Cromatograf�a en capa delgada representativa para la caracterizaci�n de los 

fosfol�pidos presentes en los LB, en c�lulas Mel -XY3 viables (V) e irradiadas (!T48). ST3= Est�ndar de Fosfatidil-

Etanolamina, ST4= Est�ndar de Esfingomielina, FE=Fosfatil-Etanolamina, FS=Fosfatidil-Serina, FI=Fosfatidil-

Inositol, FC=Fosfatidil-Colina, EM=Esfingo-Mielina y LFC=Lisofosfatidil-Colina. D. Arriba, densitometr�a de la 

placa para fosfol�pidos en unidades arbitrarias (u.a.). Abajo, densitometr�a de fosfol�pidos relativizados al 

contenido de prote�na total. 
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2.4. Generaci�n de los cuerpos lip�dicos en las c�lulas irradiadas 

Para dilucidar los posibles mecanismos por los cuales se incrementan en cantidad y 

n�mero los LB inducidos por radiaci�n, se agreg� un pulso del precursor de s�ntesis lip�dica 

[14C]-�cido ac�tico a los cultivos celulares. Se cuantific� su incorporaci�n por c�lulas Mel-

XY3 viables y a distintos tiempos luego de ser irradiadas con 70 Gy. Observamos una 

importante incorporaci�n de radiactividad en las c�lulas viables que, luego de la irradiaci�n, 

se reduce abruptamente y sigue en descenso durante las primeras 24 h. En los d�as posteriores 

se incrementa levemente la fijaci�n del [ 14C]-�cido ac�tico en las c�lulas, pero los niveles 

correspond�an a un 10 % de lo incorporado por las c�lulas viables (Figura 34.A). El mismo 

patr�n se pudo observar en los LB extra�dos de estas c�lulas. A pesar del incremento que se 

produjo en la cantidad de triglic�ridos que los conforman, �ste no fue acompa�ado por una 

mayor incorporaci�n del precursor [ 14C]-�cido ac�tico (Figura 34.B). 

 

Figura 34. A. S�ntesis de �cidos grasos en c�lulas Mel -XY3 enteras. Se cuantific� la 

incorporaci�n de [ 14C]-�cido ac�tico en c�lulas viables y a distintos tiempos luego  de su 

irradiaci�n (post -!). B. Izquierda, cromatograf�a en capa delgada de los l�pidos neutros en 

c�lulas Mel -XY3 viables (V) e irradiadas a distintos tiempos (post-!). Derecha, revelado 

radiactivo de la placa. EC=�steres de Colesterol, TG=T riglic�ridos, CL=Colesterol Libre 

y DG=Diglic�ridos.  

 

Con la intenci�n de modular los niveles de los l�pidos neutros, se utiliz� la droga C75 

en c�lulas Mel-XY3 viables para inhibir una de las v�as de s�ntesis lip�dica. Se ensay� el efecto 

del C75 realizando una curva de concentraciones de la droga, desde 1 µg/ml hasta 50 µg/ml. 

A trav�s de un ensayo de incorporaci�n de [ 14C]-�cido ac�tico en las c�lulas Mel-XY3 viables, 
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se pudo observar una disminuci�n significativa (p<0,05) en la incorporaci�n del precursor a 

partir de la concentraci�n de 20 µg/ml del inhibidor, pero sin una reducci�n en la cantidad de 

LB por c�lula (datos no mostrados). Al analizar el efecto de la droga sobre la viabilidad de las 

c�lulas Mel-XY3 mediante un ensayo de MTT, se observ� que el inhibidor C75 diminu�a la 

proliferaci�n celular significativamente a partir de una concentraci�n de 10 µg/ml. Al analizar 

estas c�lulas por marcaci�n de Anexina-V e ioduro de propidio, se pudo observar que estas 

c�lulas comenzaban a sufrir un proceso apopt�tico/necr�tico. 

 

3. Co-cultivo de las c�lulas dendr�ticas con las c�lulas Apo -Nec 

Se analiz� la interacci�n en cultivo entre las c�lulas Mel-XY3 irradiadas a 70 Gy, 

denominadas Apo-Nec, y CD derivadas de monocitos humanos. Se determin� la respuesta de 

estas CDi durante la preparaci�n de la vacuna, al ser co-cultivadas con las c�lulas Apo- Nec 

como fuente de Ag, focaliz�ndonos en su maduraci�n y captaci�n de Ag tumorales. 

 

3.1. Maduraci�n de las c�lulas dendr�ticas 

Se analiz� la expresi�n de una serie de marcadores presentes en las CDi y c�mo �sta 

variaba luego de la utilizaci�n de diferentes est�mulos de maduraci�n, como el LPS y el CC y, 

en particular, el efecto del co-cultivo con las c�lulas Apo-Nec (Figura 35). 
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Figura 35. Histogramas representativos de la expresi� n de marcadores de maduraci�n en 

las CDi y luego de 48 h de maduraci�n con distintos est�mulos. El sombreado gris 

corresponde al control de isotipo. La serie de datos de cada marcador fueron obtenidos de 

un mismo donante sano. 

 

Las CDi derivadas de monocitos, luego de 5 d�as de diferenciaci�n, eran en su totalidad 

CD11c+ y CD14-. Se estudiaron los cambios en la expresi�n de las mol�culas CD80, CD86, 

CD83, CD1a, HLA-I y HLA-II. Tambi�n se analiz� la expresi�n de receptores de quemoquinas 

(datos presentados en el Cap�tulo II de los Resultados de la presente Tesis). La maduraci�n de 

las CD con un est�mulo conocido como el LPS fue tomada como referencia para evaluar los 

cambios en la expresi�n de estas mol�culas en las CDi, observ�ndose un aumento significativo 

de los marcadores CD80, CD86 y CD83 (p<0,05) y una modulaci�n menor de las mol�culas 

de los complejos de HLA. El est�mulo inducido por el CC sobre las CDi fue m�s fuerte, 

produciendo un aumento de mayor magnitud en los marcadores de maduraci�n (Tabla 3). En 

ninguno de los casos se pudo modificar significativamente la baja expresi�n de CD1a. Las 

c�lulas Mel-XY3 Apo-Nec indujeron un efecto moderado sobre la maduraci�n, resultando no 

significativo en la mayor�a de los casos y con mayor variabilidad entre dadores, comparado 

con los dem�s controles de maduraci�n. 

CDi 

  
CD+LPS 

 CD+CC 

CD/Apo-Nec 

CD/Apo-Nec 
+CC 

MFI 
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Tabla 3. Modulaci�n de la expresi�n de mol�culas co -estimulatorias y presentadoras de 

Ag en CDi luego de ser expuestas a diferentes est�mulos de maduraci�n (LPS, CC o c�lulas 

Apo-Nec). Los resultados se expresan con los intervalos de confianza de la magnitud del 

efecto de los tratamientos (n=8). 

 

3.2. Uso del c�ctel de citoquinas pro-inflamatorias en el co-cultivo CD/Apo- Nec 

Con la intenci�n de aumentar y homogenizar la maduraci�n de las CD durante el co-

cultivo con las c�lulas Apo-Nec, se agreg� el CC durante las 48 h de preparaci�n de la vacuna. 

De esta manera, se pudo observar un incremento significativo de la maduraci�n, con una fuerte 

regulaci�n positiva de los marcadores CD80, CD83, CD86, HLA-I y H LA-II en las CD de la 

vacuna (Figura 35). El CC increment� hasta 5 veces la expresi�n de los marcadores de 

maduraci�n de la vacuna CD/Apo-Nec, mientras que los complejos de HLA aumentaron 

alrededor de un 80 % (p<0,001) (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Modulaci�n de l a expresi�n de marcadores de maduraci�n en la vacuna CD/Apo -

Nec mediante el agregado del CC (n=3). Los resultados se expresan con los intervalos de 

confianza de la magnitud del efecto del tratamiento, expresada en porcentaje. 

 

3.3. Fagocitosis de las c�lulas Apo-Nec y aumento de los cuerpos lip�dicos en las c�lulas 

dendr�ticas 

Las c�lulas Apo-Nec ofrecen los Ag para generar la vacuna CD/Apo-Nec, los cuales 

son activamente incorporados, procesados y presentados por las CDi. Se determin� el 

porcentaje de CD que fagocitaban partes o restos de las c�lulas Apo-Nec, o en otras palabras, 

la eficiencia de cargado de la vacuna con el material derivado de las c�lulas de melanoma 

irradiadas. Para esto, las c�lulas Apo-Nec se marcaron con el colorante fluorescente PKH67 

previamente al co-cultivo. De esta manera pudimos cuantificar la cantidad de CD que 

efectivamente incorporaban restos de estas c�lulas durante las 48 h de su co-cultivo. A ese 
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tiempo, aproximadamente el 50 % de la mezcla de c�lulas de la vacuna CD/Apo- Nec 

corresponde a CD CD86+ que incorporaron restos celulares provenientes de las c�lulas Apo-

Nec (Figura 36.A y .B). Un proceso de maduraci�n abrupto de las CD, inducido por la 

utilizaci�n de CC durante el co-cultivo, no impact� negativamente en la fagocitosis de las 

c�lulas Apo-Nec. En este caso, la fagocitosis fue de alrededor del 40 %, pero esta disminuci�n 

no fue significativa. Este fue un proceso activo por parte de las CD, ya que en ambos casos la 

fagocitosis fue inhibida por completo a 4 …C (p<0,01) (Figura 36.A). 

Adem�s de la captura de restos de Apo-Nec totales, se estudi� la captura de Ag 

espec�ficos por parte de las CD. Como ya se hab�a determinado anteriormente, las c�lulas Mel-

XY3 viables presentan una alta expresi�n del Ag MART-1, que disminuye luego de la 

irradiaci�n, pero en los d�as subsiguientes se conserva diferencialmente respecto a otras 

prote�nas citoplasm�ticas. Al preparar el co-cultivo de la vacuna con c�lulas Apo- Nec a T 0 h 

post-irradiaci�n, el Ag MART-1 muestra una alta expresi�n y se encuentra disponible para ser 

capturado por las CD. Se determin� que durante el co-cultivo el Ag MART-1 disminuye mucho 

m�s r�pidamente que en las c�lulas Apo-Nec solas, haci�ndose evidente esta disminuci�n ya a 

las 24 h de cultivo (Figura 33.C). 

 

Figura 36. A. Cuantificaci�n de la fagocitosis de las c�lulas Apo -Nec por citometr�a de 

flujo. El porcentaje de fagocitosis corresponde a la poblaci�n CD86 +PKH67+ en el co-

cultivo. Se compar� la mezcla inicial CD+Apo -Nec (T0) con co-cultivos de 48 h, incubados 

a 37… C o 4 …C (n=6). B. Fotos obtenidas por microscop�a de fluorescencia de una CD CD86+ 

con trazas de Apo-Nec en su interior (PKH67+). C. Western-blot del Ag MART-1 en c�lulas 

Mel-XY3 viables o irradiadas a 70 Gy (Apo-Nec), a diferentes tiempos, y en los co-cultivos 

con CD (vacuna CD/Apo-Nec). manteniendo la misma proporci�n  de c�lulas Apo -Nec,  

A B 

C 



  RESULTADOS — CAPŒTULO I 

 84 

Mediante el an�lisis del co-cultivo por microscop�a confocal, se evalu� la captura del 

Ag MART-1 y la presencia de LB, tanto en las c�lulas Apo-Nec como en las CD (Figura 37). 

Primero, se pudo determinar que la prote�na MART-1, ofrecida por las c�lulas Apo-Nec y que 

era eliminada r�pidamente en el co-cultivo, era incorporada por las CD. Adem�s, se observ� 

que las CDi conten�an LB citoplasm�ticos y que �stos aumentaban en n�mero con la 

maduraci�n. Sin embargo, en el co-cultivo, donde eran fagocitadas las c�lulas Apo-Nec que 

adem�s de MART-1 presentaban un nivel muy alto de LB, las CD presentaban un aumento 

mayor en cantidad y tama�o de sus LB (Figura 37). 

 

Figura 37. Captura del Ag MART-1 y aumento de los LB en las CD luego de 48 h de co-

cultivo con las c�lulas Apo -Nec. Se muestra la fusi�n de los distintos canales a dquiridos 

en las im�genes, obtenidas por microscop�a confocal. Los tri�ngul os blancos indican la 

presencia de MART-1 intracelular en las CD. 

 

Previamente, ya se hab�a observado mediante la marcaci�n con Oil Red O que las 

c�lulas Apo-Nec expulsaban, al menos en parte, sus LB (Figura 30.C), y se lo pudo confirmar 

mediante la marcaci�n con Bodipy 493/503 en los cultivos clonog�nicos (Figura 38.A). 

Entonces, para evaluar una posible transferencia de estos LB desde las c�lulas Apo- Nec a las 

CD, se desarroll� una estrategia experimental que permiti� analizar este proceso. La marcaci�n 

de las c�lulas Apo-Nec con Bodipy 493/503 era retenida y mantenida en las c�lulas, sin p�rdida 

ni transferencia inespec�fica del colorante, durante varios d�as. Esto permiti� marcar las c�lulas 

Apo-Nec de manera previa a su co-cultivo con las CD y evaluar, luego de 48 h, la presencia de 

LB marcados dentro de estas �ltimas. Efectivamente, se pudo observar que algunos LB eran 

capturados por las CD luego del co-cultivo con las c�lulas Apo-Nec (Figura 38.B), siendo �ste 

un proceso activo, ya que no se observ� dicha transferencia cuando el cultivo se incubaba a 4 

…C. Sin embargo, este fen�meno observado no llega a explicar el aumento total de los LB en 

las CD de la vacuna. 
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Figura 38. A. Cultivo clonog�nico de 7 d�as de c�lulas Mel -XY3 viables e irradiadas a 70 

Gy (post-!), marcado con Bodipy 493/503 (verde) y Hoescht (azul). B. Marcaci�n con 

Bodipy 493/503 para detectar transferencia de LB en el co-cultivo de la vacuna CD/Apo-

Nec. Por un lado, se realiz� una marcaci�n del co -cultivo a las 48 h con CD86 y Bodipy. 

Por otro, se marc� solamente a las c�lulas Apo -Nec con Bodipy previamente al co-cultivo, 

y a las 48 h se hizo la marcaci�n para CD86. Estos �ltimos cultivos se incubaro n en paralelo 

a 37 …C y a 4 …C. 

 

4. Efecto del contenido lip�dico de las c�lulas Apo -Nec sobre la funci�n de las 

c�l ulas dendr�ticas luego del co-cultivo 

Debido al marcado incremento de l�pidos en las CD luego del co-cultivo con c�lulas 

Apo-Nec, se decidi� determinar si este hecho pod�a interferir con alguna de sus funciones 

presentadoras e inmunomoduladoras. Se compar� la interacci�n de las c�lulas en cultivo y 

algunos par�metros funcionales de la vacuna, mediante la utilizaci�n de c�lulas Apo- Nec que 

ofrecieran diferente contenido lip�dico a las CD. Este an�lisis se realiz� teniendo en cuenta el 

grado de maduraci�n las CD en los co-cultivos. 
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4.1. Interacci�n entre las c�lulas Apo-Nec y las c�lulas dendr�ticas en cultivo 

Dado que los cuerpos l�pidicos observados en las c�lulas Mel-XY3 luego de la 

irradiaci�n no se generaban de novo y no se pudo inhibir su formaci�n, se utilizaron c�lulas 

Apo-Nec con distinto contenido lip�dico, conociendo la din�mica de formaci�n de los LB de 

las mismas. Se elaboraron los co-cultivos CD/Apo-Nec utilizando c�lulas Apo- Nec 

inmediatamente luego de descongelarlas (Apo-Nec-T0), las cuales ofrecen un alto contenido 

lip�dico, y se los compar� con co-cultivos realizados utilizando c�lulas Apo-Nec que 

permanecieron plaqueadas durante 72 h (Apo-Nec-T72), las cuales ya han liberado parte de 

los LB y por ende ofrecen un menor contenido lip�dico a las CD. De esta manera, se cont� con 

dos condiciones de c�lulas Apo- Nec para utilizar como fuente de Ag. �stas se combinaron en 

co-cultivos con CD, con el uso alternativo del CC para inducir su maduraci�n. 

Al analizar el aspecto de los co-cultivos al microscopio �ptico, se observaron 

importantes diferencias en la interacci�n entre las c�lulas. En ausencia del CC, las CD ten�an 

un fenotipo m�s adherente a la placa de cultivo y se generaban grandes c�mulos de c�lulas. 

Los co-cultivos de las CD con Apo-Nec-T0 presentaban c�mulos de un tama�o relativamente 

mayor que en los co-cultivos con Apo-Nec-T72. Con una inmunomarcaci�n para CD86, se 

pudo distinguir que las CD se ubicaban en la periferia de grandes c�mulos de c�lulas Apo-Nec. 

En cambio, cuando se preparaban los co-cultivos en presencia del CC, indistintamente de las 

c�lulas Apo-Nec utilizadas, las CD adquir�an un fenotipo menos adherente y la mayor�a de 

ellas se encontraban sueltas en suspensi�n, sin grandes c�mulos de c�lulas Apo-Nec (Figura 

39). 

 

Figura 39. Co-cultivos preparados con c�lulas Apo -Nec descongeladas al momento del co-

cultivo (Apo-Nec-T0) o 72 h antes (Apo-Nec-T72) y con el agregado alternativo del CC. 

Observaci�n al microscopio �ptico e inmunomarcaci�n para CD86. 
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4.2. Fagocitosis de ant�genos y presencia de l�pidos en las c�lulas dendr�ticas 

Adem�s de describir las caracter�sticas de la interacci�n entre las c�lulas durante el co-

cultivo, se busc� determinar si la diferencia de contenido lip�dico de las c�lulas Apo- Nec 

modulaba de alguna manera el contenido lip�dico de las CD de la vacuna, as� como la 

incorporaci�n de Ag, como MART-1. 

El cambio en la fuente de Ag no gener� diferencias en cuanto al contenido lip�dico de 

las CD. Tanto en el co-cultivo con Apo-Nec-T0 como con Apo-Nec-T72, se observ� un 

incremento en la cantidad y el tama�o de los LB citoplasm�ticos de las CD, similar en ambas 

condiciones. Otra observaci�n interesante fue que el agregado de CC tampoco modificaba el 

contenido lip�dico de las CD de la vacuna, a pesar del marcado aumento del estado de 

maduraci�n (Figura 40). La detecci�n del Ag MART-1 capturado por las CD, fue similar en 

todas las condiciones, con un leve incremento en el co-cultivo con Apo-Nec-T72. 

 

Figura 40. An�lisis del contenido lip�dico y MART -1 de la vacuna preparada con c�lulas 

Apo-Nec descongeladas al momento del co-cultivo (Apo-Nec-T0) o 72 h antes (Apo-Nec-

T72) y con el agregado alternativo del CC, por microscop�a confocal. 
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4.3. Capacidad estimulatoria de las c�lulas dendr�ticas sobre linfocitos alogeneicos 

Por �ltimo, luego de haber evaluado las interacciones en cultivo y la fagocitosis de las 

c�lulas Apo-Nec con distinto contenido lip�dico, se determin� si eran diferentes como est�mulo 

de maduraci�n de las CD y c�mo se ve�a reflejado en la estimulaci�n de linfocitos alogeneicos 

en un ensayo de MLR. 

Mediante el an�lisis de la expresi�n de algunos marcadores de superficie, como CD80, 

CD86, CD83 y HLA-II, se pudo observar una tendencia a una mayor maduraci�n de las CD 

cuando se co-cultivaban con Apo-Nec-T72, de menor contenido lip�dico, aunque no fue una 

diferencia estad�sticamente significativa. Al agregar el CC, utilizando tanto Apo-Nec-T0 como 

Apo-Nec-T72, la maduraci�n aumentaba notablemente, pero manteniendo la tendencia 

observada seg�n el contenido lip�dico de las c�lulas Apo-Nec. En estas condiciones, las c�lulas 

de la vacuna fueron enfrentadas a linfocitos alogeneicos para evaluar su capacidad 

estimulatoria, en un ensayo de MLR (Figura 41). Mientras que las CDi generaban una 

activaci�n m�nima de los linfocitos y la maduraci�n con LPS induc�a un incremento de 

aproximadamente 10 veces en la proliferaci�n, la maduraci�n de las CD con CC generaba una 

estimulaci�n m�xima significativa sobre los linfocitos alogeneicos (p<0,001). En este 

contexto, las vacunas CD/Apo-Nec ten�an una baja capacidad estimulatoria, apenas mayor que 

la inducida por las CDi, independientemente del contenido lip�dico de las c�lulas Apo- Nec 

utilizadas al realizar los co-cultivos. El agregado de CC durante la preparaci�n de los co-

cultivos tiene un alto impacto en la respuesta proliferativa inducida sobre los linfocitos 

alogeneicos (p<0,001). Nuevamente, este efecto es independiente del contenido lip�dico de las 

c�lulas Apo-Nec, alcanzando un valor similar entre ambos co-cultivos, pero levemente menor 

que el generado por el control de CD maduradas solamente con CC. 

 

Figura 41. Respuesta del ensayo de reacci�n 

leucocitaria mixta (relaci�n efector: target 

10:1) de la vacuna CD/Apo-Nec, comparando 

el uso de c�lulas Apo -Nec con distinto 

contenido lip�dico (AC=alto contenido 

lip�dico, BC=bajo contenido lip�dico) y el 

agregado del CC. Se utilizaron CDi y 

maduradas con LPS o CC como controles 

(n=3). 
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Resumen 

Cap�tulo I: Caracterizaci�n de la fuente de ant�geno (Apo-Nec ) y la interacci�n con 
las c�lulas dendr�ticas en el co-cultivo de la vacuna CD/Apo- Nec 

 

- Se caracteriz� la integridad de las c�lulas de melanoma l uego de ser tratadas con altas 

dosis de irradiaci�n gamma. Las c�lulas presentan una p�rdida total de la viabilidad y 

capacidad proliferativa, atravesando un proceso apopt�tico/necr�tico, con dis minuci�n 

gradual del contenido proteico total. En particular, la expresi�n del com plejo HLA-I se 

pierde, mientras que MART-1 se conserva. 

- Se estudi� en profundidad la inducci�n de LB citoplasm�ticos en las  c�lulas luego de la 

irradiaci�n. El marcado incremento de los LB producido en las primer as 48 h comienza 

luego a disminuir y esos l�pidos son liberados por las c�lulas irradia das al medio. El 

an�lisis de su composici�n bioqu�mica revela un predominante aumento de l os 

triglic�ridos, que no provienen de la s�ntesis de novo a partir del precursor �cido ac�tico 

en las c�lulas. 

- Se analiz� la interacci�n en cultivo de las CD con las c�lula s irradiadas (Apo-Nec), como 

fuente de Ag. Las c�lulas Apo-Nec inducen una activaci�n de las CD,  que es incrementada 

considerablemente con el agregado del c�ctel de citoquinas TNF- ", IL-1#, IL-6 y PGE2. 

Las CD fagocitan los restos de las c�lulas Apo-Nec y procesan Ag tumorales, como 

MART-1, mientras adquieren un fenotipo maduro. Durante este proceso, tambi�n 

aumentan los l�pidos citoplasm�ticos de las CD, que s�lo en una peque�a proporci�n son 

transferidos directamente por las c�lulas Apo- Nec. 

- Se estudi� el efecto de los l�pidos citoplasm�ticos sobre la funci�n de las CD, utilizando 

c�lulas Apo-Nec con diferente contenido lip�dico al momento de arma r el co-cultivo de la 

vacuna. Determinamos que sin importar el contenido lip�dico inicial hay un aumento 

similar de l�pidos citoplasm�ticos en las CD, sin cambios en l a captura antig�nica, seguida 

a trav�s de MART-1, y una formaci�n de grandes agregados celulares  en los co-cultivos 

de la vacuna, que luego muestran una baja estimulaci�n alogeneica de linf ocitos. Esta 

situaci�n es revertida en las condiciones de maduraci�n con el c�ctel de citoquinas, donde 

adem�s se observa una disrupci�n de los agregados celulares. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Capacidad migratoria in vitro de la 
vacuna CD/Apo-Nec y distribuci�n a los 
ganglios linf�ticos in vivo en el modelo 

de rat�n nude  
 
 
  

CAPŒTULO II 



  RESULTADOS — CAPŒTULO II 

 91 

1. Respuesta quimiot�ctica in vitro de la vacuna CD/Apo-Nec 

Como primer paso para determinar las caracter�sticas migratorias de la vacuna 

CD/Apo-Nec, se evalu� su sensibilidad y capacidad de respuesta frente a se�ales inflamatorias 

y de homing a GL. En particular, se busc� caracterizar los cambios generados en estos 

par�metros por el uso de diferentes agentes de maduraci�n agregados al co-cultivo CD/Apo-

Nec durante la elaboraci�n de la vacuna. 

1.1. Capacidad de respuesta y motilidad de la vacuna frente a diferentes quimioquinas 

La sensibilidad de la vacuna a las quimioquinas CCL3 y CCL19 fue caracterizada tanto 

por su respuesta quimiot�ctica in vitro como por la expresi�n de sus receptores CCR5 y CCR7, 

respectivamente. La migraci�n de las CDi en respuesta a la quimioquina CCL3 disminuy� 

significativamente (p<0,05) luego del proceso de maduraci�n con todos los est�mulos 

utilizados, incluido el co-cultivo con las c�lulas Apo-Nec. De manera inversa, la baja 

migraci�n hacia CCL19 que presentan las CDi aumenta con la maduraci�n con LPS y CC y, 

en menor medida, luego del co-cultivo de la vacuna, aunque en todos los casos ese aumento 

fue significativo (Figura 42.A y B). La migraci�n de la vacuna evaluada a trav�s de transwells 

reprodujo los resultados obtenidos en la microc�mara de quimiotaxis (datos no mostrados). 

 

Figura 42. A. Imagen descriptiva de las membranas analizadas para evaluar la migraci�n de 

las CD en la micro-c�mara de quimiotaxis. CD=c�lula dendr�tica, L =linfocitos B. Determinaci�n del 

cambio en el patr�n de respuesta mi gratoria de las CD luego de 48 h de maduraci�n con diferentes 

est�mulos. Las condiciones analizadas fueron evaluadas por triplicado y se contabiliz� el n�mero de 

c�lulas migrantes frente a  las quimioquinas CCL3 y CCL19; (n=3). 

 

CD/Apo-Nec (CCL19) 

20X 40X 

B A 

CD 

L 
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La expresi�n del receptor CCR5 presente en las CDi se redujo un 75 % luego del co-

cultivo con las c�lulas Apo-Nec. Esta disminuci�n lleg� a un m�nimo de 90 % si se utilizaba 

el CC durante el co-cultivo. En el caso del receptor CCR7, el uso del CC durante la preparaci�n 

de la vacuna fue necesario para detectar un aumento significativo en su expresi�n (p<0,01) 

(Figura 43.A y .B). 

 

Figura 43. A. Balance de la expresi�n de los quimiorreceptores CCR5 ( n=8) y CCR7 (n=9) 

en las CDi y su modulaci�n luego del co -cultivo con c�lulas Apo -Nec. La expresi�n se 

determin� por citometr�a de flujo. B. Histogramas representativos que muestran la 

expresi�n de los quimiorreceptores CCR5 y CCR7 en las condicio nes analizadas. El 

sombreado gris corresponde al control de isotipo. La serie de cada marcador fue obtenida 

de un mismo donante sano. 

 

1.2. Modulaci�n de la maduraci�n y la quimiotaxis de la vacuna CD/Apo-Nec preparada 

con diferentes componentes del CC 

Se estudi� el efecto del agregado de algunas citoquinas que componen el CC por 

separado en el co-cultivo de la vacuna CD/Apo-Nec, en particular de IL-6 y PGE2 que pueden 

cumplir diferentes roles seg�n el contexto inmune. Se determin� su contribuci�n parcial a la 

maduraci�n y a la expresi�n de los receptores de quimioquinas de las CD de la vacuna, dado 

que impactan en la respuesta migratoria de la misma. El agregado de PGE2 por separado logr� 

aumentar la expresi�n de algunos marcadores de maduraci�n de la vacuna CD/Apo-Nec, 

mientras que con el uso de IL-6 en algunos casos la maduraci�n fue menor. Sin embargo, s�lo 

en el caso del uso del CC completo se observ� un aumento combinado de los marcadores 

CD86, CD83 y HLA-II (Figura 44). 

B A 
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Figura 44. Se analiz� la 

contribuci�n parcial de 

algunos componentes del CC 

al proceso de maduraci�n de 

la vacuna CD/Apo-Nec. Se 

determinaron los niveles de 

expresi�n de los marcadores 

CD86, CD83 y HLA-II (n=2). 

Seg�n el marcador se analiz� 

el porcentaje de expresi�n (%) 

o su intensidad media de 

fluorescencia (MFI). 

En todos los casos la expresi�n del receptor CCR5 en la vacuna fue menor que en las 

CDi. En cambio, la expresi�n del receptor CCR7, que con el uso conjunto de todos los 

componentes del CC alcanz� su m�ximo, present� niveles disminuidos en presencia de IL-6 

en otras combinaciones (Figura 45.A). Los cambios observados en la expresi�n de los 

quimiorreceptores generados por el uso del CC completo se reflejaron en la respuesta 

quimiot�ctica de la vacuna. La respuesta migratoria frente a CCL19 present� un aumento 

significativo del 40 % cuando la vacuna fue preparada en presencia del CC (Figura 45.B). 

 

Figura 45. A. An�lisis de la 

contribuci�n parcial de algunos 

componentes del CC al balance 

en la expresi�n de los 

receptores CCR5 y CCR7 de la 

vacuna CD/Apo-Nec (n=2). B. 

Cambio en la migraci�n de la 

vacuna CD/Apo-Nec preparada 

con el CC completo, en micro-

c�mara de quimiotaxis. ( n=3). 

Los resultados se expresan con 

los intervalos de confianza de la 

magnitud del efecto del 

tratamiento, expresada en 

porcentaje. 

B 

A 



  RESULTADOS — CAPŒTULO II 

 94 

 

1.3. Utilizaci�n in vitro de adyuvantes durante la preparaci�n del co-cultivo de la vacuna 

y su impacto sobre su maduraci�n y quimiotaxis 

Se analiz� la modulaci�n de los par�metros de maduraci�n y quimiotaxis de la vacuna 

CD/Apo-Nec con el agregado del ligando de TLR4 BCG, el an�logo de TLR7 Imiquimod y la 

citoquina GM-CSF, utilizados como adyuvantes, solos o en combinaci�n con el CC. En cuanto 

a la expresi�n de marcadores de maduraci�n, no se pudo observar efectos individuales 

adicionales en la maduraci�n, m�s all� del aumento en la maduraci�n inducido por el CC. No 

se detect� interacci�n en el efecto de ninguno de los adyuvantes con el uso del CC. Con los 

adyuvantes no se observ� un efecto homog�neo, generando mayor dispersi�n de los resultados, 

dependiendo de la muestra del donante utilizado (Tabla 5).  En cuanto a la respuesta 

quimiot�ctica, se obtuvieron resultados similares a los de la maduraci�n de la vacuna CD/Apo-

Nec. No hubo interacci�n entre el efecto de los adyuvantes con el generado por el CC y, m�s 

all� de algunas tendencias observadas, no hubo ning�n efecto significativo sobre la migraci�n 

hacia CCL3 o CCL19 (Tabla 6). 

X'/).'%% B2(),'/-0.%(5,%Y%(5%5Z;*5:-0.%1<#[UY7% B2(),'/-0.%(5%,'%BI<%1<#[UY7%

#$WF;2K\5/% #$OS% #$OV% #$OT% ]!FK<% ]!FK<<%

%^%"#_% I<J:!K!<LJDM!N! IA9JD!K!?<J9M!N! IAB?JL!K!<DJ?M!N! IABFJF!K!:?J=M!N! IAB;J;!K!9?J=M!N!

%^%<&-8)-&2(% I:J?!K!L=JFM!N! IA?J9!K!?9J<M!N! IA?=JL!K!L:JFM!N! IA9FJF!K!?DJLM!N! IA:LJ;!K!BDJ=M!N!

%^%_BK#AI% IB9JF!K!L;J=M!N! IABBJ?!K!9?JDM!N! IAB;J;!K!;?J<M!N! IA?BJD!K!9BJ9M!N! IA:LJ:!K!?=J?M!N!
 

Tabla 5. An�lisis de la modulaci�n en la expresi�n de diferentes marc adores de maduraci�n 

de la vacuna CD/Apo-Nec, utilizando diferentes adyuvantes durante su preparaci�n ( n=3). 

Los resultados se expresan con los intervalos de confianza de la magnitud del efecto del 

tratamiento, expresada en porcentaje. 

 

Tabla 6. An�lisis de la respuesta 

quimiot�ctica de la vacuna CD/Apo -Nec, 

utilizando diferentes adyuvantes durante 

su preparaci�n (n=3). Los resultados se 

expresan con los intervalos de confianza 

de la magnitud del efecto del tratamiento, 

expresada en porcentaje. 
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2. Rol de la metaloproteasa 9 en la motilidad invasiva de la vacuna CD/Apo-

Nec 

Luego de caracterizar el perfil de respuesta migratoria in vitro frente a distintas 

quimioquinas, evaluamos los niveles de metaloproteinasas secretadas por la vacuna al medio 

de cultivo, que representa otra caracter�stica importante involucrada en la motilidad de las 

c�lulas inmunes. Adem�s de cuantificar su liberaci�n, se evalu� la actividad funcional de la 

MMP-9 en la vacuna CD/Apo-Nec, en relaci�n a la capacidad de migraci�n invasiva a trav�s 

de Matrigel en respuesta a diferentes quemoquinas. 

 

2.1. Secreci�n de metaloproteasas y su modulaci�n con la maduraci�n de la vacuna 

El an�lisis de los medios condicionados de la vacuna CD/Apo-Nec revel� actividad 

para las gelatinasas MMP-2 y MMP-9. Pudimos determinar que la MMP-2 era producida por 

las c�lulas Apo-Nec mientras que la MMP-9 era secretada por las CD de la vacuna (Figura 

46.A). Al cuantificar la actividad de la MMP-9 en los zimogramas, pudimos determinar que 

las CDi secretan un nivel basal de la enzima y que estos niveles aumentaban con la maduraci�n. 

Luego de 48 h, el co-cultivo de las CD con las c�lulas Apo-Nec logr� generar niveles de 

actividad de MMP-9 similares a los de activaci�n de las CDi con LPS y el CC, todos �stos 

significativamente superiores a los obtenidos con las CDi (p<0,05) (Figura 46.B). 

 

Figura 46. A. Zimograma representativo de la actividad gelatinasa presente en el medio 

condicionado de CD, co-cultivos de vacuna y c�lulas Apo -Nec a diferentes tiempos post-

irradiaci�n (T  24 h y T 48 h). B. Actividad de la gelatinasa MMP-9 liberada por las CD 

luego del proceso de maduraci�n, con LPS, CC o c�lulas Apo -Nec (n=4). La actividad 

gelatinasa fue determinada en los medios condicionados y representada en unidades 

arbitrarias (u.a.), seg�n se descri be en ÔMateriales y m�todosÕ.  

A! B!



  RESULTADOS — CAPŒTULO II 

 96 

 

El agregado del CC al co-cultivo de CD/Apo-Nec gener� un incremento de la secreci�n 

de MMP-9, que result� en promedio 1,4 veces superior (p<0,001) al producido por la vacuna 

CD/Apo-Nec. Este incremento se mantuvo en combinaci�n con los otros adyuvantes ensayados 

in vitro (BCG, Imiquimod y GM-CSF) (Figura 47.A y .B). No se detectaron diferencias 

significativas en la actividad de la MMP-9 en el medio condicionado de la vacuna con el uso 

de los adyuvantes BCG, Imiquimod o GM-CSF ensayados in vitro. No hubo interacci�n entre 

el efecto de los adyuvantes y el CC en el co-cultivo (Figura 47.B). 

 

Figura 47. A. Zimograma representativo de la actividad de MMP-9 liberada por las CD 

luego de la maduraci�n y en los co -cultivos de la vacuna CD/Apo-Nec combinada con el 

uso de CC y los adyuvantes BCG, Imiquimod (IMI) y GM-CSF. Los n�meros blancos 

indican la actividad de MMP-9 relativa al co-cultivo CD/Apo-Nec. B. Comparaci�n de la 

actividad de MMP-9 en los co-cultivos de la vacuna CD/Apo-Nec, tras el agregado del CC 

o adyuvantes. Como la interacci�n entre los 2 factores no fue significa tiva, se muestra el 

an�lisis de efectos principales ( n=4). La actividad gelatinasa fue determinada en los medios 

condicionados y representada en unidades arbitrarias (u.a.). n.s.=no significativo. 

 

 

 

 

A!

B!
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2.2. Capacidad invasiva de la vacuna en respuesta a quimioquinas 

Habiendo evaluado la capacidad de respuesta quimiot�ctica de la vacuna, se quiso 

analizar su respuesta migratoria invasiva, otro par�metro de importancia para describir la 

motilidad de la vacuna CD/Apo-Nec frente a las quimioquinas de inter�s. 

Se determin� la capacidad invasiva de la vacuna CD/Apo- Nec a trav�s de transwells 

recubiertos con matrigel frente a CCL3 y a CCL19, que result� tener un mejor patr�n 

migratorio cuando era preparada con el CC. La limitada respuesta de CD/Apo-Nec frente a 

CCL19 aument� alrededor de un 100 % con el agregado del CC durante el co-cultivo (p<0,05). 

En cambio, la migraci�n hacia CCL3 se redujo un 75 % con el uso del CC (p<0,05), valor que 

s�lo llegaba al 50 % en el caso de CD/Apo-Nec (Figura 48). 

 

Figura 48. Migraci�n invasiva de la vacuna 

CD/Apo-Nec, evaluada en transwells 

recubiertos con matrigel. Cuantificaci�n por 

citometr�a de flujo, a tiempo fijo de 60 s, de las 

c�lulas que atravesaron la membrana luego de un 

ON (CCL3 n=3 y CCL19 n=4). 

 

Al evaluar el efecto de algunos componentes individuales del CC sobre la capacidad 

invasiva de la vacuna CD/Apo-Nec, se observ� que con el uso de PGE2 se alcanzan niveles de 

migraci�n similares a los obtenidos con el agregado del CC completo (Figura 49.A). La PGE2 

aumentaba moderadamente la expresi�n de CCR7 de la vacuna CD/Apo- Nec (Figura 45.A) 

pero con un mayor aumento de la secreci�n de MMP-9 (Figura 49.B). 
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Figura 49. A. Migraci�n invasiva de la 

vacuna CD/Apo-Nec, evaluada en 

transwells recubiertos con matrigel, 

utilizando diferentes combinaciones 

de citoquinas del CC (n=2). B. 

Zimograma para MMP-9 en los 

medios condicionados de los co-

cultivos CD/Apo-Nec con diferentes 

combinaciones de las citoquinas del 

CC. 

 

2.3. Modulaci�n de la MMP-9 y su impacto sobre la migraci�n invasiva  in vitro de la 

vacuna CD/Apo-Nec  

Luego de analizar los cambios en los niveles de MMP-9 liberados durante el co-cultivo 

de la vacuna CD/Apo-Nec y su patr�n migratorio con capacidad invasiva, se busc� determinar 

el efecto directo de la MMP-9 sobre la transmigraci�n de CD/Apo-Nec. Para regular su 

actividad, se utiliz� la droga Inhibitor I, espec�fica para gelatinas as, y la rhuMMP-9 en la 

preparaci�n de los co-cultivos y durante el ensayo de migraci�n. 

 El agregado de la rhuMMP-9 activa aument� significativamente la invasividad de la 

vacuna CD/Apo-Nec y su efecto fue dependiente de la concentraci�n. Se obtuvieron niveles 

similares a los generados por el agregado de CC en la concentraci�n de 200 ng/ml (p<0,05), y 

que aumentaban m�s en la concentraci�n m�xima ensayada (p<0,01) (Figura 50.A). De la 

misma manera, el agregado del Inhibitor I en los co-cultivos revirti� el efecto generado por el 

CC sobre la migraci�n invasiva de la vacuna hacia CCL19 (p<0,05). En este caso, todas las 

concentraciones utilizadas lograron un efecto similar, llevando los valores de la migraci�n a 

los obtenidos inicialmente con la vacuna CD/Apo-Nec (Figura 50.A).  El Inhibitor I tuvo su 

efecto solamente sobre la actividad de la MMP-9, sin interferir con la secreci�n de la gelatinasa 

al medio condicionado de la vacuna (Figura 50.B). 

A!
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Figura 50. A. Migraci�n invasiva de la 

vacuna CD/Apo-Nec, evaluada en 

transwells recubiertos con matrigel, 

utilizando la prote�na activa rhuMMP-9 y el 

Inhibitor I espec�fico de gelatinasas. Los 

valores est�n representados como el 

incremento relativo al valor de la migraci�n 

de la vacuna CD/Apo-Nec (n=4). B. 

Zimograma para determinar la actividad de 

la MMP-9 en los medios condicionados de 

los co-cultivos tratados con el Inhibitor I y 

la rhuMMP-9 activa. 

 

3. Distribuci�n de la vacuna CD/Apo -Nec a los ganglios linf�ticos en ratones 

nude 

A continuaci�n del an�lisis de las caracter�sticas quemot�cticas y de la migraci�n in 

vitro de la vacuna CD/Apo-Nec, se estudi� el patr�n migratorio  in vivo de la vacuna humana. 

Para esto se eligi� un modelo mixto humano-murino para analizar esto proceso debido a la alta 

conservaci�n del receptor CCR7 entre especies humano-rat�n, con 87 % de homolog�a 

(BLAST, National Center for Biotechnology Information, 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y la reactividad cruzada del receptor con sus ligandos 

murinos CCL19 y CCL21, expresados en los tejidos del sistema linf�tico (Campbell et al., 

1998). El modelo murino permiti� analizar el tr�nsito de la vacuna desde el sitio de inoculaci�n 

subcut�neo hasta los GL, cuantificar qu� proporci�n lo hac�a y su distribuci�n entre los 

diferentes GL drenantes. 
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3.1. Evaluaci�n de la arquitectura y mapeo de los ganglios linf�ticos de ratones 

inmunodeficientes 

En primer lugar, se identific� y anal iz� la estructura de los GL de diferentes modelos 

murinos para determinar el m�s apropiado para evaluar la migraci�n de la vacuna humana 

CD/Apo-Nec a corto plazo. Para evitar reacciones de rechazo a las c�lulas humanas en el rat�n 

en el corto plazo, los sistemas murinos analizados fueron las cepas inmunodeficientes nude y 

NOD-SCID. Se compar� la estructura de los GL de ratones de ambas cepas (Figura 51). Los 

GL del rat�n nude, aunque sin linfocitos T en el parac�rtex, conservan una estructura 

compartimentalizada, con fol�culos de c�lulas B, c�lulas mieloides e irrigaci�n sangu�nea y 

linf�tica. Los ratones NOD-SCID presentan GL m�s peque�os, con ausencia de linfocitos y 

regiones diferenciadas. 

 

Figura 51. Coloraci�n con hematoxilina/eosina de cortes histol�g icos de GL murinos 

embebidos en parafina. De rat�n nude: A. Ganglio axilar, B. Ganglio popl�teo y C. Detalle 

del ganglio popl�teo. De rat�n NOD -SCID: D. Ganglios axilares, E. Ganglio popl�teo y F. 

Ganglio ci�tico.  

 

Luego, se realiz� un mapeo del drenaje por v�a linf�tica hasta los GL mediante la 

inyecci�n subcut�nea del colorante Azul de Evans, principalmente desde las almohadillas 

plantares. La mejor distribuci�n del colorante fue obtenida luego de la administraci�n por la 

almohadilla plantar trasera. En los ratones nude, se observ� la coloraci�n de los ganglios 

popl�teo y ci�tico, los primeros en la l�nea de drenaje desde el sitio de inyecci�n (Figura 52.A). 

Esta distribuci�n fue ipsilateral, sin observar tinci�n de los mismos GL contralaterales (Figura 

A! B!

C!

D!

E! F!

nude! NOD-SCID!
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52.B). El ganglio subil�aco, tambi�n denominado inguinal, no mostr� una marcaci�n intensa 

en el rat�n nude (Figura 52.C), que s� se logra detectar en la cepa inmunocompetente BALB/c 

(Figura 52.F). Siguiendo la l�nea de diseminaci�n linf�tica del colorante desde la almohadilla 

plantar trasera, se localiz� el ganglio lumbar (Figura 52.D). Por esta v�a no se detectaron GL a 

mayores distancias desde el punto de origen. Los ganglios axilares, principalmente el axilar 

accesorio, tambi�n denominado braquial, fueron detectados por v�as de administraci�n 

subcut�neas m�s cercanas al miembro anterior (Figura 52.E). En los ratones NOD-SCID, la 

distribuci�n del colorante desde la almohadilla plantar trasera fue similar, presentando GL de 

menor tama�o y en algunos de ellos la coloraci�n fue muy tenue (datos no mostrados). 

 

Figura 52. Mapeo de GL con el colorante Azul de Evans (Harrell 2008). A-D. Coloraci�n 

de GL en ratones nude luego de la inoculaci�n por v�a subcut�nea en la almohadilla pla ntar 

trasera. E. Ganglio axilar marcado luego de la inyecci�n subcut�nea del coloran te en el 

flanco de un rat�n nude. F. Marcaci�n ipsilateral del ganglio subil�aco en un rat�n BALB/c, 

luego de la inoculaci�n en la almohadilla plantar trasera. Con los  tri�ngulos negros se 

se�alan los GL de inter�s. C=ci�tico, P=popl�teo, S=subil�aco (inguinal), L=lumbar , 

AA=axilar accesorio (braquial). 

 

 



  RESULTADOS — CAPŒTULO II 

 102 

3.2. Ensayo de migraci�n de la vacuna CD/Apo-Nec por in vivo imaging en ratones nude 

Una vez elegida la almohadilla plantar trasera como sitio de inoculaci�n para estudiar 

la migraci�n de la vacuna CD/Apo-Nec, se realiz� el seguimiento de su distribuci�n en los 

ratones por in vivo imaging, seg�n se detalla en ÔMateriales y m�todosÕ, registrando im�genes 

de los animales en posici�n dorsal a diferentes tiempos post-inyecci�n (Figura 53.A). Se 

tomaron im�genes de la se�al del colorante DiR presente en los sitios de inyecci�n y de la zona 

lumbar de los ratones, a un tiempo corto luego de la inoculaci�n (2 h) y a las 24 h y 48 h 

posteriores. 

 

Figura 53. A. Imagen de un rat�n nude en el biolumin�metro, anestesiado con isofluorano, 

inoculado con la vacuna CD/Apo-Nec DiR+. B. Imagen representativa de la migraci�n in 

vivo de la vacuna, registrada en un rat�n a las 2  h y a las 48 h post-inyecci�n. El sitio de 

inyecci�n (panel superior) una vez cubierto permite detectar los GL DiR +, se�alados con 

los tri�n gulos negros (panel inferior). 

 

La vacuna se localiz� r�pidamente en los GL drenantes ipsilaterales cercanos, 

observado ya a las 2 horas posteriores a la inyecci�n. A las 48 h se observa una mayor se�al 

acumulada en los ganglios popl�teo y ci�tico, aunque la mayor�a de la se�al del colorante DiR 

permanece en el sitio de inyecci�n (Figura 53.B). 

A! B!
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Se observ� que al inocular la fracci�n de los linfocitos de la vacuna por separado 

tambi�n aparecen c�lulas localizadas en los GL drenantes a lo largo del tiempo, aunque en 

menor proporci�n. De la misma manera, luego de la administraci�n subcut�nea de c�lulas Apo-

Nec DiR+, se detect� se�al en los GL del rat�n (Figura 54). Por esto es que, para la 

cuantificaci�n de la migraci�n efectiva de las CD de la vacuna, se realizaron los co-cultivos de 

la vacuna utilizando CDi purificadas y marcadas previamente con el colorante DiR. 

 

Figura 54. An�lisis por in vivo imaging de la 

llegada de otros componentes de la vacuna 

CD/Apo-Nec a los GL murinos luego de la 

administraci�n subcut�nea. Ratones 

inoculados con c�lulas Apo -Nec o linfocitos 

humanos (PBL), marcados con el colorante 

DiR (DiR+) fueron monitoreados a lo largo del 

tiempo para analizar la aparici�n de se�al 

positiva en los GL regionales. 

 

Tras el estudio de las im�genes, se analiz� la apariencia histol�gica del sitio de 

inyecci�n de la vacuna CD/Apo-Nec. Para esto se recuperaron las patas traseras de los ratones 

luego de 48 h de la inoculaci�n de la vacuna. Mediante una coloraci�n con hematoxilina/eosina 

sobre cortes histol�gicos de esos tejidos, se localizaron las c�lulas de la vacuna presentes en la 

zona plantar, dispersas entre el tejido intersticial y el m�sculo (Figura 55.A-.C). Las CD 

humanas conservaban su morfolog�a y no se observaron zonas necr�ticas aparentes en el 

in�culo. 

d�a 2 

d�a 7 

Apo-Nec DiR+ PBL DiR+ 
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Figura 55. A. Vista general de la histolog�a del sitio de inyecci�n de la vacun a CD/Apo-

Nec en la almohadilla plantar trasera. Los tri�ngulo s negros se�a lan la zona del in�culo. 

Magnificaci�n original: 40 X. B. Detalle de las c�lulas de la vacuna CD/Apo -Nec, 

localizadas entre el tejido de la pata del rat�n. Magnificaci�n orig inal: 400X. C. Detalle de 

las c�lulas de la vacuna CD/Apo -Nec, dispers�ndose entre el tejido adyacente. 

Magnificaci�n original: 1000X.  

 

3.3. Cuantificaci�n de la migraci�n a corto plazo y distribuci�n en los ganglios linf�ticos 

de la vacuna CD/Apo-Nec 

Para evaluar la migraci�n a corto plazo, se tom� como tiempo de referencia las 48 h 

posteriores a la administraci�n de la vacuna CD/Apo-Nec. Para la cuantificaci�n detallada de 

la migraci�n total y la distribuci�n de la vacuna en el rat�n, se realiz� la disecci�n bilateral de 

los GL analizados en el mapeo con Azul de Evans. Los GL extra�dos fueron colocados 

ordenados en una placa, en forma de array, cuya imagen fue registrada en el biolumin�metro. 

El an�lisis ex vivo de los GL confirm� una distribuci�n ipsilateral a la inyecci�n, con una 

predominancia de los GL m�s cercanos, sin migraci�n aparente al ganglio subil�aco (inguinal) 

(Figura 56.A). Durante las primeras 48 h, un total del (1,3±0,4) % de la vacuna CD/Apo-Nec 

migr� desde el sitio de inyecci�n a los GL regionales, principalmente al ganglio popl�teo. La 

preparaci�n de la vacuna en presencia del CC gener� un incremento del 70 % (p<0,05) en la 

proporci�n de c�lulas de la vacuna que se distribuyen entre los diferentes GL desde la 

almohadilla plantar trasera. Esta distribuci�n tambi�n fue m�s amplia, ya que, a pesar de que 

la migraci�n principal se da al ganglio popl�teo, se observ� un incremento de la se�al de mayor 

A! B!
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proporci�n en los otros GL regionales, el ci�tico y el lumbar. Incluso en algunos ratones se 

lleg� a detectar migraci�n al ganglio axilar (Figura 56.B). 

 

Figura 56. A. Array comparativo de los GL extra�dos de 2 ratones nude a las 48 h de ser 

inoculados con vacunas DiR+. Las mediciones de fluorescencia fueron realizadas en el 

biolumin�metro. IPSI=ipsilateral, CONTRA=contralateral, respe cto del sitio de inyecci�n. 

B. Distribuci�n de la migraci�n de la vacuna entre los diferentes GL del rat�n nude, 48 h 

post-inyecci�n. Tambi�n se muestra el porcentaje total de migraci�n c omo la suma de la 

se�al de todos los GL evaluados, con respecto al sitio de  inyecci�n ( n=5). 

 

3.4. Detecci�n de las c�lulas de la vacuna en los GL del rat�n   

De algunos ensayos de migraci�n in vivo en los ratones nude, se recuperaron los GL 

DiR+ y se los disgreg� mec�nicamente. Esas muestras se evaluaron por citometr�a de flujo para 

determinar la expresi�n de marcadores de CD humanos. Por un lado, se confirm� que en los 

GL contralaterales al sitio de inyecci�n no hab�a c�lulas DiR +. Por otro, las celulas DiR+ 

presentes en los GL ipsilaterales mostraron expresi�n de los Ag DC-SIGN y CD11c (Figura 

57). 

Adem�s, se realizaron ensayos de migraci�n in vivo con la vacuna marcada con el 

colorante fluorescente CM-DiI, para analizar im�genes de cortes histol�gicos de los GL 

extra�dos. De esta manera se busc� identificar y ubicar las CD humanas dentro de la estructura 

los GL murinos. Luego de 48 h, fue posible detectar las c�lulas de la vacuna CD/Apo- Nec 

distribuidas entre diferentes GL regionales, mostrando integridad celular y ubicadas 

principalmente en la zona perif�rica cortical de la estructura y moviliz�ndose hacia su interior 

(Figura 58). 

A! B!
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Figura 57. Detecci�n de las CD humanas en los GL del rat�n  nude. Luego de 48 h de la 

migraci�n in vivo de la vacuna CD/Apo-Nec DiR+, se aislaron los GL y se disgregaron 

mec�nicamente. Se analizaron las poblaciones DiR + y DiR- para la expresi�n de los Ag 

humanos DC-SIGN-FITC y CD11c-PE. Se expresan las MFI de cada marcador. 

 

 

Figura 58. Luego de la inoculaci�n de la vacuna CD/Apo -Nec CM-DiI+ en ratones nude, 

se recuperaron los GL drenantes a las 48 h y se realizaron cortes por congelaci�n . El tejido 

fue contrastado con el colorante Hoechst. Magnificaci�n  original, de izquierda a derecha: 

100X, 200X, 400X y 1000X. 
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4. Factores que modulan la llegada y distribuci�n de la vacuna CD/Apo -Nec 

a los ganglios linf�ticos de l rat�n  

Por �ltimo, luego de haber cuantificado llegada de la vacuna CD/Apo-Nec a los GL de 

ratones nude, se analizaron otros par�metros para caracterizar mejor la respuesta migratoria de 

la vacuna in vivo. Se estudiaron principalmente mecanismos y componentes caracterizados in 

vitro sobre el desempe�o migratorio de la vacuna in vivo para determinar factores y 

condiciones que pudieran mejorar el homing a los GL. 

 

4.1. Rol de la MMP-9 en la migraci�n in vivo de la vacuna CD/Apo-Nec 

En los ensayos de migraci�n in vitro se determin� qu e la MMP-9 cumpl�a un rol activo 

sobre la capacidad invasiva de la vacuna CD/Apo-Nec, y que su actividad pod�a ser modulada 

con la droga Inhibitor I (Figura 50.A). El aumento de la migraci�n in vivo de la vacuna, 

obtenido por su maduraci�n con el CC (p<0,01), tambi�n pudo ser regulado con el Inhibitor I.  

La administraci�n diaria de la droga en la almohadilla plantar del rat�n durante el ensayo de 

migraci�n in vivo disminuy� parcialmente la llegada de la vacuna CD/Apo-Nec preparada con 

CC a los GL drenantes (p<0,05) (Figura 59). A�n en esa condici�n, el valor de migraci�n fue 

mayor al alcanzado con la vacuna CD/Apo-Nec inicialmente (p<0,05). 

 

Figura 59. Ensayo de migraci�n in vivo 

utilizando el Inhibitor I, espec�fico para MMP-9. 

La droga fue inoculada diariamente en el sitio de 

inyecci�n de la vacuna CD/Apo -Nec preparada 

con CC. La migraci�n a los GL fue evaluada a 

las 48 h. (n=3) 

 

4.2. Impacto de la administraci�n de adyuvantes in vivo sobre la migraci�n de la vacuna 

El uso t�pico de la crema con Imiquimod en el sitio de inyecci�n tuvo un efecto aditivo 

sobre la migraci�n de la vacuna CD/Apo-Nec, El tratamiento del sitio de inyecci�n con la 

crema con Imiquimod no fue suficiente para generar un aumento migratorio de la vacuna a las 
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48 h. Sin embargo, gener� un incremento del 20 % sobre la migraci�n de la vacuna preparada 

con CC, donde el efecto del Imiquimod fue significativo (p<0,05). La migraci�n basal de 

CD/Apo-Nec aument� cuando �sta fue preparada con CC (p<0,05) e increment� a�n m�s en la 

combinaci�n con el uso de la crema con Imiquimod (p<0,01) (Figura 60.A). La co-

administraci�n local de BCG, junto a la vacuna madurada con CC, no afect� significativamente 

su homing a los GL drenantes, aunque se observ� una leve tendencia al aumento de la 

migraci�n con BCG (Figura 60.B). 

 

Figura 60. A. Ensayo de migraci�n in vivo 

de la vacuna CD/Apo-Nec en combinaci�n 

con el adyuvante Imiquimod. La crema 

con Imiquimod fue aplicada diariamente 

de manera t�pica, sobre el sitio de 

inyecci�n. La migraci�n a los GL del rat�n 

se determin� a las 48 h. ( n=3). B. Ensayo 

de migraci�n in vivo de la vacuna 

CD/Apo-Nec preparada con CC en 

combinaci�n con el adyuvante BCG. Se 

co-inyectaron 333 UFC junto con la 

vacuna. La migraci�n a los GL del rat�n se 

determin� a las 48 h. ( n=2). 

 

4.3. Seguimiento de la migraci�n y distribuci�n de la vacuna en el tiempo 

Finalmente se analiz� la migraci�n de la vacuna a los GL, incrementando el tiempo de 

observaci�n, para hacer un seguimiento m�s detallado de la distribuci�n de CD/Apo- Nec 

preparada con CC y del efecto del uso de Imiquimod. El monitoreo de la migraci�n se extendi� 

por un per�odo de 9 d�as luego de la inoculaci�n. Por  in vivo imaging, se determin� que la 

proporci�n de c�lulas de la vacuna que se distribuyeron a los GL locales (popl�teo y ci�tico) 

desde el sitio de inyecci�n sigui� aumentando hasta el d�a 5 luego de la inoculaci�n, y luego 

se mantuvo relativamente constante. Durante las primeras 48 h no pareci� haber diferencia de 

homing a los GL locales por la combinaci�n con la aplicaci�n t�pica de Imiquimod. A partir 

A!
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de ese momento, la proporci�n de c�lulas detectadas en los GL cercanos comenz� a variar, 

siendo menor en el tratamiento combinado (Figura 61.A).  

Analizando la totalidad de los GL extra�dos a dos tiempos fijos, se observaron 

diferencias importantes en el porcentaje total de migraci�n y su distribuci�n entre los GL del 

rat�n. Hasta el d�a 2, per�odo durante el cual se realiz� una aplicaci�n diaria de la crema con 

Imiquimod, se observ� mayor porcentaje total de migraci�n en el tratamiento combinado y 

adem�s se obtuvo una distribuci�n diferencial entre los GL (Figura 61.B). Con el uso de 

Imiquimod se observ� una mayor proporci�n de c�lulas de la vacuna en otros GL m�s lejanos 

(lumbar, axilares), mientras que con la inoculaci�n de la vacuna solamente las c�lulas se 

acumularon principalmente en los GL locales (popl�teo y ci�tico). Cuando se discontinu� el 

tratamiento con Imiquimod, la distribuci�n entre los GL analizados se volvi� similar entre 

ambas condiciones, en este caso evaluado el d�a 9 posterior a la inoculaci�n de la vacuna 

(Figura 61.B). 

 

Figura 61. A. Seguimiento descriptivo en el tiempo de la migraci�n de la vacu na madurada 

con CC a los GL locales (popl�teo y ci�tico), a trav�s de in vivo imaging. Cada serie 

corresponde a los porcentajes de migraci�n de un rat�n a lo largo de tiempo , con las vacunas 

generadas a partir de un mismo donante sano. La aplicaci�n t�pica de la  crema con 

Imiquimod fue realizada diariamente durante las primeras 48 h, momento en el cual se 

interrumpi� el tratamiento. B. Distribuci�n del porcentaje de migraci�n entre los GL locales 

(popl�teo y ci�tico) y otros m�s distantes (lumbar y axi lares) en el rat�n, a distintos tiempos. 

Se compar� la migraci�n de la vacuna CD/Apo -Nec madurada con CC en combinaci�n con 

el tratamiento con Imiquimod durante las primeras 48 h. 

 

A los 9 d�as luego de su administraci�n, la vacuna CD/Apo-Nec madurada con CC se 

localiza claramente en el sitio de inyecci�n en la almohadilla plantar del rat�n, mostrando a las 

A! B!
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CD dispersas y presentando una morfolog�a normal. Las c�lulas de la vacuna CM- DiI+ todav�a 

pudieron ser detectadas dentro de la estructura de los GL del rat�n, en la misma proporci�n 

(Figura 62). 

 

Figura 62. Identificaci�n de las c�lulas de la vacuna CM -DiI+ en el sitio de inyecci�n 

subcut�neo y en el ganglio popl�teo luego de 9 d�as d e ser inoculadas. Magnificaci�n 

original: 200X. 
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Resumen 

Cap�tulo II: Capacidad migratoria in vitro de la vacuna CD/Apo-Nec y distribuci�n a 
los ganglios linf�ticos in vivo en el modelo de rat�n nude 

 

- Se estudi� la respuesta quimiot�ctica in vitro de la vacuna CD/Apo-Nec. El co-cultivo de 

las CD con las c�lulas Apo-Nec produce un cambio en su patr�n migrat orio, con una 

significativa migraci�n frente a quimioquinas de homing a los GL. Esta respuesta aumenta 

cuando la vacuna es preparada con todos los componentes del CC, junto con su receptor 

CCR7. 

- Se analiz� la migraci�n invasiva in vitro de la vacuna CD/Apo-Nec. �sta presenta un 

aumento en la secreci�n de la MMP-9 con el estado de maduraci�n, induci do por el uso del 

CC, junto con su capacidad migratoria invasiva en respuesta a CCL19. La modulaci�n de la 

actividad de la MMP-9 regula directamente la migraci�n invasiva de la vacuna CD/Apo-Nec, 

siendo la PGE2 del CC el componente principal que aumenta su invasividad. 

- Se puso a punto el modelo en rat�n nude para analizar la migraci�n de la vacuna por in vivo 

imaging. Se realiz� el mapeo de los GL drenantes desde la almohadilla pl antar del rat�n y el 

an�lisis histol�gico tanto del sitio de inyecci�n como de los GL. La va cuna CD/Apo-Nec se 

distribuye r�pidamente a los GL m�s cercanos, aunque la mayor propor ci�n permanece en el 

sitio de inyecci�n. 

- Se determin� el porcentaje total de la migraci�n de la vacuna CD/Apo-Nec a las 48 h y la 

distribuci�n entre GL del rat�n. La preparaci�n de la vacuna con CC aumenta 

significativamente su homing a los GL, detect�ndose distribuida entre los ganglios regionales 

e incluso en GL distantes. Las CD humanas expresan Ag de diferenciaci�n y se localizan 

dentro de la estructura de los GL murinos, en la zona perif�ric a. 

- Se analizaron factores que pudieran estar involucrados en la migraci�n y distribuci�n de la 

vacuna in vivo. La MMP-9 contribuye parcialmente al aumento de la llegada de la vacuna 

madurada con CC a los GL. El uso de Imiquimod en crema de manera t�pica aumenta la 

migraci�n total de la vacuna, efecto que resulta ser aditivo sobre e l incremento producido 

por la maduraci�n con CC. Adem�s, se detectaron cambios en la di stribuci�n entre GL 

regionales en el tiempo utilizando la crema t�pica. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Interacci�n de la vacuna CD/Apo -Nec 
con c�lulas T e inducci�n de una 
respuesta anti-tumoral in vitro 

 
 
  

CAPŒTULO III 
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1. Perfil inmunoestimulatorio de la vacuna CD/Apo-Nec 

Se estudiaron caracter�sticas en la vacuna CD/Apo-Nec que resultan determinantes al 

momento de la interacci�n de las CD con las c�lulas T efectoras. Est as comprenden, entre otras, 

las mol�culas de co-estimulaci�n (Ôsegunda se�alÕ) y factores solubles (Ôtercera se�alÕ) 

presentes o producidos por las CPA, que modulan fuertemente la respuesta inducida sobre los 

linfocitos T y, por ende, la respuesta anti-tumoral que pueda generar la vacuna CD/Apo-Nec. 

 

1.1. Expresi�n de mol�culas involucradas en la sinapsis inmunol�gica 

Como ya se demotr� anteriormente, el uso del CC durante la preparaci�n de la vacuna 

CD/Apo-Nec indujo una fuerte maduraci�n, aumentando la expresi�n de diferentes marcadores 

de membrana (Figura 35 y Tabla 4). En particular, se produjo un aumento en la expresi�n de 

las mol�culas presentadoras de Ag pept�dicos HLA-I y HLA-II, y de los ligandos de CD28, 

CD80 y CD86, ambas mol�culas co-estimulatorias can�nicas. 

De la misma manera, se analiz� adem�s la expresi�n de las mol�culas CD40 y PD-L1, 

como balance del perfil inmunomodulador de la vacuna CD/Apo-Nec. En este caso, 

observamos que las CDi expresan niveles muy bajos de ambas mol�culas, mientras que luego 

del co-cultivo con las c�lulas Apo-Nec un 20 % de las CD expresaban CD40. El agregado de 

CC durante la preparaci�n de la vacuna CD/Apo-Nec gener� un incremento significativo del 

75 % sobre la expresi�n de CD40 (p<0,05). Todas estas condiciones estuvieron asociadas a 

niveles constantes de PD-L1, en un porcentaje menor al 10 % (Figura 63.A). Tambi�n se 

observ� la inducci�n de la expresi�n de ICOS-L cuando se madur� la vacuna con CC, 

alcanzando un 20 % (datos no mostrados). 

Las c�lulas Mel-XY3 viables expresaban PD-L1 en su superficie en baja proporci�n 

(15 %), pero luego de la irradiaci�n gamma a 70 Gy la expresi�n aumenta a un 50 %, 

correspondiente a la expresi�n de superficie e intracelular debido a la permeabilidad celular 

generada por el tratamiento (Figura 63.B). Sin embargo, a las 48 h de co-cultivo de la vacuna 

CD/Apo-Nec, las c�lulas Apo-Nec constituyen s�lo entre el 10 y 15 % del total celular de la 

vacuna. En CD derivadas de monocitos es posible inducir la expresi�n de PD-L1 en 

condiciones inmunosupresoras, como el agregado de IL-10 (Figura 63.A), o bien en respuesta 

al est�mulo de activaci�n por medio de IFN- ! (Figura 63.B). 
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Figura 63. A. Balance en la expresi�n de las mol�culas inmunomoduladoras  de superficie 

CD40 y PD-L1 en la vacuna CD/Apo-Nec. Se compar� su expresi�n luego de 48  h de co-

cultivo, respecto de las CDi. Como control, se indujo un fenotipo inmunosupresor 

incubando las CD con 10 ng/ml IL-10 ON (n=2). B. Expresi�n de PD -L1 en c�lulas Mel -

XY3 viables, Apo-Nec y CD previamente estimuladas con 10 ng/ml IFN-!. 

 

En cuanto al uso in vitro de los adyuvantes BCG, Imiquimod y GM-CSF durante la 

preparaci�n de la vacuna, no se observ� un efecto directo sobre la expresi�n de los marcadores 

CD40 y PD-L1 (Figura 64). La combinaci�n de los adyuvantes con el CC no mostr� interacci�n 

significativa y, en todos los casos, se mantuvo el patr�n observado anteriorment e. 

 

Figura 64. Expresi�n de los marcadores CD40 y PD -L1 en la vacuna CD/Apo-Nec. An�lisis del 

agregado de los adyuvantes BCG, Imiquimod y GM-CSF, solos y en combinaci�n con el CC, durante 

la preparaci�n del co -cultivo de la vacuna. (n=3). 

 

A! B!
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1.2. Balance de la producci�n de las citoquinas IL-12 e IL-10 de la vacuna 

Adem�s de las mol�culas de superficie, se estudiaron algunos factores solubles 

producidos por la vacuna CD/Apo-Nec que pueden modificar el perfil de respuesta de los 

linfocitos efectores. Se analiz� espec�ficamente la producci�n de la citoquina 

inmunoestimulatoria IL-12 y la inmunosupresora IL-10 durante el co-cultivo. El CC gener� un 

incremento significativo en la producci�n de IL-12 (p<0,01), respecto a las CDi. El co-cultivo 

con las c�lulas Apo-Nec no result� suficiente para generar un cambio significativo en los 

niveles basales de IL-12, pero con la maduraci�n con el CC su producci�n increment� un 150 

% (p<0,01). La vacuna CD/Apo-Nec preparada con CC produjo m�s IL-12 (p<0,05) que las 

CD maduradas con CC solamente (Figura 65). En cuanto a la secreci�n de IL-10, se observ� 

que los bajos niveles producidos por las CDi incrementan levemente en la vacuna madurada 

con CC (p<0,05), muy inferiores a los inducidos por el est�mulo con LPS (p<0,01) (Figura 65). 

 

Figura 65. An�lisis de la liberaci�n de IL -12 e 

IL-10 al medio de cultivo. Los sobrenadantes de 

los cultivos de 48 h fueron analizados por ELISA 

por triplicado. Se maduraron CD con LPS como 

control. (n=3). 

 

2. Capacidad de la vacuna CD/Apo-Nec de estimular c�lulas T CD8 + in vitro 

En una primera aproximaci�n para estudiar la presentaci�n cruzada de Ag por parte de 

la vacuna y la generaci�n de una respuesta sobre c�lulas T CD8 +, se utiliz� un clon CD8 + 

espec�fico para el Ag de melanoma MART-1 (M26). Con este modelo se estudiaron diferentes 

variables de la preparaci�n de la vacuna CD/Apo-Nec que permitieran caracterizar y optimizar 

su preparaci�n en funci�n del cargado de Ag y su capacidad de estimular al clon M26. 
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2.1. Activaci�n del clon CD8 + espec�fico para MART-1 de la vacuna CD/Apo-Nec 

Como ya se detall� en secciones anteriores, las CD de la vacuna fagocitan las c�lulas 

Apo-Nec y es posible detectar material MART-1+ dentro de las mismas a las 48 h, incluso a 

tiempos m�s cortos (Barrio 2012). Para determinar la din�mica mediante la cual el ant�geno 

MART-1 es procesado y presentado a las c�lulas T CD8 + espec�ficas, se realiz� el seguimiento 

de los co-cultivos en el tiempo hasta las 48 h y se evalu� su capacidad de presentar el ant�geno 

en el HLA-I (presentaci�n cruzada). Para esto, se enfrent� la vacuna al clon M26 a diferentes 

tiempos de co-cultivo y se determin� su nivel de activaci�n a trav�s de la liberaci�n de IFN- ! 

al medio de cultivo. Se observ� que ya a partir de las 3 h de co-cultivo hay una importante 

activaci�n del clon M26, que se mantiene relativamente constante hasta las primeras 24 h y 

que para las 48 h aumenta significativamente (p<0,01) (Figura 66). Esta activaci�n es 

dependiente de las CD, ya que las c�lulas Apo-Nec no son capaces de inducir una respuesta 

del clon M26 de la misma magnitud por s� solas en ninguno de los tiempos evaluados. La 

activaci�n del clon M26 fue espec�fica, como se pudo observar al cargar externamente a CD 

con el nonap�ptido espec�fico de MART-1 o uno irrelevante de gp100, as� como con el co-

cultivo de CD con la l�nea de c�ncer de mama IIB-BR-G irradiada, HLA-A*0201 + que no 

expresa el Ag MART-1. 

 

Figura 66. Ensayo representativo de presentaci�n cruzada del Ag MART -1 al clon T CD8+ 

espec�fico M26, restricto al HLA-A*0201, a diferentes tiempos de co-cultivo CD/Apo-Nec. 

El clon M26 fue enfrentado a las distintas condiciones ON, luego de lo cual se determinaron 

por ELISA los niveles de IFN-! liberado al medio de cultivo. Las mediciones de cada 

condici�n se realizaron por triplicado. ( n=3) 



  RESULTADOS — CAPŒTULO III 

 117 

Luego, se compararon diferentes relaciones de CD y Apo-Nec al momento de preparar 

el co-cultivo. La vacuna CD/Apo-Nec, hasta el momento, siempre hab�a sido preparada en una 

relaci�n 3:1 y las c�lulas co-cultivadas por 48 h. En este experimento se realizaron co-cultivos 

est�ndar y otros con relaciones mayores de Apo-Nec. El objetivo era comparar la activaci�n 

de las c�lulas CD8 + del clon M26 como medida indirecta de la disponibilidad de Ag y el 

cargado de las CD y, de esa manera, determinar una relaci�n �ptima CD:Apo-Nec para el co-

cultivo de la vacuna. Se pudo determinar que bastaba con una baja proporci�n de c�lulas Apo-

Nec como fuente de Ag para el cargado de las CD y la generaci�n de una fuerte activaci�n del 

clon M26. Los niveles de IFN-! liberados por el clon se manten�an constantes entre las 

relaciones ensayadas, incluso cuando se utilizaban 2 c�lulas Apo-Nec por cada CD durante el 

co-cultivo (Figura 67). 

 

Figura 67. Ensayo de presentaci�n cruzada del Ag MART -1 al clon T CD8+ espec�fico 

M26, con diferentes relaciones CD:Apo-Nec (3:1, 2:1, 1:1 y 1:2) al momento de realizar el 

co-cultivo de la vacuna. Luego de 48 h, las c�lulas fueron enfrentadas al clon M 26 y, luego 

de una incubaci�n ON, se determinaron por ELISA los niveles de IFN -! liberado al medio 

de cultivo. Las mediciones de cada condici�n se realizaron por triplic ado. 

 

2.2. Presentaci�n cruzada del ant�geno MART-1 seg�n el grado de maduraci�n de la 

vacuna CD/Apo-Nec 

El uso del CC durante la preparaci�n de la vacuna CD/Apo- Nec indujo una fuerte y 

r�pida maduraci�n sobre la misma, por lo que se estudi� el efecto sobre el procesamiento 
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antig�nico y la activaci�n de las c�lulas T CD8 +. Se compar� la respuesta del clon M26 frente 

a la vacuna con distinto grado de maduraci�n. Se determin� que la activaci�n del clon fue 

similar en magnitud en ambas condiciones, que resultaron en promedio dos veces superior al 

nivel basal generado por las CDi solamente (p<0,05) (Figura 68). El agregado de CC durante 

la preparaci�n de la vacuna no result� en un incremento significativo de la respuesta a la 

presentaci�n cruzada del Ag MART-1, aunque se observ� una leve tendencia a una respuesta 

superior cuando la vacuna presenta un fenotipo m�s maduro. 

 

Figura 68. Determinaci�n de la capacidad de la 

vacuna CD/Apo-Nec de activar un clon T CD8+ 

en distintos estados de maduraci�n. Se analiz� el 

efecto del agregado del CC durante la 

preparaci�n de la vacuna. Los co -cultivos fueron 

evaluados a las 48 h. (n=4). 

 

Tambi�n se evalu� el efecto del estado de maduraci�n de la vacuna CD/Apo-Nec sobre 

otros par�metros involucrados en el cargado antig�nico de las CD y la presentaci�n cruzada de 

Ag. Por un lado, se compar� el efecto del agregado de CC en relaci�n al estado de la fuente de 

Ag al momento de ser agregado al cultivo con las CD. Se analiz�, alternativamente a las c�lulas 

Apo-Nec como fuente de Ag particulado, el cargado de las CD con una fuente de Ag soluble 

mediante el lisado de las c�lulas Apo-Nec, en combinaci�n con el uso de CC. Los niveles de 

IFN-! liberados por el clon M26 utilizando el lisado de Apo-Nec fueron levemente inferiores 

a los obtenidos con el cargado con c�lulas Apo-Nec enteras. En ese caso, el agregado de CC 

aument� la activaci�n del clon M26 (Figura 69.A). Se estudi� adem�s si la relaci�n CD:Apo-

Nec en el co-cultivo preparado con CC ten�a impacto en la estimulaci�n del clon M26 (Figura 

69.B). Al igual que lo observado en los co-cultivos CD/Apo-Nec, no hubo diferencias en la 

estimulaci�n de las c�lulas CD8 + al incrementar la cantidad de c�lulas Apo-Nec como fuente 

de Ag en combinaci�n con el CC. Adem�s, los niveles de IFN- ! alcanzados fueron similares a 

los de la vacuna preparada sin el agregado de CC (Figura 67). 
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Figura 69. A. Ensayo de presentaci�n cruzada del Ag MART -1 al clon T CD8+ espec�fico 

M26. Se compar� la respuesta frente a la vacuna con distinto estado de maduraci�n, 

preparada con la fuente de Ag en dos formas: Apo-Nec (c�lulas enteras) o lisado (c�lulas 

Apo-Nec sometidas a 3 ciclos consecutivos de congelado/descongelado en nitr�geno 

l�quido). B. Ensayo de estimulaci�n del clon M26, con diferentes relacione s CD:Apo-Nec 

(3:1, 2:1, 1:1 y 1:2), combinada con el uso de CC, al momento de realizar el co-cultivo de 

la vacuna. En ambos casos, luego de 48 h, las c�lulas fueron enfrentadas al clon M26 y, 

luego de una incubaci�n ON, se determinaron por ELISA los niveles de IFN-! liberado al 

medio de cultivo. Las mediciones de cada condici�n se  realizaron por triplicado. 

 

2.3. Evoluci�n de la capacidad de presentaci�n cruzada del ant�geno MART-1 en el 

tiempo 

Por �ltimo, se evalu� la capacidad de la vacuna CD/Apo-Nec de presentar Ag a largo 

plazo, luego de la preparaci�n del co-cultivo. El seguimiento de la presentaci�n cruzada del 

Ag MART-1 al clon M26 mostr� que esta capacidad de la vacuna CD/Apo-Nec se mantuvo en 

el tiempo, por lo menos hasta una semana luego de la preparaci�n del co-cultivo, observ�ndose 

una activaci�n robusta del clon M26 (Figura 70). Se pudo determinar que en el caso de la 

vacuna madurada con CC los niveles de estimulaci�n fueron inicialmente similares (a los 2 

d�as de cultivo) y luego levemente menores conforme transcurr�a el tiempo, en comparaci�n a 

la vacuna CD/Apo-Nec sola, que mostr� una tendencia al alza en los d�as subsiguientes (3 a 7 

d�as de cultivo). El cargado ex�geno de las CD con el nonap�ptido espec�fico del Ag MART-

1 gener� una activaci�n del clon de similar magnitud a la generada por la vacuna. Las c�lulas 

Apo-Nec solas indujeron una respuesta pobre sobre el clon M26, que disminu�a conforme 

transcurr�a el tiempo. 

A! B!
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Figura 70. Ensayo de estimulaci�n del clon M26 con la vacuna CD/Apo -Nec, en 

combinaci�n con el uso de CC, a diferentes tiempos posteriores a la r ealizaci�n del co -

cultivo. Luego de una incubaci�n ON con el clon M26, se determin aron por ELISA los 

niveles de IFN-! liberado al medio de cultivo. Las mediciones de cada condici�n se 

realizaron por triplicado. d=d�as posteriores al co-cultivo. 

 

3. Estimulaci�n  in vitro de linfocitos na�ve con vacunas CD/Apo-Nec 

aut�logas  

Mediante el estudio de la estimulaci�n aut�loga de linfocitos na�ve in vitro, se 

evaluaron diferentes par�metros para caracterizar la RI generada por la vacuna CD/Apo-Nec. 

Desarrollamos un esquema de estimulaciones semanales de linfocitos con vacunas generadas 

a partir de PBMC aut�logos y comparamos el perfil de activaci�n generado por la vacuna y la 

inducci�n de respuesta anti-tumoral. 

 

3.1. Fenotipo y activaci�n de linfocitos na�ve sometidos a un esquema de vacunaci�n con 

CD/Apo-Nec aut�logas in vitro 

Se compar� el fenotipo y activaci�n de linfocitos estimulados con la vacuna CD/Apo-

Nec sola o madurada con CC, frente a aquellos estimulados con CD sin el cargado de Ag. Tras 

la re-estimulaci�n de los linfocitos in vitro se observ� un aumento de la proporci�n de CD8 + 

frente a los CD4+ y de los linfocitos NKT frente a los NK a lo largo de 4 semanas, en las 

condiciones de cultivo evaluadas. 
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Por un lado, se analiz� la expresi�n de mol�culas de superficie, tanto de marcadores de 

activaci�n de la RI as� como de su inhibici�n. Se determin� su evoluci�n en el tiempo, a lo 

largo de las sucesivas estimulaciones y las diferencias entre tratamientos, relativiz�ndolas a la 

expresi�n basal de esos marcadores, al momento inicial del aislamiento de los PBMC para el 

experimento (Figura 71). Los porcentajes basales de las poblaciones analizadas fueron, en 

promedio: CD25+ FoxP3- 7,4 %; CD3+CD69+ 5,9 %; CD3+ICOS+ 8,8 %; CD4+CD25+FoxP3+ 

5,8 %; CTLA-4+ 10,8 %; CD3+PD-1+ 3,3 %; CD3+CD28+CD62L+ 55,6 %; CD3+CD45RA-

CD45RO+ 43,7 %. 

De esta manera, se observ�o que el marcador de activaci�n CD25 present� un efecto 

incremental en el tiempo, marcadamente mayor en el caso del est�mulo con vacuna y con mayor 

grado de maduraci�n. En el caso de CD69, se observ� una inducci�n del marcador de manera 

homog�nea a lo largo del tiempo tras la estimulaci�n con vacuna. La mol�cula co-estimulatoria 

ICOS tambi�n aument� de manera gradual su expresi�n, principalmente en el caso de la 

estimulaci�n con la vacuna con mayor grado de maduraci�n (CD/Apo-Nec+CC). En cuanto a 

los marcadores del freno de la RI, se observ� un incremento en la proporci�n de los linfocitos 

Treg hacia la �ltima ronda de estimulaci�n, acompa�ado de un aumento en la expresi�n de PD-

1, coincidente con el aumento del nivel de activaci�n observado en los linfocitos, y en menor 

medida de la mol�cula CTLA-4. Respecto a los marcadores de memoria inmunol�gica, la 

poblaci�n CD62L + se mantuvo constante a lo largo de las estimulaciones, con una leve 

tendencia en alza, sin variar entre condiciones. A su vez, la expresi�n de CD45RO disminuy� 

a partir de la semana 3 de cultivo y se mantuvo hasta la �ltima re-estimulaci�n, en balance con 

la expresi�n de CD45RA y la poblaci�n CD45RA +CD45RO+ (Figura 71). 



  RESULTADOS — CAPŒTULO III 

 122 

 

Figura 71. Expresi�n de marcadores de superficie, representados po r las siguientes 

poblaciones: CD25+ FoxP3- (CD25 no Treg); CD3+CD69+ (CD69); CD3+ICOS+ (ICOS); 

CD4+CD25+FoxP3+ (Treg); CTLA-4+ (CTLA-4); CD3+PD-1+ (PD-1); CD3+CD28+ 

CD62L+ (CD62L); CD3+CD45RA-CD45RO+ (CD45RO). Se compar� el perfil de 

marcadores de los PBMC estimulados con CDi (CDi), vacuna CD/Apo-Nec y vacuna 

CD/Apo-Nec madurada con CC (CD/Apo-Nec+CC), a lo largo de 4 estimulaciones 

semanales. Los valores se muestran como el incremento frente a la expresi�n de cada 

marcador al momento del aislamiento de los PBMC, evaluado a las 24 h posteriores del 

agregado de tratamiento de las semanas 2, 3 y 4. (n=2).   

 

Por otro lado, se cuantificaron diferentes citoquinas liberadas al medio de cultivo en el 

transcurso de las estimulaciones in vitro, para caracterizar el perfil de activaci�n inducido por 

la vacuna CD/Apo-Nec, con diferente grado de maduraci�n. Se estudiaron algunas citoquinas 

de perfil de respuesta Th1 (TNF, IFN-!, IL-12), de Th2 (IL-4) e inmunosupresoras (IL-10 y 
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TGF-#1), en todos los tratamientos analizados (CDi, CD/Apo-Nec, CD/Apo-Nec+CC) (Figura 

72). Se determin� que la estimulaci�n de linfocitos na�ve con vacunas CD/Apo-Nec aut�logas 

favoreci� la inducci�n de un perfil de respuesta Th1 en el tiempo, con aumento de las 3 

citoquinas analizadas. El principal aumento correspondi� a la liberaci�n de IFN- !, con un 

incremento progresivo de hasta 4 veces superior al producido por el tratamiento con CDi sin 

Ag tumorales, y un rango de entre 70-780 pg/ml. Luego, la producci�n de TNF aument� hacia 

la �ltima ronda de estimulaci�n, siendo mayor en el caso de la vacuna CD/Apo-Nec madurada 

con CC. La IL-12 aument� ligeramente en ambos tratamientos con vacuna, respecto del 

control. En cambio, la IL-4 increment� parcialmente hacia la �ltima semana, siendo mayor en 

el tratamiento control con CDi. La liberaci�n de IL-10 tambi�n present� un aumento hacia el 

final de las estimulaciones, mientras que el TGF-#1 registr� una disminuci�n gradual en el 

tiempo, presentando siempre la menor concentraci�n en el tratamiento con vacuna CD/Apo-

Nec madurada con CC (Figura 72). 

 

Figura 72. Determinaci�n de la secreci�n de citoquinas al medio de cultivo  por linfocitos 

na�ve luego de sucesivas estimulaciones in vitro con diferentes tratamientos (CDi, CD/Apo-

Nec y CD/Apo-Nec+CC). Las mediciones fueron realizadas a las 48 h posteriores del 

agregado del tratamiento, por ELISA. Se muestran las determinaciones absolutas, excepto 

para IFN-!, en el que se muestra la relativizaci�n al valor obtenido con CDi a cada tiempo. 
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3.2. Respuesta anti-tumoral de linfocitos T inducida por la vacuna CD/Apo-Nec in vitro 

Sobre los linfocitos estimulados in vitro con la vacuna CD/Apo-Nec se estudiaron 

principalmente dos par�metros relacionados con la respuesta anti-tumoral. Por un lado, la 

capacidad que ten�an esos linfocitos de proliferar al ser nuevamente enfrentados a CD 

aut�logas cargadas con Ag tumorales y frente c�lulas tumorales viables. Por otro, su capacidad 

citot�xica espec�fica cuando son enfrentados a c�lulas tumorales viables, luego de ser 

previamente estimulados in vitro con la vacuna. 

En cuanto a la capacidad proliferativa de los linfocitos luego de 2 rondas de 

estimulaci�n in vitro, se determin� que su respuesta frente a una nueva exposici�n a la vacuna 

depend�a del grado de maduraci�n de la misma, y que la magnitud de la respuesta de los 

linfocitos estaba dictada por el tipo de estimulaci�n previa (Figura 73.A). Aquellos linfocitos 

previamente estimulados con la vacuna CD/Apo-Nec madurada con CC presentaron la mayor 

respuesta proliferativa frente a la re-exposici�n a ambas vacunas. En aquellas condiciones 

donde no mediaban Ag tumorales, la respuesta obtenida promedi� una proliferaci�n basal d el 

5 %. En el caso de PBMC provenientes de un donante de haplotipo HLA-A*0201, fue 

analizada tambi�n la respuesta proliferativa frente a las l�neas celulares viables de melanoma 

Mel-XY3 y de c�ncer de mama IIB-BR-G, ambas HLA-A*0201 (Figura 73.B). Las c�lulas de 

melanoma en contacto con linfocitos previamente estimulados con las vacunas CD/Apo-Nec, 

independientemente de su grado de maduraci�n, indujeron una mayor respuesta proliferativa, 

con un m�ximo de aproximadamente un 20 %, y dependiente de la cantidad de est�mulo 

presente. Mientras que frente a c�lulas de c�ncer de mama, la proliferaci�n de los linfocitos 

fue similar al nivel basal, cercano al 8 % y sin variaci�n entre tratamientos o relaciones 

respondedor:estimulador. 
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Figura 73. A. Ensayo de proliferaci�n de PBMC marcados con CFSE. Luego de 2 re -

estimulaciones in vitro, los PBMC fueron marcados con CFSE y re-expuestos a los  

diferentes tratamientos (CDi, CD/Apo-Nec, CD/Apo-Nec+CC), en una relaci�n R:E 3:1. 

Se analiz� la proliferaci�n luego de 4 d�a s de cultivo, por citometr�a de flujo. (n=2).  B. 

Proliferaci�n de PBMC HLA -A*0201 enfrentados a las l�neas tumorales viables Mel-XY3 

e IIB-BR-G. Se analizaron tres relaciones R:E, 5:1, 10:1 y 20:1. Se analiz� la proliferaci�n 

luego de 4 d�as de cultivo, por citometr�a de flujo. R=respondedor, E=estimulador. 

 

Por �ltimo, se analiz� la capacidad citot�xica de linfocitos estimulados in vitro con 

m�ltiples rondas de la vacuna CD/Apo-Nec sobre c�lulas de melanoma viables. En este caso, 

se utilizaron los PBMC del donante de haplotipo HLA-A*0201, para ser compatible con el 

alelo de HLA-I de las l�neas tumorales analizadas. Se compar� la respuesta citot�xica sobre 

c�lulas Mel- XY3 y c�lulas de tumorales de mama (IIB-BR-G) (Figura 74.A). Se observ� que 

la respuesta frente a las IIB-BR-G result� similar entre los diferentes tratamientos, con un leve 

aumento a mayor relaci�n efector: target. En cambio, la respuesta frente a las c�lulas de 

melanoma mostr� mayor especificidad. Aquellos linfocitos previamente estimulados con Ag 

tumorales respondieron con una mayor actividad citot�xica sobre las c�lulas Mel-XY3, que 

incrementaba conforme aumentaba la relaci�n efector: target. Sustrayendo la citotoxicidad 

basal inespec�fica (condici�n CDi), la estimulaci�n previa con la vacuna CD/Apo- Nec 

madurada con CC mostr� una mejor respuesta espec�fica contra las c�lulas de melanoma a baja 

relaci�n efector: target (Figura 74.B). 
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Figura 74. A. Ensayo de capacidad citot�xica de PBMC estimulados  in vitro con los diferentes 

tratamientos (CDi, CD/Apo-Nec, CD/Apo-Nec+CC) sobre c�lulas tumorales viables. Luego de 4 re-

estimulaciones in vitro, los PBMC HLA-A*0201+ fueron enfrentados a c�lulas tumorales marcadas con 

CFSE, en tres relaciones E:T, 10:1, 20:1 y 40:1. Se analiz� la citotoxicidad por la incorporaci�n del 

colorante 7-AAD luego de un cultivo ON, por citometr�a de flujo. B. Citotoxicidad espec�fica contra 

c�lulas Mel -XY3 viables a las distintas realciones E:T. A cada valor se le sustrajo la citotoxicidad 

obtenida en la condici�n CDi. E=efector, T= target. 
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Resumen 

Cap�tulo III: Interacci�n de la vacuna CD/Apo-Nec con c�lulas  T e inducci�n de una 
respuesta anti-tumoral in vitro  

 

- El agregado de CC durante el co-cultivo de la vacuna CD/Apo-Nec induce un aumento de las 

mol�culas co -estimulatorias CD80 y CD86, que ya se hab�a descripto en detalle, y otras como CD40 

y ICOS-L, todas de ellas participantes de la activaci�n dir ecta de linfocitos efectores. Este perfil 

inmunoestimulatorio se completa con el incremento de la producci�n de IL -12. Por otro lado, en 

estas condiciones de activaci�n se mantienen niveles bajos de IL -10 y de la expresi�n de PD -L1. 

- Las CD co-cultivadas con c�lulas Apo -Nec son capaces de activar c�lulas CD8 + espec�ficas a partir 

de las tres horas de co-cultivo, incrementando hacia las 48 h. La cantidad de Ag MART-1 ofrecido 

durante el co-cultivo de la vacuna CD/Apo-Nec es suficiente para una presentaci�n cruzada efec tiva 

y la magnitud de la respuesta del clon CD8+ espec�fico no var�a con un aumento de la relaci�n de 

c�lulas Apo -Nec en el cultivo. 

- La vacuna madurada con CC exhibe una capacidad similar de activaci�n de las c�lulas CD 8+ 

espec�ficas, con mayor eficiencia con el uso de la fuente de Ag particulada y sin variaciones entre 

co-cultivos de distintas relaciones CD:Apo-Nec. La capacidad de presentaci�n antig�nica de la 

vacuna CD/Apo-Nec a largo plazo, evaluada posteriormente a las 48 h de co-cultivo, se mantiene 

robusta y constante por siete d�as. Este efecto es similar entre vacunas CD/Apo-Nec con diferente 

grado de maduraci�n.  

- La estimulaci�n aut�loga in vitro de linfocitos na�ve con la vacuna CD/Apo-Nec induce una 

activaci�n de los mismos, con una tendencia al aume nto de la expresi�n de CD25, CD69 y ICOS, 

luego de cada estimulaci�n, con una regulaci�n a partir de la tercer o cuarta semana a trav�s de Treg 

y la expresi�n de PD -1. La activaci�n inducida por la vacuna tiene un per fil Th1, mediante la 

producci�n de TNF,  IFN-! e IL-12, que es m�s marcado en el caso de la vacuna CD/Apo -Nec 

madurada con CC. 

- Los linfocitos estimulados con vacunas CD/Apo-Nec son capaces de proliferar frente a un nuevo 

est�mulo, ya sea presentado por CD o c�lulas tumorales viables. Adem�s, m uestran actividad 

citot�xica espec�fica frente a c�lulas de melanoma. La respuesta anti -tumoral de los linfocitos 

analizada in vitro es mayor en el caso de utilizar la vacuna CD/Apo-Nec madurada con CC. 
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En primer t�rmino, el objetivo fue describir y analizar en profundidad los cambios e 

interacciones que se produc�an a lo largo del tiempo durante el co-cultivo que genera la vacuna 

CD/Apo-Nec. En particular, se determinaron los efectos de la radiaci�n- ! sobre las c�lulas 

tumorales y algunas caracter�sticas adquiridas por las CD que conforman la vacuna, que 

resultaran del co-cultivo con las c�lulas Apo-Nec y que pudieran tener consecuencias en su 

capacidad de generar una RI al ser inoculadas en el hu�sped. 

La utilizaci�n de fuentes de Ag complejas tiene m�ltiples beneficios en cuanto a la 

diversidad antig�nica y las se�ales ofrecidas a las CD. Sin embargo, el empleo de preparaciones 

derivadas de c�lulas tumorales implica asegurar su seguridad biol�gica al momento de ser 

utilizada. La generaci�n de lisados celulares ofrece una destrucci�n instant�nea de las c�lulas 

pero que, luego de su incorporaci�n a las CD, el material antig�nico soluble no incorporado se 

pierde en las sucesivas centrifugaciones. Las c�lulas tumorales irradiadas son principalmente 

particuladas y por lo tanto son incorporadas por fagocitosis por las CD. Los restos celulares 

remanentes permanecen en la formulaci�n de la vacuna, ya que se conservan durante las 

centrifugaciones, y contribuyen como dep�sito de Ag en el sitio de inyecci�n. A esta 

caracter�stica se suman posiblemente los factores expresados o liberados por las c�lulas 

irradiadas, se�ales de peligro detectadas por las CD, como HMGB-1, las HSP y el ATP libre, 

y que favorecen su activaci�n (Kono and Rock, 2008; Spel et al., 2013). 

Los cambios bioqu�micos y citol�gicos producidos luego de la radioterapia sobre las 

c�lulas tumorales han sido estudiados principalmente en cuanto a los da�os oxidativos que 

llevan a la muerte celular localizada. Sumado a los da�os producidos en el ADN, el estr�s 

oxidativo generado por las especies reactivas del ox�geno, principalmente por la peroxidaci�n 

lip�dica, colaboran en la senescencia de las c�lulas tumorales (Flor et al., 2016). Las c�lulas 

tumorales muestran una lipog�nesis aumentada, que ha sido observada como un posible target 

terap�utico (Swinnen et al., 2006). Algunos tumores presentan un incremento en el contenido 

citoplasm�tico de LB y, en esos sistemas, se los ha reportado como sitio de reserva de ciclo-

oxigenasas y de producci�n de eicosanoides como la PGE2, relacionada tanto con la 

proliferaci�n celular (Accioly et al., 2008) como con la resistencia a la radioterapia luego de la 

activaci�n de los mecanismos de apoptosis (Brocard et al., 2015; Huang et al., 2011). Adem�s 

de los da�os directos y el efecto by-stander de la radiaci�n ionizante sobre c�lulas adyacentes 

(Baskar et al., 2014; Sologuren et al., 2014), se ha analizado la muerte celular inmunog�nica a 

trav�s de su efecto inmunoestimulatorio y las RI generadas, principal responsable del efecto 
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abscopal de la terapia, en sitios a distancia (Chandra et al., 2015; Reynders et al., 2015). Sin 

embargo, los da�os oxidativos producto de la radiaci�n de las c�lulas, particularmente sobre 

sus l�pidos, podr�an traer efectos detrimentales sobre las CD y la presentaci�n cruzada de Ag a 

linfocitos T CD8+ (Cao et al., 2014). 

Acompa�ando estos cambios y procesos relacionados con la muerte celular inducida 

por la radiaci�n, y basados en la evidencia previa del an�lisis de las c�lulas Apo-Nec por 

microscop�a electr�nica, que suger�a cambios en la composici�n lip�dica, se decidi� 

caracterizar en profundidad aspectos fenot�picos de las c�lulas luego de la irradiaci�n y 

determinar qu� efectos pod�an tener sobre su preparaci�n como fuente de Ag segura y que 

resultara en un cargado eficiente de las CD. 

Por un lado, la radiaci�n ionizante gamma en alta dosis (25 y 70 Gy) prob� ser un 

m�todo efectivo de esterilizaci�n replicativa, con una inmediata p�rdida de la capacidad de 

sintetizar ADN y ausencia total de crecimiento de colonias en agar blando. Esta inactivaci�n 

estuvo acompa�ada por una p�rdida gradual de la integridad de membrana de las c�lulas 

tumorales, como parte del proceso apopt�tico/necr�tico, desencadenado en m�s del 90 % de 

las c�lulas irradiadas luego de 48 h. Sin embargo, hay que considerar que, como fuente de Ag, 

las c�lulas Apo-Nec deben proveer las prote�nas tumorales para el cargado de las CD. Se 

produjo una disminuci�n de casi 40 % en el contenido proteico total inicial de las c�lulas Mel-

XY3 inmediatamente post-irradiaci�n, probablemente debido a la p�rdida de integridad de 

membrana. Esta p�rdida continu� a medida que fue avanzando el proceso apopt�tico/necr�tico, 

principalmente durante las primeras 24 h. Las c�lulas irradiadas sufrieron adem�s una 

disminuci�n de la expresi�n en la membrana de los complejos HLA-I, casi nulo a las 48 h, lo 

que las convierte en pobres presentadoras directas de los Ag tumorales. Este efecto es diferente 

a otros sistemas, donde las c�lulas tumorales irradiadas a dosis sub-letales de hasta 25 Gy, 

como dosis �nica o acumulativa, inducen la expresi�n de los complejos HLA-I cl�sicos, de 

manera dosis-dependiente, con aumento de expresi�n de TAA (Garnett et al., 2004; Reits et 

al., 2006). Esta inducci�n estar�a mediada por factores solubles secretados por las propias 

c�lulas luego de est�mulos apopt�ticos, como los agentes quimioter�picos o la radiaci�n- !. Se 

observ� que el IFN- # liberado por c�lulas de c�ncer de mama irradiadas puede generar una 

mayor expresi�n del HLA-I en c�lulas viables (Gallegos et al., 2016; Wan et al., 2012). A pesar 

del potencial inmunog�nico in vivo de la radiaci�n a bajas dosis, a trav�s de se�ales de da�o 

celular, si este aumento del HLA-I se produce en ausencia de mol�culas co-estimulatorias, 

como CD80 o CD86, la presentaci�n directa de ant�genos induce anergia en los linfocitos 
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espec�ficos. En el modelo aqu� utilizado, se busca la inactivaci�n segura de las c�lulas 

tumorales como fuente de Ag de la vacuna con CD, con una dosis alta de radiaci�n- !, sacando 

provecho de los efectos inmunoestimulatorios generados por la muerte inmunog�nica inducida. 

A pesar de la baja del contenido proteico total, hay una p�rdida diferencial de sus 

componentes. Mientras que la prote�na de referencia citoplasm�tica #-actina disminuy� al 

ritmo de la prote�na total, Ag como MART-1, altamente hidrof�bicos y que est�n asociados a 

membranas celulares de estructura densa como los melanosomas (De Mazi�re et al., 2002), 

sufren un enriquecimiento relativo, ya que su din�mica a lo largo del tiempo post-irradiaci�n 

es distinta. A pesar de una baja gradual, aument� su proporci�n y mantuvo el patr�n de 

distribuci�n reticular en el citoplasma de las c�lulas tumorales, incluso a las 48 h post-

irradiaci�n. Las c�lulas tumorales formaron grandes agregados mientras ocurr�an estos y otros 

dram�ticos cambios morfol�gicos, inducidos por la irradiaci�n. Sin embargo, un hecho 

importante es que permanec�an cuerpos celulares intactos, que contienen carga proteica, 

enriquecida en Ag inmunog�nicos conocidos y otros posibles neo-ant�genos, y que liberan 

se�ales de peligro por muerte celular post-irradiaci�n. 

Al evaluar el contenido lip�dico de las c�lulas de melanoma, se pudo determinar que, a 

pesar de estar presentes en las c�lulas de melanoma viables, el incremento de LB 

citoplasm�ticos era uno de los principales cambios morfol�gicos luego de la irradiaci�n, 

claramente evidente a las 24 h. Los LB, recientemente reconocidos como organelas, est�n 

formados por un n�cleo compuesto por l�pidos neutros, principalmente triglic�ridos, y est�n 

recubiertos de una monocapa de fosfol�pidos (Fujimoto et al., 2008). Los LB poseen numerosas 

prote�nas asociadas y est�n involucrados en diferentes procesos celulares, con un n�mero 

creciente de funciones asociadas, no s�lo la de reserva energ�tica (Bozza and Viola, 2010; 

Farese and Walther, 2009). A medida que avanzaba el proceso apopt�tico/necr�tico, el 

contenido lip�dico se fue perdiendo, al igual que el contenido proteico, aunque en menor 

proporci�n. No se observ� asociaci�n f�sica entre los  LB y el Ag MART-1 en las c�lulas Mel-

XY3 viables o post-irradiaci�n. Este incremento de los LB inducidos por la radiaci�n, tanto en 

su tama�o como en el n�mero total por c�lula, no se gener� principalmente por s�ntesis de 

novo, sino que probablemente fue consecuencia de la fusi�n de otros m�s peque�os, a trav� s 

del sistema SNARE desde otros compartimentos celulares, sugerido en otros sistemas 

(Bostr�m et al., 2007), y/o la reorganizaci�n y movilizaci�n de l�pidos preexistentes. A las 48 

h post-irradiaci�n, en las c�lulas tumorales se produjo principalmente un aumento relativo de 

los triglic�ridos. Este hecho fue asociado previamente al proceso apopt�tico desencadenado 
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por la v�a de se�alizaci�n de Fas en c�lulas Jurkat ( Al-Saffar et al., 2002). Sin embargo, en 

sistemas de muerte celular inducida por radiaci�n en c�lulas tumorales, el aumento de los LB 

se report� asociado a un mecanismo de resistencia a la apoptosis (Brocard et al., 2015; Huang 

et al., 2011). En nuestro sistema, no se determin� a cu�l de los dos mecanismos estar�a 

vinculado el aumento inicial de los l�pidos, pero, a la dosis de radiaci�n administrada, la muerte 

celular es rotunda e irreversible. 

Adem�s del an�lisis de estos cambios, resultaba de suma importancia entender las 

interacciones entre las CD y las c�lulas tumorales irradiadas in vitro, para mejorar la eficiencia 

de la vacuna CD/Apo-Nec. De alguna manera, tambi�n se podr�an entender los posibles efectos 

del contenido lip�dico en la interacci�n in vivo de las CD con las c�lulas tumorales, luego de 

la radioterapia. Las CD pueden expresar tanto mol�culas co-estimulatorias como co-

inhibitorias (Chen and Flies, 2013) y mediante la modulaci�n de su expresi�n controlan y 

regulan la inmunidad, pudiendo activar o tolerizar a las c�lulas T (Banchereau and Steinman, 

1998). Teniendo en cuenta esto, la maduraci�n de las CD, producto del balance complejo de 

se�ales que determinan su fenotipo final al momento de encontrarse con los linfocitos, es un 

paso clave y decisivo en el proceso de la generaci�n de vacunas anti-tumorales. Luego de 48 

h, las CD co-cultivadas con las c�lulas Apo-Nec presentaban una modulaci�n intermedia de 

las mol�culas co-estimulatorias y presentadoras de Ag, comparado con la maduraci�n inducida 

por otros est�mulos can�nicos como el LPS o el c�ctel de maduraci�n est�ndar, compuesto por 

la citoquinas TNF-", IL-1#, IL-6 y PGE2 (Jonuleit et al., 1997). Las c�lulas Apo-Nec tend�an 

a formar grandes agregados en los co-cultivos de la vacuna, dejando algunas CD atrapadas o 

relegadas a la periferia de estos ac�mulos. La utilizaci�n del CC durante el co-cultivo de la 

vacuna increment� todos los marcadores de maduraci�n analizados, dejando una poblaci�n de 

CD maduras y m�s homog�nea en cuanto a la expresi�n de dichos marcadores. Adem�s, 

gener�, por un lado, menor adherencia de las CD a las placas de cultivo y, por otro, mayor 

dispersi�n de las c�lulas en el co-cultivo, casi sin formaci�n de agregados de c�lulas tumorales 

y con mayor formaci�n de ac�mulos o clusters de CD. Sin embargo, lo m�s importante es que 

la r�pida adquisici�n de este fenotipo maduro no tuvo consecuencias significativas en la 

captura de Ag ofrecidos por las c�lulas Apo-Nec. En este caso, poco m�s del 40 % de las CD 

del co-cultivo preparado con CC presentaba restos de c�lulas tumorales en su interior. En 

particular, el seguimiento del Ag MART-1 revel� que la prote�na era incorporada y procesada 

por las CD a lo largo de las 48 h de co-cultivo. Por lo tanto, la utilizaci�n del CC en nuestro 
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sistema logr� preservar el equilibrio requerido para generar una vacuna con un perfil que 

favorezca la estimulaci�n de c�lulas T espec�ficas contra Ag de melanoma. 

En cuanto al contenido lip�dico, se ha reportado que en ratones portadores de tumor, o 

con tumores inducidos por radiaci�n, las CD presentan mayor acumulaci�n de l�pidos 

citoplasm�ticos, mayormente triglic�ridos, comparados con ratones sanos. Las CD con mayor 

carga lip�dica ten�an impedimento funcional, con menor maduraci�n, baja estimulaci�n de 

linfocitos alogeneicos y capacidad reducida para procesar Ag (Gao et al., 2015; Herber et al., 

2010). A su vez, se los ha descripto involucrados en la inflamaci�n y su aumento en respuestas 

de c�lulas de la inmunidad innata, en presencia de intermediarios como IFN- ! o la se�alizaci�n 

v�a TLR. Se ha reportado un incremento de LB en los leucocitos, en asociaci�n con los 

fagosomas, y que prote�nas localizadas de los LB est�n involucradas en el proceso de 

presentaci�n cruzada de las CD, mediando el transporte de los p�ptidos fagocitados hacia el 

ret�culo endoplasm�tico (Bougn�res et al., 2009; Bozza and Viola, 2010; van Manen et al., 

2005). Por lo tanto result� importante determinar si el contenido lip�dico ten�a alg�n efecto 

sobre las funciones de las CD en nuestro sistema. En primer lugar, las CDi conten�an peque�os 

LB, que incrementaban con la maduraci�n en respuesta al LPS. Al ser co-cultivadas con las 

c�lulas Apo-Nec, los LB de las CD aumentaban en n�mero y tama�o. El agregado de CC no 

introdujo mayores cambios en el aumento del contenido lip�dico, por lo que este fenotipo en 

las CD se desencadenaba principalmente por la presencia de las c�lulas Apo-Nec y durante el 

proceso de fagocitosis, consistente con lo observado por Bougn�res et al. Como se hab�a 

observado aqu� previamente, los LB eran liberados por las c�lulas irradiadas, pero la escasa 

transferencia directa de los mismos a las CD no alcanzaba para explicar el aumento total de los 

LB en las CD. Por lo tanto, �stos deb�an provenir de la generaci�n end�gena de las CD. Esto 

tambi�n fue corroborado en co-cultivos realizados utilizando c�lulas Apo-Nec con diferente 

contenido lip�dico. Independientemente de este factor y de la utilizaci�n o no del CC, las CD 

aumentaban sus LB citoplasm�ticos al ser co-cultivadas con las c�lulas Apo-Nec y manten�an 

constante la capacidad de incorporar Ag tumorales, seguida a trav�s del destino del Ag MART-

1. 

En este contexto, se evalu� y compar� la capacidad de la vacuna de estimular linfocitos 

alogeneicos, en ensayos de MLR, dependiendo de su grado de maduraci�n y del contenido 

lip�dico ofrecido por las c�lulas Apo-Nec. Estos resultados mostraron claramente baja 

respuesta estimulatoria de las CD co-cultivadas solamente con las c�lulas Apo-Nec, incluso en 

una relaci�n 10:1 efector: target. Este resultado es independiente del contenido lip�dico de las 
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c�lulas Apo-Nec y, en ambos casos, la vacuna genera estimulaci�n si fue preparada en 

presencia del CC. Al inducir la maduraci�n de las CDi con los est�mulos LPS y CC solamente, 

se observa mayor estimulaci�n de los linfocitos alogeneicos, que resulta directamente 

proporcional al nivel de aumento de los marcadores de maduraci�n, evaluados en los cultivos. 

De esto se desprende que la baja capacidad estimulatoria de la vacuna CD/Apo-Nec ser�a 

debida en parte a la menor expresi�n de mol�culas de superficie. Si se tiene en cuenta tambi�n 

otra caracter�stica del cultivo, como es la formaci�n de grandes agregados inducidos por las 

c�lulas Apo-Nec, se podr�a hipotetizar que las CD de la vacuna quedan de alguna manera 

ÔsecuestradasÕ y en consecuencia poco disponibles para entrar en contacto suficiente con los 

linfocitos de baja afinidad y lograr estimularlos en la MLR (Gijzen et al., 2007). Los agregados 

homot�picos de las c�lulas Mel-XY3 irradiadas podr�an ser generados por interacciones 

espec�ficas (Glinsky et al., 2003), ya que han mostrado ser capaces de formar colonias 

compactas en los ensayos clonog�nicos, y por uniones inespec�ficas luego del da�o celular 

inducido por la irradiaci�n. Se ha reportado que el est�mulo de maduraci�n del CC induce 

mayor motilidad de las CD, en parte por la secreci�n aumentada de MMP-9. Estas 

caracter�sticas podr�an estar relacionadas con la menor adherencia y liberaci�n del sustrato de 

cultivo de las CD y la disgregaci�n de los c�mulos celulares en los co-cultivos de la vacuna 

CD/Apo-Nec preparada con CC, y por ende, su mayor capacidad estimulatoria. 

Las caracter�sticas analizadas en esta secci�n permiten asegurar que las c�lulas 

tumorales de melanoma irradiadas constituyen una fuente de Ag segura, que presenta una 

inducci�n de l�pidos citoplasm�ticos post-irradiaci�n, pero sin consecuencias funcionales 

sobre las CD luego del co-cultivo. Las c�lulas Apo-Nec proveen Ag tumorales a las CD, que 

pueden capturarlos y procesarlos eficientemente, mientras adquieren un fenotipo maduro 

durante el co-cultivo a trav�s del agregado del CC. En estas condiciones de co-cultivo, las CD 

presentan mayor movilidad y existe una menor proporci�n de agregados celulares, confiriendo 

mayor ÔlibertadÕ a las CD para interactuar con otras c�lulas inmunes, evitando as� la posible 

generaci�n de un dep�sito celular en el sitio de inyecci�n de dif�cil acceso para el SI. 
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Como se vio anteriormente, el proceso de activaci�n y maduraci�n de las CD conlleva 

un aumento de la motilidad y migraci�n en respuesta a gradientes quimiot�cticos que permiten 

el homing a los GL, entre otras caracter�sticas. Estos procesos pueden ser regulados por el 

reconocimiento de PAMP, la exposici�n a DAMP liberados por c�lulas da�adas o en proceso 

de muerte o por mediadores pro-inflamatorios sobre las CD (Escamilla-Tilch 2013). 

Previamente, se analiz� la oferta y disponibilidad antig�nica de las c�lulas de melanoma 

irradiadas Apo-Nec, as� como su captura y procesamiento en el co-cultivo con las CD. Como 

fuente de Ag, son fagocitadas por las CD durante las 48 h de co-cultivo y, al ser combinado 

con el uso del CC, se incrementa significativamente la expresi�n de mol�culas co-

estimulatorias y cambian las interacciones celulares en el co-cultivo, favoreciendo su 

capacidad de estimulaci�n alogeneica. Sumado a estas determinaciones, se quer�a analizar las 

caracter�sticas migratorias de la vacuna CD/Apo-Nec, evaluando su sensibilidad y capacidad 

de respuesta frente a se�ales inflamatorias y de homing a los GL. Se caracteriz� el efecto sobre 

estos par�metros migratorios luego del agregado de diferentes agentes de maduraci�n durante 

la elaboraci�n del co-cultivo de la vacuna CD/Apo-Nec. Se investig� la utilizaci�n del CC 

(Jonuleit et al., 1997) junto con el agregado de ligandos de TLR, como el Imiquimod, an�logo 

del ligando de TLR7, o el ligando de TLR4 BCG, utilizada en la vacuna celular VACCIMEL 

(Barrio et al., 2006). En estas condiciones de maduraci�n, interesaba evaluar par�metros 

funcionales como la expresi�n de quimiorreceptores, la motilidad celular y la respuesta 

quimiot�ctica espec�fica, factores que favorecen el homing de las CD a los GL para la 

activaci�n de los linfocitos (Alvarez et al., 2008; MartIn-Fontecha et al., 2003). 

Por un lado, el est�mulo inducido por las c�lulas Apo-Nec sobre las CD durante el co-

cultivo fue suficiente para generar un cambio en el patr�n migratorio in vitro. Este efecto fue 

levemente inferior, aunque similar en magnitud, al inducido por el uso de LPS o CC como 

agentes madurativos sobre las CD. El receptor de la quimioquina CCL3, CCR5, se regul� 

negativamente con la maduraci�n y, consecuentemente, disminuy� la migraci�n frente a su 

ligando. En el caso del receptor CCR7, no se logr� detectar una mayor expresi�n del receptor 

en la vacuna CD/Apo-Nec aunque, junto con la modulaci�n de otros marcadores de 

maduraci�n, aument� la respuesta quimiot�ctica frente a su ligando CCL19. Este receptor es 

muy sensible a su ligando, por lo que una peque�a modulaci�n no detectada, comprendida 

dentro del error experimental, podr�a ser responsable de la respuesta quimiot�ctica. Tambi�n 

est� descripto que, con la maduraci�n, las CD pueden producir la quimioquina CCL19 (Alvarez 

et al., 2008), que induce la internalizaci�n de su receptor CCR7 v�a Arrestina-3 (Byers et al., 
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2008), motivo por el cual podr�amos no haber detectado su expresi�n en la vacuna CD/Apo-

Nec. Por su parte, la PGE2 est� asociada al aumento de la expresi�n del receptor CCR7 y la 

disminuci�n de la producci�n de CCL19 por las CD (Hansen et al., 2012; Muthuswamy et al., 

2010). En el modelo aqu� utilizado, el agregado del CC aument� de manera significativa la 

expresi�n del receptor y la respuesta quimiot�ctica frente a CCL19 in vitro.  

La repercusi�n del est�mulo madurativo del CC sobre los par�metros migratorios de la 

vacuna fue evidente tambi�n luego del tratamiento con algunos componentes del CC de manera 

individual, poniendo atenci�n en los efectos de la IL-6 o la PGE2, ya que poseen algunas 

funciones inmunosupresoras ya descriptas (Hegde et al., 2004; Kalinski, 2012). En el modelo 

de vacuna CD/Apo-Nec, s�lo con la combinaci�n de todos los componentes del CC se logra 

inducir un fenotipo de maduraci�n completa sobre las CD de la vacuna. Se detect� que la PGE2 

induce el aumento de la expresi�n de CCR7, aunque en ese caso no se alcanza un m�ximo, 

mientras que la IL-6 mantiene niveles muy bajos del receptor CCR7. El agregado de 

adyuvantes del tipo ligandos de TLR ha probado ser efectivo para la maduraci�n de las CD in 

vitro (Boullart et al., 2008; Marongiu et al., 2013; Spranger et al., 2010), pero en el co-cultivo 

CD/Apo-Nec no tuvo efectos adicionales por sobre el est�mulo producido por las c�lulas Apo-

Nec o los inducidos por el CC. Las v�as por las cuales est�n actuando los adyuvantes podr�an 

superponerse con el est�mulo de las Apo-Nec y enmascarar el efecto directo de los adyuvantes 

(Escamilla-Tilch et al., 2013; Spel et al., 2013). Sin embargo, en todas estas situaciones 

ensayadas, la utilizaci�n del CC completo optimiza los par�metros en cuanto a la expresi�n de 

las mol�culas de superficie y la respuesta quimiot�ctica.  

A su vez, el agregado de CC al co-cultivo CD/Apo-Nec tambi�n incrementa su 

migraci�n a trav�s de una matriz proteica en respuesta a la quimioquina CCL19. Durante el 

estado estacionario o la inflamaci�n, las CD utilizan tanto la movilizaci�n ameboide 

(Renkawitz et al., 2009) como la acci�n de metaloproteasas, principalmente la MMP-9 

(Ratzinger et al., 2002), para alcanzar los vasos linf�ticos y migrar a los GL. El aumento en la 

migraci�n invasiva in vitro inducido por el uso del CC est� determinado por la actividad de la 

MMP-9 secretada por las CD, que aumenta con la maduraci�n de la vacuna. La modulaci�n de 

la actividad de la MMP-9 regula directamente la migraci�n invasiva de la vacuna CD/Apo-

Nec. Ya estaba reportado que la PGE2, presente en sitios de inflamaci�n, induce la producci�n 

de MMP-9 y que es necesaria para la migraci�n de las CD mediada por el receptor CCR7 (Yen 

et al., 2008). Adem�s del efecto de la PGE2 sobre la expresi�n del CCR7, observado 

anteriormente en el an�lisis de los componentes separados del CC, se determin� un aumento 
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de la migraci�n invasiva y de la actividad de la MMP-9, principalmente relacionado a esta 

citoquina, en el sistema de la vacuna CD/Apo-Nec.  

Considerando el fenotipo migratorio inducido por la utilizaci�n del CC en la 

preparaci�n de la vacuna CD/Apo-Nec, se realiz� un an�lisis a corto y mediano plazo de la 

migraci�n de la vacuna humana a los GL en ratones nude. A pesar de las limitaciones que 

puede traer la utilizaci�n de un modelo xenogeneico inmunodeficiente, result� una herramienta 

muy �til debido a la alta homolog�a y reactividad cruzada humano-rat�n tanto de las 

quimioquinas de homing a los GL, CCL19 y CCL21, como de su receptor CCR7 (Campbell et 

al., 1998) (BLAST, National Center for Biotechnology Information, 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y que, por su carencia de inmunidad celular T, 

permit�a evaluar el desempe�o de las c�lulas humanas en el corto y mediano plazo sin 

reacciones de rechazo, detrimentales para las c�lulas inoculadas o el rat�n. Las t�cnicas no 

invasivas de seguimiento celular in vivo combinadas con trazadores fluorescentes de espectro 

de emisi�n cercano al infrarrojo probaron ser herramientas muy poderosas para la investigaci�n 

de terapias celulares, entre ellas las basadas en CD (Christian et al., 2009; Somanchi et al., 

2012). Estas determinaciones realizadas en el modelo murino permitieron analizar la capacidad 

migratoria de la vacuna CD/Apo-Nec en un ambiente fisiol�gico. En este caso, permiti� 

evaluar la din�mica de llegada de la vacuna humana a los GL del rat�n luego de una inyecci�n 

subcut�nea y el an�lisis de su distribuci�n en el tiempo. 

De esta manera, al inyectar la vacuna CD/Apo-Nec en la almohadilla plantar trasera del 

rat�n, se detect� la llegada de las c�lulas al ganglio popl�teo drenante de manera r�pida, 

determinado en la observaci�n 2-3 h post-inoculaci�n. Esto puede corresponder en parte a un 

drenaje linf�tico pasivo desde el sitio de inyecci�n o bien una forma de migraci�n r�pida, como 

se ha descripto previamente (Grayson et al., 2007), debido a la baja adhesi�n de las CD en el 

sitio de inyecci�n y en respuesta quimiot�ctica hacia el GL. Las c�lulas se observaron 

principalmente en la zona perif�rica del GL, que corresponder�a a los senos subcapsulares y, 

en muchos casos, penetrando dentro de la estructura hacia los fol�culos y la m�dula (Kataru et 

al., 2011; Sainte-Marie and Peng, 1983). Se produjo una migraci�n ipsilateral que fue 

incrementando gradualmente hasta las 48 h luego de la inyecci�n, punto de evaluaci�n y 

comparaci�n de la migraci�n a corto plazo. La distribuci�n regional de la vacuna coincidi� con 

los GL mapeados con Azul de Evans (Harrell et al., 2008), previamente a los ensayos de 

migraci�n in vivo. 
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El grado de maduraci�n de la vacuna se relacion� directamente con la llegada total a 

los GL al tiempo evaluado. La vacuna CD/Apo-Nec preparada con el CC se observ� m� s 

distribuida entre los GL locoregionales ipsilaterales, con menor concentraci�n en el primer GL 

de la v�a de distribuci�n linf�tica. A�n m�s, en el caso de la vacuna CD/Apo-Nec madurada 

con CC, se localiz� una muy baja pero constante proporci�n en uno de los ganglios axilares. 

La combinaci�n de esta vacuna con adyuvantes locales tuvo resultados positivos sobre la 

migraci�n, mejorando a�n m�s la llegada a los GL. La co-administraci�n de BCG en el sitio 

de la vacunaci�n mostr� una tendencia al aumento de la migraci�n de la vacuna preparada con 

CC a los ganglios del rat�n, aunque no result� significativo. La utilizaci�n del Imiquimod, 

aplicando una crema t�pica localizada de manera diaria (Fehres et al., 2014), increment� 

significativamente la migraci�n de la vacuna, independientemente del grado de maduraci�n de 

la misma. Es importante resaltar que el Imiquimod como adyuvante in vivo mostr� un efecto 

aditivo sobre la migraci�n en combinaci�n con el uso del CC en la preparaci�n de la vacuna. 

Sin embargo, la mayor�a de las c�lulas inoculadas permanece en el sitio de inyecci�n. La 

proporci�n de la vacuna CD/Apo-Nec que alcanz� los GL no super� los niveles reportados en 

estudios previos de modelos de vacuna con CD. �stos se encuentran alrededor del 4-5% del 

total inoculado, determinados con CD marcadas radiactivamente en pacientes con c�ncer 

(Ridolfi et al., 2004; de Vries et al., 2003). No obstante, no es posible descartar que, en nuestro 

modelo, este valor podr�a estar siendo subestimado, debido a la reactividad cruzada solamente 

parcial entre el humano y el rat�n de las quimioquinas y de las mol�culas de adhesi�n 

(Campbell et al., 1998; Park et al., 2001). Recientemente, se ha logrado mayor proporci�n de 

migraci�n mediante la combinaci�n de la vacunas de CD con adyuvantes como el toxoide del 

t�tanos. La migraci�n aumentada junto con la mayor sobrevida total se han observado en un 

modelo murino y en pacientes con glioblastoma tratados con el mismo esquema de 

inmunizaci�n (Mitchell et al., 2015; Sabado and Bhardwaj, 2015).  

A diferencia de la migraci�n a trav�s de una matriz proteica in vitro, la llegada de la 

vacuna CD/Apo-Nec a los GL del rat�n no depende exclusivamente de la actividad de la MMP-

9. Los resultados obtenidos utilizando el Inhibitor I espec�fico in vivo sugieren una migraci�n 

de las CD facilitada parcialmente por la MMP-9, inducida tras la maduraci�n con el CC. Esto 

indica que hay otros mecanismos involucrados en este proceso, como la sensibilidad de las CD 

a las quimioquinas y la capacidad de respuesta frente a ellas. Un fenotipo menos adherente de 

la vacuna y coordinados mecanismos de movimiento ameboide pueden determinar el tr�nsito 

entre compartimientos intersticiales frente a un gradiente quimiot�ctico (Renkawitz et al., 
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2009). Esto adem�s puede facilitar el encuentro de las CPA residentes con los Ag tumorales 

remanentes en el sitio de inyecci�n. 

Por �ltimo, se describi� la migraci�n y localizaci�n de la vacuna CD/Apo- Nec 

madurada con el CC por in vivo imaging, a mayores tiempos de seguimiento. Aqu� se observ� 

que hab�a una acumulaci�n progresiva de las CD marcadas en los GL drenantes m�s cercanos, 

que alrededor de los cinco d�as alcanz� una meseta, que comienza a decaer lentamente en los 

d�as subsiguientes. Las c�lulas de la vacuna se pueden identificar por su morfolog�a y se 

localizan dentro de la estructura de los GL murinos, incluso a los 9 d�as post-inoculaci�n. Por 

este m�todo no se puede determinar si el porcentaje de migraci�n alcanzado corresponde al 

valor m�ximo final que se puede obtener, por una senescencia o muerte de las CD inoculadas 

o si hay una tasa de llegada y recambio de las c�lulas en los GL que se estabiliza en ese valor, 

como ocurre en condiciones de estado estacionario o inflamaci�n (Boltjes and van Wijk, 2014; 

Kamath et al., 2002). Mediante este seguimiento en el tiempo de la vacuna CD/Apo-Nec por 

in vivo imaging, que permiti� cuantificar solamente su presencia en los ganglios popl�teo y 

ci�tico, la utilizaci�n de Imiquimod de forma t�pica parec�a no tener un efecto incremental 

sobre la migraci�n. Cuando se analiz� el total de los GL extra�dos de los ratones, se pudo 

observar un aumento en la migraci�n con el adyuvante, que se da a nivel de los otros GL 

drenantes. Adem�s, el abandono del tratamiento con el Imiquimod al d�a 2 genera que, con el 

correr del tiempo, se iguale la distribuci�n entre los GL. Este cambio en la distribuci�n sugiere 

un efecto directo y necesario del adyuvante que requiere de su administraci�n regular para 

facilitar la migraci�n, aunque la crema t�pica podr�a tener un efecto de corta duraci�n sobre el 

sitio de inyecci�n en la piel, con consecuencias durante los primeros d�as de su aplicaci�n.  

Al d�a 9, la mayor�a de las c�lulas de la vacuna inoculadas se manten�an en el sitio de inyecci�n 

en la almohadilla plantar del rat�n, con aspecto y morfolog�a normal y viable, sin zonas 

necr�ticas evidentes. A pesar de que la mejora del homing a los GL puede representar un 

desaf�o para el desarrollo de las vacunas basadas en CD, no hay datos suficientes ni claros 

sobre cu�ntas CD son necesarias para activar eficientemente a los linfocitos T para generar una 

respuesta anti-tumoral efectiva. Actualmente es un campo de intensa investigaci�n, 

principalmente para determinar si el GL es el sitio espec�fico y relevante para que se puedan 

montar respuestas anti-tumorales efectivas, o si pueden iniciarse tambi�n en sitios alternativos 

(Aris et al., 2015; De Chaisemartin et al., 2011). La controversia sobre este tema se origina 

principalmente debido a la existencia de un compromiso tanto local como sist�mico por la 

presencia del tumor en el organismo (Soudja et al., 2011). La funci�n inmunol�gica normal de 
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los GL drenantes del tumor se ve comprometida por la presencia de met�stasis, a trav�s de 

mecanismos inmunosupresores (Munn and Mellor, 2006), a pesar de que siguen siendo una 

fuente de c�lulas T estimulables (Jeanbart et al., 2014; Zheng and Shu, 2011). Se ha descripto 

que los Treg FoxP3+ presentes en el GL pueden inducir la muerte celular de las CD e impedir 

su normal motilidad, necesaria para la presentaci�n cruzada de Ag a c�lulas T CD8 + 

(Boissonnas et al., 2010). Publicaciones recientes sugieren al sitio de vacunaci�n por s� mismo 

como un sitio de presentaci�n antig�nica, estimulando a los linfocitos T perif�ricos junto con 

las CPA residentes de la piel mediante el uso de adyuvantes (Aris et al., 2015; Hailemichael et 

al., 2013; Harris et al., 2012). De hecho, la inmunizaci�n con el modelo murino de la vacuna 

CD/Apo-Nec (Goldszmid et al., 2003) revel� la presencia de estructuras linf�ticas terciarias en 

el sitio de inoculaci�n, con formaci�n de una pseudoc�psula y reclutamiento de macr�fagos, 

c�lulas polimorfonucleares y linfocitos T CD4 + y CD8+ (Mac Keon et al., 2010). In vitro, se ha 

observado que las c�lulas Apo-Nec pueden ser fagocitadas tanto por CD como por macr�fagos 

y ambos son capaces de presentar el Ag MART-1 a c�lulas T CD8 + de igual manera (Barrio et 

al., 2012). Estas evidencias sugieren que el �xito terap�utico de la vacuna humana CD/Apo-

Nec pueda ser el resultado del sinergismo de eventos que ocurren en la dermis luego de la 

vacunaci�n y con las CD migrantes en los GL drenantes. Queda a�n pendiente determinar la 

RI que induce la vacuna CD/Apo-Nec in vivo en un modelo apropiado. La aproximaci�n con 

el modelo de ratones humanizados (Inoue et al., 2009) podr�a resultar �til para evaluar la 

capacidad de la vacuna de generar inmunidad anti-tumoral capaz de erradicar o cronificar el 

tumor (Graham et al., 2016; Spranger et al., 2012), junto con la utilizaci�n de adyuvantes 

locales que pueden influir en el destino y la potencia de la RI inducida (Dubensky and Reed, 

2010). 
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En la �ltima parte de esta tesis doctoral, se busc� caracterizar en profundidad el perfil 

inmunoestimulatorio de la vacuna y su capacidad de inducir una respuesta celular espec�fica 

contra c�lulas de melanoma. En cap�tulos previos se han caracterizado las c�lulas Apo- Nec 

como fuente de Ag, el cargado y la maduraci�n de las CD en el co-cultivo de la vacuna en 

combinaci�n con el CC y la capacidad migratoria resultante. Aqu�, por un lado, se hace foco 

en la expresi�n de mol�culas involucradas en la sinapsis inmunol�gica y en las citoquinas 

secretadas por las CD. Por otro, se describe en detalle la capacidad de la vacuna CD/Apo-Nec 

de activar un clon de c�lulas T CD8 + para el Ag MART-1, espec�fico para el nonap�ptido 

AAGIGILTV restricto al haplotipo HLA-A*0201 (Yee et al., 2002), en funci�n del cargado 

antig�nico, el grado de maduraci�n de la vacuna y la evoluci�n de la presentaci�n cruzada a lo 

largo del tiempo. En �ltimo t�rmino, mostramos a modo descriptivo la capacidad de la vacuna 

CD/Apo-Nec de inducir una respuesta anti-tumoral sobre linfocitos na�ve, evaluada en 

muestras de PBMC provenientes de 2 donantes sanos. Con este objetivo, se utiliz� un sistema 

aut�logo de estimulaciones in vitro de PBMC con la vacuna (Schnurr et al., 2001). Se describi� 

la activaci�n de los linfocitos estimulados mediante la expresi�n de diferentes mol�culas de 

superficie y el perfil de respuesta seg�n las citoquinas secretadas, par�metro analizados en 

ambos donantes. La capacidad proliferativa y citot�xica frente a c�lulas de melanoma viables, 

se analiz� s�lo en el caso del donante de haplotipo HLA-A*0201. Dado el escaso n�mero de 

muestras analizadas, estos datos sobre la generaci�n de una respuesta anti-tumoral deben ser 

considerados preliminares. 

En cuanto a las caracter�sticas de las CD de la vacuna, ya se hab�a demostrado que la 

utilizaci�n del CC en el co-cultivo induc�a un aumento significativo en la expresi�n de la s 

mol�culas co-estimulatorias CD80 y CD86, que brindan la se�al 2, indispensable luego de la 

interacci�n de los complejos HLA/Ag con el TCR espec�fico para iniciar una respuesta por 

parte del linfocito T (Banchereau and Steinman, 1998; Frankenberger and Schendel, 2012). El 

proceso de maduraci�n de las CD, que las transforma en CPA completamente competentes, 

involucra la regulaci�n positiva de la expresi�n de CD40 en la superficie. La vacuna madurada 

con el CC increment� significativamente los niveles de CD40. Esto implica una sensibilizaci�n 

de la vacuna CD/Apo-Nec para su activaci�n por CD40L. La interacci�n CD40/CD40L juega 

un rol crucial en la iniciaci�n de la mayor�a de las RI celulares. La activaci�n v�a CD40 induce 

el aumento en la expresi�n de mol�culas co-estimulatorias y la liberaci�n de citoquinas 

inflamatorias en CD y macr�fagos, como la IL-12, TNF e IL-1 (Mackey et al., 1998). El 

aumento de CD40 en las CD lo registramos principalmente por el agregado del CC a la vacuna 
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CD/Apo-Nec, sin mayores variaciones al combinarlo con los otros adyuvantes ensayados. 

Adem�s, se detect� un aumento en la expresi�n de ICOS-L en las CD de la vacuna madurada 

con CC, otra mol�cula necesaria para la activaci�n de una respuesta anti-tumoral en los 

linfocitos (Fu et al., 2011).  

La utilizaci�n del CC durante la preparaci�n de la vacuna induce un aumento en la 

secreci�n de IL-12p70 al medio de cultivo. Para este factor, se observ� un efecto aditivo del 

est�mulo generado por las Apo-Nec y el CC sobre las CD, ya que es significativamente mayor 

en la vacuna que en el control de maduraci�n de las CD, s�lo con el CC. Los niveles de 

secreci�n de IL-12p70 en las primeras 48 h de cultivo son modestos, con valores menores a los 

100pg/106 de CD, si bien las CD quedan sensibilizadas para ser activadas por CD40L en su 

interacci�n con los linfocitos T, en cuyo caso podr�an producir mayores niveles de IL-12 

(Mackey et al., 1998). Los reportes de una mayor liberaci�n de IL-12 usando otros factores 

madurativos, como IFN-!  (Dohnal et al., 2007) o poly(I:C) (Mailliard et al., 2004), se han 

asociado a altos niveles de IL-10 (Zobywalski et al., 2007). En nuestro modelo, la secreci�n 

de IL-10 aumenta con el uso del CC pero en nivel absoluto bajo, comparado con otros 

est�mulos, como el LPS. Sumado a este perfil, la vacuna CD/Apo-Nec expresa poco PD-L1, 

aunque esta mol�cula puede ser fuertemente inducida en las CD luego de la activaci�n por 

IFN-! . Un 15 % de las c�lulas Mel-XY3 viables expresan este ligando en la superficie, que 

sufre un aumento luego de la irradiaci�n. Este incremento podr�a corresponder a la detecci�n 

del contenido intracitoplasm�tico de las c�lulas, que presentan p�rdida de la integridad de 

membrana durante el proceso de muerte celular. De cualquier manera, este hecho no tendr�a 

un efecto negativo real de la vacuna sobre posibles linfocitos reactivos ya que, por un lado, la 

proporci�n de Apo-Nec remanente en la formulaci�n de la vacuna no supera el 15 % y, por 

otro, estas c�lulas luego de 48 h carecen de complejos HLA-I, de manera que no podr�an 

presentar Ag de manera directa a los linfocitos T. 

Cabe mencionar nuevamente que la r�pida adquisici�n de un fuerte perfil de 

diferenciaci�n a CD maduras en la vacuna preparada con CC no afecta la fagocitosis y 

procesamiento de Ag tumorales como MART-1, provenientes de la captura de las c�lulas Apo-

Nec en el co-cultivo. Los Ag no s�lo son capturados y procesados, sino que tambi�n son 

cargados y presentados de manera eficiente a c�lulas T CD8 +. Esta activaci�n espec�fica de los 

clones T CD8+ generada por la vacuna, que no resulta por estimulaci�n directa por las c�lulas 

Apo-Nec, que poseen el Ag MART-1 pero carecen de HLA-I, corrobora los resultados previos 

(von Euw et al., 2007), paralelamente a la robusta estimulaci�n alogeneica observada en la 
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vacuna madurada con el CC. Por lo tanto, la utilizaci�n del CC en el modelo de la vacuna 

humana CD/Apo-Nec preserva el equilibrio requerido para generar una RI anti-tumoral 

espec�fica (Delamarre et al., 2005b; Savina and Amigorena, 2007), con un perfil que 

favorecer�a una estimulaci�n de c�lulas T con un perfil de respuesta Th1. 

Mediante la estimulaci�n del clon de c�lulas T CD8 + M26, que reconoce 

espec�ficamente al Ag MART-1, se pudieron evaluar otros par�metros de la preparaci�n del 

co-cultivo CD/Apo-Nec, en funci�n de la capacidad de procesamiento y la presentaci�n 

antig�nica por parte de las CD. Las CD co-cultivadas con c�lulas Apo-Nec son capaces de 

activar c�lulas T CD8 + espec�ficas a partir de las tres horas de co-cultivo, incrementando dicha 

capacidad hacia las 48 h. La magnitud de la respuesta del clon M26 a ese tiempo no var�a con 

el aumento de la proporci�n de c�lulas Apo-Nec en el cultivo. La preparaci�n de un lisado de 

las c�lulas Apo-Nec, ofrecido a las CD como fuente de Ag para su cargado, gener� una menor 

respuesta del clon M26 frente a la presentaci�n del epitope espec�fico de MART-1, comparada 

con el co-cultivo de las CD con las Apo-Nec como fuente de Ag particulada. Esto puede 

deberse al formato del Ag y su v�a de captaci�n por parte de las CD, o bien a que el m�todo de 

lisis no permite una extracci�n adecuada del Ag hidrof�bico no soluble, asociado a membranas 

internas (De Mazi�re et al., 2002), generando una baja en la cantidad de la prote�na MART-1 

ofrecida a las CD. La maduraci�n de la vacuna con el CC durante 48 h no disminuye su 

capacidad de activar al clon M26, a trav�s de la presentaci�n del Ag MART-1, 

independientemente de la relaci�n de las c�lulas Apo-Nec que conformaban el co-cultivo. No 

obstante, en el caso de la utilizaci�n del lisado de las c�lulas Apo-Nec, la maduraci�n del 

cultivo con el CC es capaz de aumentar este proceso a un nivel de activaci�n similar al obtenido 

con las c�lulas Apo-Nec particuladas. La cantidad y la forma en que el Ag MART-1 es ofrecido 

durante el co-cultivo de la vacuna CD/Apo-Nec es suficiente y necesaria para una presentaci�n 

cruzada efectiva a un clon T CD8+ espec�fico. 

Las CD de la vacuna conservan la capacidad de estimular a las c�lulas T CD8 + a lo 

largo del tiempo, evaluada durante varios d�as despu�s del comienzo del co-cultivo, en un 

per�odo total de 7 d�as. El nivel de estimulaci�n de la vacuna CD/Apo-Nec alcanzado a las 48 

h aumenta ligeramente hacia las 72 h y se mantiene constante a lo largo de los d�as, mientras 

que con la maduraci�n con CC el m�ximo es alcanzado a las 48 h y es igualmente mantenido 

hasta el s�ptimo d�a de evaluaci�n. De acuerdo a estos resultados, en ambos casos, los Ag 

ofrecidos en el co-cultivo CD/Apo-Nec son internalizados y permanecen retenidos dentro de 

las CD por largos per�odos de tiempo, probablemente consecuencia de una degradaci�n lenta, 
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caracter�stica que las convierte en CPA profesionales (Delamarre et al., 2005a). En la CD/Apo-

Nec, por microscop�a confocal se pudo detectar el Ag MART-1 localizado dentro de las CD 

luego de 48 h de co-cultivo con las c�lulas Apo-Nec. El hecho de que se pueda recuperar 

material de c�lulas apopt�ticas retenido en CD migratorias in vivo apoya la evidencia de la 

limitada capacidad de prote�lisis lisosomal (Iyoda et al., 2002). Esto permite la presentaci�n 

antig�nica no inmediata de los Ag retenidos dentro de las CD una vez que �stas migran al GL, 

un proceso lento que puede extenderse algunos d�as en total, como fue mostrado anteriormente 

(Cella et al., 1997; Pierre et al., 1997). 

Actualmente, la vacunaci�n terap�utica est� dise�ada para ser un tratamiento adyuvante 

para pacientes con baja carga tumoral y alto riesgo de recurrencia, aunque tambi�n se utiliza 

como alternativa terap�utica en estadios avanzados de la enfermedad (Kantoff et al., 2010). La 

eficacia de la terapia anti-tumoral en estos pacientes depende principalmente de cuatro 

componentes cr�ticos: la generaci�n de c�lulas Teff CD8 +, la calidad de las c�lulas Th CD4 +, 

la eliminaci�n y/o la neutralizaci�n de los Treg y la disrupci�n del microambiente tumoral 

inmunosupresor (Fern�ndez et al., 2014; Le and Jaffee, 2012; Palucka et al., 2010b; Topalian 

et al., 2015). Las diversas inmunoterapias apuntan a generar nuevos clones reactivos contra 

TAA o neo-ant�genos (Carreno et al., 2015; Rooney et al., 2015) o bien recuperar aquellos que 

presentan un fenotipo exhausto (Speiser et al., 2014; Utzschneider et al., 2013), hasta ahora 

considerada una diferenciaci�n terminal inactiva. La activaci�n de clones T espec�ficos in vitro 

resulta un buen par�metro para caracterizar la capacidad de procesamiento y presentaci�n Ag-

espec�fica de las CD y por ende, de la respuesta espec�fica que pueden generar. Sin embargo, 

representa una situaci�n muy artificial a la hora de proyectar la respuesta anti-tumoral que 

puedan inducir las vacunas basadas en CD en el paciente. 

La estimulaci�n in vitro de linfocitos na�ve en un sistema aut�logo resulta una buena 

aproximaci�n a la respuesta que pueden generar in vivo estas vacunas sobre los linfocitos del 

paciente, as� como la actividad anti-tumoral que puedan inducir (Schnurr et al., 2001). En 

nuestro modelo, caracterizamos la respuesta de PBMC provenientes de dos donantes sanos, 

uno de ellos de haplotipo HLA-A*0201, sometidos a un esquema semanal de estimulaci�n  in 

vitro con vacunas CD/Apo-Nec aut�logas. A lo largo de las estimulaciones, los PBMC de 

ambos dadores muestran una tendencia al aumento de la expresi�n de marcadores de 

activaci�n, como CD25, CD69 e ICOS, con producci�n de principalmente de IFN- ! y en menor 

medida de TNF. La activaci�n comienza a regularse mediante Treg y la expresi�n de PD-1, 

que se correlaciona con una tendencia al aumento de IL-10 hacia el final del esquema de 
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estimulaciones, luego de 4 semanas. En todos los casos la tendencia fue m�s marcada en el 

tratamiento con la vacuna madurada con el CC. Estos datos preliminares indican que la vacuna 

CD/Apo-Nec ser�a capaz de interactuar con los linfocitos na�ve aut�logos y activarlos durante 

un per�odo prolongado de tiempo antes de mostrar un fenotipo exhausto y que induzcan c�lulas 

regulatorias. En vacunaciones con p�ptidos para lesiones asociadas al HPV16, una alta relaci�n 

de c�lulas Teff frente a c�lulas Treg Ag-espec�ficos result� ser predictiva del beneficio cl�nico 

de las vacunaci�n, as� como un perfil inmune T h1 est� asociado a las respuestas cl�nicas 

favorables cuando las lesiones son m�s peque�as (Welters et al., 2010). Las vacunas basadas 

en CD cargadas con mezclas complejas de Ag, ya sean lisados tumorales o c�lulas irradiadas 

han demostrado generar respuestas anti-tumorales espec�ficas y algunas respuestas positivas 

en ensayos cl�nicos, con bajos efectos secundarios t�xicos, impactando en la sobrevida total, 

entre las cuales se encuentra la vacuna CD/Apo-Nec (Cornforth et al., 2011; von Euw et al., 

2008; Palucka et al., 2006; Reyes et al., 2013). Sin embargo, en el sistema de estimulaci�n in 

vitro con la vacuna CD/Apo-Nec no se pudieron detectar cambios relevantes en las poblaciones 

de linfocitos de memoria, aunque por limitaciones t�cnicas se evaluaron pocos marcador es 

espec�ficos. 

Los linfocitos estimulados con vacunas CD/Apo-Nec son capaces de proliferar de 

manera espec�fica en cultivo frente a un nuevo est�mulo presentado por CD. En el caso de los 

PBMC HLA-A*0201 se vio una respuesta proliferativa espec�fica frente a c�lulas de melanoma 

viables. Estos PBMC ÔeducadosÕ por la vacuna CD/Apo-Nec muestran adem�s actividad 

citot�xica espec�fica frente a las c�lulas tumorales. Esta respuesta anti-tumoral de los linfocitos 

inducida in vitro fue notablemente mayor cuando �stos fueron previamente estimulados con la 

vacuna CD/Apo-Nec madurada con CC. La mera determinaci�n de la frecuencia de las c�lulas 

T CD8+ espec�ficas que se generan o que secretan IFN-! resulta insuficiente para evaluar la 

inmunidad generada por las vacunas (Palucka et al., 2010b). En los pacientes con c�ncer, la 

localizaci�n de los linfocitos efectores tiene alto impacto sobre su fenotipo y funci�n (Gajewski 

et al., 2013; Rocca et al., 2013). Las c�lulas Teff CD8 + que infiltran los tumores de melanoma 

expresan niveles m�s altos de PD-1 y CTLA-4 que sus contrapartes en tejidos normales y en 

circulaci�n (Ahmadzadeh et al., 2009), sumado al microambiente tumoral inmunosupresor 

(Vasaturo et al., 2013), que neutraliza las c�lulas T espec�ficas contra el tumor. En algunos 

pacientes, las MDSC y los Treg se encuentran aumentados no s�lo en el microambiente 

tumoral, sino que tambi�n en GL con presencia de met�stasis y en la circulaci�n (Idorn et al., 

2014; Vence et al., 2007). Todas estas caracter�sticas dificultan la eficiencia de la vacunaci�n 
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con CD, as� como el desarrollo de un modelo in vitro o incluso in vivo, adecuado para su 

estudio. 

Junto con las c�lulas Teff CD8 +, los linfocitos T CD4+ tienen gran influencia en la 

respuesta anti-tumoral generada. En el modelo de la vacuna CD/Apo-Nec, la utilizaci�n de una 

fuente de Ag particulada, que resulta fagocitada por las CD y que les ofrece prote�nas y 

p�ptidos completos, permite generar epitopes de un mismo Ag que pueden ser presentados en 

el contexto del HLA-II, por la v�a ex�gena de procesamiento antig�nico, o por HLA-I, a trav�s 

de la presentaci�n cruzada. Se ha observado que la incorporaci�n de epitopes no relacionados 

para c�lulas T CD4 + reconstituye la funci�n  helper anti-tumoral espec�fica, reactivando c�lulas 

T CD8+ Ag-espec�fica latentes y de clones de c�lulas B, generando una inmunidad anti-tumoral 

duradera (Snook et al., 2014). En pacientes con melanoma, la co-activaci�n Ag-espec�fica de 

c�lulas T CD4 + con CD cargadas con p�ptidos para HLA-I/II aumenta las respuestas de c�lulas 

T CD8+, que contribuyen a mejores respuestas cl�nicas (Aarntzen et al., 2013a). Las c�lulas T 

CD4+ han probado ser cr�ticas en las etapas iniciales de la RI, colaborando en reducir el 

agotamiento de las c�lulas T CD8 + a trav�s de la disminuci�n de la expresi�n del receptor PD-

1 (Church et al., 2014). 

Las CD cargadas con c�lulas apopt�ticas inducen la proliferaci�n de linfocitos T CD4 + 

que, en combinaci�n con adyuvantes que activen fuertemente v�as de PAMP/DAMP, superan 

su perfil inmunosupresor a trav�s de la diferenciaci�n a c�lulas Th17 y generan respuestas 

aut�logas (Valente et al., 2014). Sin embargo, cuando se vacuna en presencia de tumor en el 

organismo, la activaci�n de c�lulas T na�ve se ve inhibida debido a una peque�a pero distintiva 

poblaci�n de linfocitos T CD4 + generados en los GL drenantes del tumor y redistribuidos de 

manera sist�mica. Este efecto puede ser revertido mediante el aumento de las CD inoculadas 

en la vacunaci�n (Schiering et al., 2010). Todo este panorama apunta a la necesidad de un 

abordaje conjunto, no s�lo enfoc�ndose en la estimulaci�n y expansi�n de las c�lulas Teff 

CD8+, sino tambi�n de las c�lulas T CD4 +, que favorecen el desarrollo de una respuesta efectiva 

anti-tumoral luego de la vacunaci�n con CD, en combinaci�n con adyuvantes 

inmunoestimulantes. El uso de diferentes adyuvantes puede determinar el perfil de respuesta 

Th as� como la generaci�n de MDSC y Treg (Dang et al., 2012; Perret et al., 2013). Nuestra 

vacuna CD/Apo-Nec tendr�a la capacidad de presentar Ag a ambos subtipos efectores, basados 

en la fuente de Ag utilizada y los cambios observados en el patr�n de liberaci�n de citoquinas 

de los linfocitos na�ve estimulados in vitro. No obstante, quedar�a pendiente analizar en m�s 

profundidad esta respuesta. 
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El dise�o de las vacunas terap�uticas requiere de un mejor entendimiento de las 

interacciones entre el SI y las c�lulas tumorales, para poder generar un tratamiento 

inmunog�nico que sea capaz de superar la tolerancia inmune local y sist�mica y logre montar 

una RI anti-tumoral efectiva. Hasta ahora, s�lo se han conseguido efectos modestos, con tasas 

de respuestas cl�nicas objetivas de menos del 7% y con tasas globales de beneficio cl�nico de 

s�lo el 20% (Romero et al., 2016). Existen m�ltiples par�metros a considerar durante la 

formulaci�n de las vacunas, que impactan directamente sobre la RI generada y el resultado 

cl�nico final. Entre ellos, se encuentran el tipo y la cantidad de Ag provisto, la v�a de 

administraci�n y la combinaci�n con factores inmunoestimulatorios, que logren establecer 

finalmente una respuesta in vivo capaz de controlar el tumor. Al d�a de hoy, no existe un 

consenso sobre Ôla recetaÕ para generar vacunas basadas en CD que puedan proveer un �ptimo 

desempe�o en t�rminos del control de la enfermedad. En las �ltimas d�cadas, se ha ampliado 

el conocimiento de la biolog�a de las CD y los mecanismos cr�ticos involucrados en la 

activaci�n inmune, lo que ha permitido un avance en el dise�o de vacunas anti-tumorales y su 

posicionamiento como estrategia terap�utica en el tratamiento del c�ncer (Pizzurro and Barrio, 

2015). 

El objetivo principal de esta tesis doctoral comprend�a la caracterizaci�n y 

optimizaci�n de la vacuna CD/Apo- Nec como tratamiento del melanoma humano, ya evaluada 

en un ensayo cl�nico de Fase I, de manera tal de lograr un mejor desempe�o funcional, que 

pudiera traducirse eventualmente en respuestas anti-tumorales efectivas en pacientes con 

melanoma. Este modelo est� constituido por c�lulas de melanoma alogeneicas, inactivadas 

mediante radiaci�n- ! (c�lulas Apo-Nec), utilizadas para realizar el cargado antig�nico ex vivo 

de CD derivadas de monocitos, obteniendo as� la vacuna CD/Apo-Nec. Las CD deben capturar 

y procesar los Ags tumorales, responder a los gradientes quimiot�cticos y tener la capacidad 

migratoria que le permita alcanzar las zonas espec�ficas de los GL drenantes, donde presenten 

esos Ags a linfocitos na�ve CD4+ y CD8+, para iniciar finalmente una inmunidad celular y 

humoral anti-tumoral (OÕNeill et al., 2004). 

Cuando se producen vacunas celulares que tienen la capacidad de modular el SI existen 

dos cuestiones principales que se deben tener en cuenta: su seguridad y su eficacia. En cuanto 

a la seguridad, el m�todo de preparaci�n de las c�lulas Apo-Nec ha probado ser efectivo, 

aboliendo la capacidad replicativa de las c�lulas que la componen, y seguro en su aplicaci�n 
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en pacientes (Barrio et al., 2006), as� como para el cargado de CD derivadas de monocitos 

utilizada como vacuna (von Euw et al., 2008). Aqu� se ha profundizado el an�lisis de los 

cambios que se producen en las c�lulas de melanoma luego de la radiaci�n- ! en alta dosis, 

considerando esas caracter�sticas, al momento de ser enfrentadas a las CD, como fuente de Ag. 

Se ha descripto y analizado la inducci�n de importantes cambios en la composici�n lip�dica de 

las c�lulas de melanoma, consecuencia de la irradiaci�n ionizante. En ellas, se produce un 

incremento inmediato y transitorio en la cantidad, tama�o y composici�n bioqu�mica relativa 

de los LB citoplasm�ticos. En el co-cultivo de la vacuna, tambi�n se produce un aumento 

significativo de los LB en las CD, como consecuencia principal de la maduraci�n y el proceso 

fagoc�tico de la fuente de Ag. No hay una transferencia directa de LB significativa a las CD 

por parte de las c�lulas Apo-Nec. Este aumento de l�pidos en las CD no afecta su capacidad de 

capturar Ags tumorales, procesarlos y presentarlos a c�lulas T CD8 +, as� como tampoco su 

capacidad estimulatoria alogeneica, en condiciones �ptimas de maduraci�n. 

 En cuanto a la eficacia, se han mejorado m�ltiples par�metros funcionales de las CD 

de la vacuna CD/Apo-nec, mediante la utilizaci�n de citoquinas pro-inflamatorias in vitro, 

durante la preparaci�n de la vacuna, y del adyuvante Imiquimod in vivo. Con la utilizaci�n del 

CC, logramos modular de manera �ptima el delicado balance funcional de la CD in vitro, 

manteniendo la fagocitosis y cargado antig�nico, mientras se obtiene una vacuna con alto grado 

de maduraci�n y un perfil inflamatorio. Luego de su administraci�n subcut�nea en forma 

conjunta con Imiquimod t�pico, la vacuna CD/Apo-Nec es capaz de migrar y distribuirse entre 

m�ltiples GL drenantes, de manera r�pida y prolongada en el tiempo. La proporci�n de c�lulas 

migrantes se encuentra dentro del rango descripto actualmente para este tipo de vacunas. In 

vitro, la vacuna CD/Apo-Nec con altos niveles de maduraci�n presenta Ags tumorales a 

linfocitos T CD8+ espec�ficos, desde las tres horas hasta una semana despu�s de iniciado el co-

cultivo. Los resultados preliminares de la estimulaci�n aut�loga in vitro de linfocitos na�ve con 

la vacuna mostraron activaci�n de c�lulas T, con un perfil T h1 y actividad anti-tumoral 

espec�fica. Las caracter�sticas logradas sugieren que esta vacuna podr�a iniciar una RI eficiente, 

que conlleve a un mejor rendimiento terap�utico. Estos resultados constituyen una evidencia 

s�lida y prometedora, que apoya la utilizaci�n del modelo de la vacuna CD/Apo-Nec, en 

combinaci�n con el CC y el Imiquimod como adyuvante local, para el tratamiento del 

melanoma. 

A trav�s de la historia, se ha comprobado que la vacunaci�n efectiva contra distintas 

afecciones conlleva beneficios para la salud humana as� como tambi�n para la econom�a. En 
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el futuro cercano, la investigaci�n en inmunolog�a tumoral enfrenta el desaf�o de integrar todo 

el conocimiento existente y los avances realizados para un dise�o racional de tratamientos 

inmunoterap�uticos eficientes, que permitan alcanzar respuestas cl�nicas a largo plazo. En este 

tema, referentes internacionales del �rea de la inmunolog�a y la inmunoterapia han comenzado 

a desarrollar el Proyecto Vacunas Humanas (Koff et al., 2014). Actualmente, el Proyecto est� 

establecido como una asociaci�n p�blica-privada sin fines de lucro cuya misi�n es acelerar el 

desarrollo de vacunas e inmunoterapias contra los m�s importantes tumores y enfermedades 

infecciosas a nivel global, a trav�s de la decodificaci�n del SI humano (Romero et al., 2016). 

Los objetivos principales comprenden: (i) descifrar el inmunoma humano, comprendido por 

los repertorios de c�lulas na�ve y de la respuesta adaptativa en poblaciones gen�ticamente 

heterog�neas, as� como el anti-genoma humano, representado por los targets del SI en las 

c�lulas infectadas o neopl�sicas; (ii) elucidar los principios o las Ôregla sÕ de la 

inmunogenicidad, que permitan determinar c�mo generar RI cl�nicamente efectivas y 

duraderas; e (iii) identificar las estrategias de vacunaci�n que generen y mantengan respuestas 

de c�lulas Teff en el contexto de una alta y persistente carga tumora l (Romero et al., 2016). 

Por un lado, los avances en la descripci�n de Ag, los an�lisis gen�micos y el monitoreo 

inmunol�gico ofrecen un potencial enorme para revolucionar el desarrollo de vacunas e 

inmunoterapias efectivas en un futuro cercano. Los ensayos cl�nicos necesarios para evaluar la 

efectividad de las inmunoterapias son extremadamente costosos y resulta virtualmente inviable 

probar todas las combinaciones y esquemas posibles de tratamiento para cada patolog�a. En la 

actualidad, al momento de dise�ar la base l�gica de una vacuna terap�utica, se cuenta con el 

acceso a tecnolog�a y conocimientos de biolog�a de sistemas, biolog�a computacional y 

estructural y otras herramientas inform�ticas que se han ido desarrollando para abordar 

diferentes aspectos a considerar en las terapias. Estas estrategias se suman al an�lisis 

experimental mediante los m�todos tradicionales, basados en los datos de modelos precl�nicos 

y cl�nicos relacionados. 

As� es que, en los �ltimos a�os, el an�lisis de la inmunogenicidad de los neo-ant�genos, 

que surgen de las frecuentes mutaciones que se dan en las c�lulas tumorales (Castle et al., 

2012), ha reabierto el debate sobre la vacunaci�n personalizada, aut�loga y multiantig�nica. 

Se han ido desarrollando t�cnicas complejas que permiten definir y anticipar aquellos Ag que 

puedan inducir una RI m�s robusta. Actualmente, se puede analizar y calcular la carga 

mutacional del paciente y de esa manera ayudar a decidir cu�l ser�a la terapia m�s adecuada 

basada en esa informaci�n. Se han desarrolado t�cnicas que permiten predecir cu�les de las 
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mutaciones presentes en un tumor pueden resultar inmunog�nicas en un paciente dado, 

combinando la espectrometr�a de masa y el an�lisis gen�mico, mediante la secuenciaci�n 

completa de exones (Yadav et al., 2014). O bien, el an�lisis de paneles de expresi�n g�nica del 

tumor m�s reducidos y el uso de algoritmos permiten correlacionar los datos con el posible 

�xito de distintas inmunoterapias, mediante un an�lisis de menor complejidad que la 

secuenciaci�n de genomas enteros (an�lisis de perfil respondedor) (Roszik et al., 2016). Esto 

se suma a las herramientas inform�ticas que nos permiten analizar grandes vol�menes de datos 

provenientes de la secuenciaci�n completa de grupos de los TCR (Bolotin et al., 2013) y a 

aquellas para predecir la asociaci�n de estos neo-epitopes que surgen en los tumores a los 

complejos de HLA y su posible inmunogenicidad, dada por su interacci�n putativa con los 

TCR (Fritsch et al., 2014). Estas tecnolog�as han ampliado el panorama sobre los neo-ant�genos 

como biomarcadores para las inmunoterapias en c�ncer y han sido el incentivo para el 

desarrollo de abordajes terap�uticos que apunten selectivamente a las respuestas anti-tumorales 

que se pueden generar in vivo (Schumacher and Schreiber, 2015). Los datos recientes sobre el 

�xito de vacunas con CD cargadas con c�lulas aut�logas para melanoma, principalmente en 

estadios avanzados, enfatizan la importancia de las caracter�sticas propias de la fuente de Ag 

sobre la RI generada (Carreno et al., 2015; Dillman et al., 2012). 

En nuestro laboratorio, ya se ha comenzado con el an�lisis de mutaciones som�ticas, a 

trav�s de una secuenciaci�n ex�mica completa, y de la expresi�n g�nica, por RNAseq, de las 

l�neas celulares de melanoma utilizadas para generar las c�lulas Apo-Nec para la elaboraci�n 

de las vacunas VACCIMEL y CD/Apo-Nec. Con estos m�todos se busca encontrar posibles 

neo-ant�genos presentes en el inmun�geno en com�n, as� como tambi�n secuenciando los TCR 

presentes en la sangre y el tumor de aquellos pacientes respondedores luego de la vacunaci�n 

con la formulaci�n celular CSF-470. Esta �ltima estrategia va a permitir detectar linfocitos 

reactivos contra Ag espec�ficos de la vacuna y contra neo-epitopes propios de cada tumor. La 

hip�tesis principal de nuestros modelos de vacuna es que se induzca una respuesta citot�xica 

a trav�s de Ag compartidos entre las c�lulas tumorales del paciente y las c�lulas alogeneicas 

utilizadas para la inmunizaci�n. La primera acci�n efectora estimulada por la vacuna puede 

mediar una lisis tumoral a trav�s de los Ag compartidos, que produzca a su vez una liberaci�n 

de Ag propios. Esta nueva fuente de Ag podr�a ser capturada y presentada por CD, generando 

un nuevo repertorio m�s amplio de c�lulas Teff, espec�ficas contra neo-Ag propios del tumor, 

fen�meno denominado diseminaci�n antig�nica o de epitopes ( epitope spreading, en ingl�s), 

que ha probado ser efectivo en la regresi�n tumoral, incluso en estad�os avanzados (Carreno et 
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al., 2015; Corbi�re et al., 2011). La vacuna CD/Apo-Nec, que se prepara con una fuente de Ag 

alogeneica, podr�a inducir este mecanismo en los pacientes pudiendo retardar o evitar la 

aparici�n de met� stasis (von Euw et al., 2008). Los resultados de estos an�lisis en curso 

contribuir�n a conocer en detalle la carga antig�nica presente en las c�lulas Apo-Nec y nos 

permitir�an definir posibles biomarcadores de respuesta para realizar el inmunomonitoreo de 

los pacientes e identificar blancos antig�nicos para la generaci�n de terapias personalizadas, 

con CD aut�logas cargadas con p�ptidos que contengan neo-Ag. 

Adem�s de los Ag proteicos, el incremento del contenido lip�dico en las c�lulas de 

melanoma, inducido por la radiaci�n- !, brinda una nueva fuente de posibles Ag que puedan ser 

reconocidos por c�lulas del SI y contribuir a la respuesta anti-tumoral. Se ha asociado a los 

glicoesfingol�pidos con la protecci�n contra tumores de melanoma en un modelo murino 

(Kobayashi et al., 1995). El reconocimiento de los glicoesfingol�pidos est� mediado 

principalmente por c�lulas NKT invariantes, con efectos anti-tumorales a trav�s de su actividad 

citot�xica y liberaci�n de citoquinas como IFN- ! e IL-12. Adem�s de interferir con el 

crecimiento tumoral, los NKT pueden actuar indirectamente, eliminando macr�fagos 

asociados al tumor (Dowds et al., 2014). A pesar de la optimizaci�n general de m�ltiples 

par�metros funcionales del modelo de la vacuna CD/Apo-Nec por medio de la combinaci�n 

de adyuvantes in vitro e in vivo, estos resultados deben ser validados generando CD 

provenientes de pacientes, ya que son �stos quienes pueden presentar disfunciones inmunes, 

que deben ser revertidas (Cao et al., 2014; Herber et al., 2010). Muchas veces, estos cambios 

representan algunas de las limitaciones encontradas al momento de trasladar a la cl�nica los 

avances logrados en la investigaci�n a nivel pre-cl�nico. Sin embargo, resulta necesario 

desarrollar y caracterizar estas terapias en el contexto de un SI ÔnormalÕ, que permita tener un 

panorama claro del rango de variabilidad entre individuos, dado por m�ltiples factores 

ambientales sumados a los heredables (Brodin et al., 2015). Esto permite establecer las 

caracter�sticas inmunes de base, para poder luego evaluar y comparar la RI generada por las 

terapias en los pacientes con c�ncer (Romero et al., 2016). 

Al igual que los experimentos in vitro, los modelos animales de gen�tica homog�nea 

han tenido una capacidad predictiva limitada sobre el �xito de las terapias en poblaciones 

tumorales humanas por dem�s heterog�neas. A pesar de esto, los modelos murinos siguen 

siendo una herramienta �til y muy utilizada, con algunos resultados validados en la cl�nica 

(Graham et al., 2016; Mitchell et al., 2015; Spranger et al., 2012). No obstante, han aparecido 

nuevas metodolog�as que comienzan a reemplazar, o por lo menos a complementar, la 
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experimentaci�n in vivo en animales de laboratorio para el desarrollo de terapias anti-

tumorales. Existen algoritmos matem�ticos, validados con los resultados cl�nicos previos, que 

permiten modelar in silico las inmunoterapias y de esa manera poder evaluar posibles 

combinaciones de tratamientos y poder predecir su efectividad cl�nica (Davies et al., 2017; 

Depillis et al., 2013). Estos sistemas reducen elementos complejos, como el efecto de los 

tratamientos, la RI y los aportes parciales de las terapias combinatorias, a unas pocas 

ecuaciones matem�ticas (Serre et al., 2016). 

La presente tesis doctoral se centr� en la optimizaci�n del dise�o de la vacuna CD/Apo-

Nec, compuesta por CD y c�lulas tumorales enteras irradiadas como fuente de Ag. Los 

resultados obtenidos representan un aporte dentro de este panorama general en busca de 

terapias cl�nicamente efectivas para el tratamiento del c�ncer. Los estudios previos in vitro de 

la vacuna CD/Apo-Nec mostraban que las c�lulas Apo-Nec induc�an una maduraci�n 

moderada, comparada con el est�mulo del LPS. La vacuna presentaba cierta capacidad de 

respuesta quimiot�ctica frente a CCL19 y capacidad de estimular c�lulas CD8 + espec�fica. En 

el ensayo cl�nico de Fase I de la vacuna, se vio que las CD de los pacientes ten�an un desempe�o 

in vitro similar a las de los donantes sanos y se pudieron determinar respuestas anti-tumorales 

espec�ficas. Aqu�, se ha realizado un an�lisis del contenido celular de la fuente de Ag, 

consecuencia de la radiaci�n- !, y la optimizaci�n de la obtenci�n de una vacuna con CD 

cargadas con Ag tumorales, con un perfil inflamatorio y capacidad estimulatoria. Al producirla 

en presencia de citoquinas y combinarla con la aplicaci�n de adyuvantes locales, se obtiene 

una vacuna con un fenotipo m�s maduro, que mejora su migraci�n a los GL y es capaz de 

estimular eficientemente c�lulas T e inducir respuestas anti-tumorales espec�ficas. En estas 

condiciones, se mejor� la maduraci�n de la vacuna, asegurando la inducci�n de una respuesta 

activadora frente al encuentro con los linfocitos. La caracterizaci�n de la migraci�n  in vivo 

permiti� conocer informaci�n sobre la cin�tica de la llegada de la vacuna a los GL y los factores 

que favorec�an este proceso, como la actividad de la metaloproteasa MMP-9. La permanencia 

de las c�lulas de la vacuna en el GL por varios d�as permitir�a m�ltiples rondas de interacci�n 

con linfocitos na�ve, facilitando la activaci�n de clones espec�ficos. Esto se comenz� a 

determinar in vitro con un sistema aut�logo, generando linfocitos con propiedades citot�xicas 

frente a c�lulas de melanoma. Teniendo en cuenta lo observado en el ensayo cl�nico de Fase I 

y los resultados obtenidos en la presente tesis, se puede proyectar que la vacuna CD/Apo-Nec, 

preparada con el CC y administrada en forma conjunta con la aplicaci�n t�pica de Imiquimod, 

tendr�a una mejor respuesta cl�nica en los pacientes, apoyando una futura evaluaci�n cl�nica de 
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este esquema de combinaci�n. En un modelo humano, tambi�n se podr�a agregar el efecto 

inmunomodulador de la BCG sobre las c�lulas inmunes residentes, as� como la combinaci�n 

con GM-CSF para favorecer el reclutamiento de CD in situ. Estos hallazgos permiten avanzar 

con el estudio de la vacuna CD/Apo-Nec, modelo que ha probado ser cl�nicamente seguro, 

como terapia adyuvante para el melanoma y potencialmente combinable con otros 

tratamientos. 

Cabe destacar que el efecto anti-tumoral de la inmunoterapia puede mejorar 

sustancialmente con la combinaci�n de tratamientos, dado que esto permite el contraataque 

simult�neo sobre m�ltiples mecanismos de evasi�n tumoral (Moynihan et al., 2016). La 

caracterizaci�n del microambiente tumoral de los pacientes ha revelado distintos fenotipos 

inmunol�gicos basados en la presencia o ausencia de inflamaci�n mediada por c�lulas T. La 

determinaci�n de esta caracter�stica es necesaria para guiar las intervenciones 

inmunoterap�uticas (Gajewski et al., 2013; Kang et al., 2013; Vasaturo et al., 2013). Aunque 

muchas veces no es posible acceder a los eventos que ocurren en el microambiente tumoral o 

incluso resultan invisibles en las micromet�stasis no detectadas. En la actualidad, todo apunta 

al uso de las vacunas en el marco adyuvante luego del tratamiento con las terapias est�ndar, 

usualmente una combinaci�n de cirug�a y radioterapia. Luego, se presenta la posibilidad de 

combinar el uso de las vacunas con inhibidores del control inmune, como los anticuerpos 

bloqueantes de CTLA-4 y el eje PD-1/PD-L1, y los efectos inmunog�nicos de la quimio-

radioterapia en baja dosis (Serre et al., 2016). 

En conclusi�n, los aportes generados en esta tesis contribuyen a la caracterizaci�n y 

evaluaci�n de la vacuna CD/Apo-Nec como inmunoterapia. No obstante, hay que continuar 

evaluando la eficiencia de la respuesta anti-tumoral que la vacuna CD/Apo-Nec pueda inducir, 

en combinaci�n con los adyuvantes aqu� ensayados. Esta tarea requerir� la utilizaci�n de los 

modelos animales pre-cl�nicos adecuados y las herramientas inform�ticas disponibles, que 

permitan generar un dise�o racional de los esquemas de tratamiento del melanoma, que tenga 

finalmente un impacto en la salud y la calidad de vida de los pacientes. 
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