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Exergo

“La ciencia contribuye al triunfo de las grandes ideas”.

Louis Pasteur



SINTESIS

La “Seleccion Clonal” como paradigma central de la inmunologia postula la eliminacion de linfocitos
autorreactivos para explicar la tolerancia a los antigenos propios y la reactividad contra los foraneos. La
“Tolerancia Dominante” (TD) ha emergido recientemente como paradigma alternativo, sustentado en la
existencia de células T reguladoras (Treg) que controlan la autorreactividad fisiologica existente.

Este trabajo expone resultados experimentales y tedricos que captan precozmente las consecuencias de
la TD para el tratamiento del cancer y la autoinmunidad. Se encontré que manipulaciones de
inmunosupresion, que eliminan transitoriamente las Treg, agravan la enfermedad autoinmune,
contrariamente al dogma del beneficio de la inmunosupresion en la autoinmunidad. Asimismo se
evalud la induccion de inmunidad antitumoral mediante inmunosupresion en animales vacunados y no
vacunados, evidenciando contra-intuitivamente un aumento de la respuesta a la vacunacidén consecuente
con la deplecion transitoria de linfocitos T. Los resultados obtenidos permiten en el plano tedrico,
proponer la primera definicidn operacional que estratifica los autoantigenos segun su relevancia en la
autoinmunidad natural. En el orden préctico conducen al concepto de “dependencia de esquema” en las
vacunas de cancer y al diseio de protocolos combinados de Vacuna+Inmunosupresion/

Quimioterapia+Vacuna, que ya han sido introducidos en ensayos clinicos en curso.
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Introduccion 2

La investigacion académica y la aproximacion terapéutica en Inmunologia han estado guiadas desde su
fundacion como rama de la Microbiologia en la aparente “razén de ser” del Sistema Inmune (SI), dada
por su capacidad de discriminacion de lo propio frente al medio circundante [1-3]. La “Seleccion
Clonal” ha sido el paradigma dominante a partir de los afios 60 del siglo XX, para explicar porqué el SI
reacciona contra los antigenos (Ag) foraneos y tolera los propios. Conforme a los postulados de esta
teoria, la Inmunologia como “ciencia de lo propio” se reduce a la nocion clasica donde el SI permanece
silenciado hasta que es activado por Ag extrafios y la regulacion de la respuesta inmune primariamente
dada en la purga en los 6rganos linfoides centrales de los clones linfocitarios con un repertorio de
receptores potencialmente autorreactivos durante las etapas tempranas del desarrollo embrionario [4-
6]. Bajo este modelo de "tolerancia recesiva o pasiva", trastornos en los mecanismos de delecion
central permitirian el escape a periferia de linfocitos patogénicos y la aparicion de la enfermedad
autoinmune [7-10], Consecuentemente, la terapia de estas enfermedades se sustenta en el desarrollo y
aplicacion de procedimientos inductores de inmunosupresion capaces de eliminar o atenuar las células
autorreactivas [11-13].

A pesar de la demostracion formal de la existencia de mecanismos de “Seleccion Clonal” [14], estos
no permiten explicar parte de la fenomenologia experimental y clinica existente tales como: el
desarrollo de efectores de la respuesta inmune en animales libres de gérmenes [15], la existencia de
linfocitos y anticuerpos autorreactivos en individuos sanos [16, 17], la existencia de tolerancia inmune
en la adultez a pesar de la produccion continua de linfocitos durante toda la vida del individuo [18, 19],
ni la ineficacia de los mecanismos de vigilancia inmunoldgica contra tumores si los blancos principales
son neo-antigenos tumorales, tal y como esta teoria concibe [20]. Desde el punto de vista

inmunoterapéutico este paradigma ha llevado a asumir que el SI es



Introduccion 3

capaz de desarrollar efectores especificos contra cualesquier Ag extrafio al organismo que no guarde
similitud con las moléculas propias y consecuentemente desencadenar en cascada un complejo
mecanismo efector destructivo contra la célula u organismo que la porte. De esta forma la condicion
necesaria para desarrollar una terapia inmune efectiva contra una infeccion, pasa por encontrar esa
molécula extrafia presente en el patdgeno y posteriormente presentarsela al SI junto a adyuvantes (o
sustancias que aporten sefiales co-estimulatorias) eficaces, tal que le aporten mayor caracter foraneo al
que intrinsecamente porta la molécula encontrada. Alternativamente se pudieran obtener en otras
especies animales o por tecnologias in vitro, efectores especificos (como por ejemplo Anticuerpos
Monoclonales) contra ese Ag extrafio y administrarlos al individuo de forma pasiva. Indiscutiblemente,
el éxito de esta aproximacion es patente en una decena de enfermedades infecciosas, sin embargo para
muchos otros patégenos incluyendo los parésitos, la experiencia documenta limitaciones de esta teoria.
También en el cancer, tras casi medio siglo del descubrimiento de los antigenos de rechazo especificos
de tumores en neoplasias quimicamente inducidas en modelos animales y su uso como vacunas, en
analogia con las concepciones provenientes del tratamiento de las enfermedades infeccionas, ha
representado de muy escaso impacto terapéutico [21-24], Por otro lado, recientemente ha sido
demostrado que los antigenos propios son los blancos principales sobre los que se garantizaria una
respuesta inmune capaz de controlar el crecimiento tumoral [25], de aqui que la posibilidad de
desarrollo de inmunoterapias eficaces obviamente estarian limitadas.

Recientes evidencias experimentales sustentan la persistencia de células autorreactivas
inmunocompetentes en individuos sanos [26, 27] y la induccion de enfermedades autoinmunes 6rgano-
especificas por linfopenia funcional transitoria de linfocitos T [28, 29], A partir de estos resultados, en

los afios 90 emerge el modelo alternativo de la “tolerancia dominante o activa”
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(TD), que asume al SI organizado sobre el reconocimiento a lo propio y la existencia de un estado de
autoinmunidad fisioldogica como mecanismo de homeostasis del individuo, controlado por células con
funcion reguladora (Treg) que contribuyen al mantenimiento de la tolerancia periférica a los antigenos
propios [30, 31]. Una de las innovaciones fundamentales que distingue al modelo de TD estd dada en
la vision de la autoinmunidad como natural y beneficiosa, mas que una consecuencia fortuita y
negativa de la inmunidad. Aqui, el SI se encuentra en continua activaciéon referenciado en el
reconocimiento de un particular conjunto de Ag propios y predice la existencia de una cohorte de
clones linfocitarios contra tales especificidades con receptores pre- seleccionados por su alta afinidad
que estan involucrados en la regulacion inmune y la homeostasis [32],

Homunculo inmunolégico (HI) es el término que se aplica para designar el repertorio natural
autoinmune dirigido contra los Ag propios dominantes [33, 34], EL HI puede considerarse como una
representacion interna de ciertas moléculas propias, andlogo al homunculos neurolégico, figura
funcional del Sistema Nervioso del organismo individual impreso en las cortezas sensoriales y
motoras. El homunculo neurologico estd compuesto por redes de neuronas conectadas y el HI por su
parte, esta compuesto por linfocitos T y B que reconocen los epitopes dominantes de los Ag propios.
Al igual que las neuronas, estos linfocitos autorreactivos se encuentran regulados por redes celulares
que incluyen interacciones idiotipo - anti-idiotipicas.

El HI aunque atractivo conceptualmente, se encuentra pobremente operacionalizado, lo que limita su
alcance practico. La estratificacion del conjunto de los autoantigenos en homunculares o no, seria
relevante para el disefio de vacunas contra Ag propios como blancos de la inmunidad antitumoral. Los
antigenos homunculares a diferencia de los no homunculares deben estar sometidos a un nivel de

regulacion fisiologica, el cual seria preciso romper para inducir respuesta
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inmune. La ruptura de esta tolerancia pudiera tener implicaciones a largo plazo en el individuo, seria el
equivalente a la induccion de una autoinmunidad patologica, aunque pudiera derivar en una respuesta
inmune mas eficiente contra los tumores. Este mecanismo no-delecional de regulacion de la tolerancia
inmunolégica periférica pudiera explicar las limitaciones en la respuesta terapéutica obtenida con
tratamientos inmunosupresores en las enfermedades autoinmunes y fundamentar nuevos enfoques
terapéuticos en la autoinmunidad patologica y el cancer [35, 36].

En el presente trabajo se evalian potenciales implicaciones terapéuticas del modelo emergente de
"tolerancia dominante o activa" en la enfermedad. Se examin6 el efecto de manipulaciones de la
regulacion periférica durante la fase de induccion de la respuesta inmune contra antigenos propios en
cuatro situaciones biologicas; la enfermedad autoinmune experimentalmente inducida, la induccion de
actividad antitumoral sin manipulacién antigénica, la induccion de respuesta inmune contra vacunas de
cancer basadas en antigenos propios y la induccion de actividad antitumoral con vacunas de cancer,
todas con unidad experimental comun dada por la evaluacion de la respuesta inmune frente a antigenos
propios en el curso de procedimientos generadores de linfopenia funcional transitoria.

La existencia de Treg de la respuesta inmune es uno de los sustentos tedricos del modelo de tolerancia
dominante [37-39], Experimentalmente las Treg estdn pobremente caracterizadas tanto fenotipica
como fisiolégicamente, aunque linfocitos CD4+CD25+ [40, 41] y CD8+ [42-46] se asocian con
funcion inmunorreguladora in vivo [47], La Encefalitis Autoinmune Experimental (EAE) inducida con
el péptido 35-55 de la Glicoproteina de Mielina/Oligodendrocito (MOG) es un modelo prototipico de
enfermedad autoinmune mediada por células Thl [48-50], La forma cronica progresiva de EAE

desmielinizante manifiesta en este modelo es reminiscente en muchos
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aspectos de la Esclerosis Multiple humana [51], por lo que resulta atractivo para investigar la
patogénesis e inmunorregulacion de la enfermedad autoinmune. La autoinmunidad al MOG es parte
del repertorio natural autoinmune en individuos sanos, donde existe respuesta natural de anticuerpos
IgG sin enfermedad [52], por lo que es razonable asumir que mecanismos de regulacion inmune deben
existir para controlar la expresion intrinseca de la autoinmunidad a este antigeno.

Derivado del surgimiento de la Inmunologia como rama de la Microbiologia sus bases experimentales
provienen fundamentalmente de la inmunizacion con Ag foraneos. Sin embargo, existe una limitada
documentacion referente a la reactividad del SI a las moléculas propias ya que la mayoria de los
experimentos de autoinmunizacion se restringen a un puiado de enfermedades auto inmunes
experimentales en modelos animales [53]. Con el interés de extender el andlisis anterior, se evaluo el
impacto de los mecanismos de regulacion inmune periférica al Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF). El EGF resulta de interés ya que es una molécula pequefia de s6lo 53 aminodcidos [54-57],
contra la que existe respuesta natural de autoanticuerpos IgG en individuos sanos y a diferencia del
antigeno MOG, se encuentra en bajas concentraciones en circulacion periférica, similar a hormonas
que resultan blanco de respuestas autoinmunes patologicas [58].

La respuesta antitumoral puede ser un caso particular de respuesta autoinmune, basado en las multiples
evidencias que sustentan la relevancia de los Ag propios como blancos principales de la respuesta
inmune contra las células tumorales [59-61], De ser esta afirmacion correcta, ambos tipos de respuestas
deben estar sujetos a similares procesos de regulacion inmune y manipulaciones que desencadenan
enfermedades autoinmunes, deben desencadenar a su vez respuesta antitumoral. La cepa de ratones

BALB/c es ordinariamente resistente al desarrollo de
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enfermedades autoinmunes espontaneas. Sin embargo, la administracion neonatal de la Ciclosporina A
(CsA), medicamento con reconocido efecto inmunosupresor, sin otro tipo de manipulacion antigénica
induce el desarrollo de autoinmunidad patoldgica [28]. Por homologia se evalud similar intervencion
en animales portadores de un tumor singénico inerte a algiin efecto directo potencial de la CsA.

De los resultados anteriores se extrajeron nociones para la inmunologia tumoral tales como: vacunas de
cancer inmunogénicas pueden estar basadas en el uso de antigenos homunculares y no solo en neo-
antigenos tumor especificos, conclusion razonable ya que esta autoinmunidad natural estd garantizada
en una relativa alta frecuencia de células T y B especificas. Para sobrepasar los mecanismos de
regulacion que controlan la autoinmunidad natural se requieren altas dosis de antigeno, frecuentes y
repetidas inmunizaciones que incluyan adyuvantes contentivos de potentes seiales co-estimulatorias.
Pero fundamentalmente, los protocolos de vacunacion terapéutica del cancer deben incluir el uso de
tratamientos inmunosupresivos o mejor, capaces de eliminar o “relajar” la regulacion inmune, entre los
que pueden considerarse, los medicamentos citotoxicos y radiacion, procedimientos que inducen
linfopenias transitorias como efecto secundario.

La demostracion formal de estos postulados se realiz6 utilizando una vacuna de cancer basada en el
EGF conjugado a la proteina P64k de la Neisseria meningitidis (EGF-P64k) en el adyuvante
Montanide ISA 51 [62, 63]. Esta vacuna se encuentra en evaluacion clinica para el tratamiento de
pacientes con cancer de origen epitelial, con la finalidad de aprovechar los autoanticuerpos producidos
como via para inactivar el EGF circulante, castrandolo de la circulacion periférica con el proposito de
reducir la tasa de crecimiento de los tumores dependientes de este factor de crecimiento [64-67], Desde

el punto de vista practico, una mayor eficacia de este enfoque
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terapéutico estaria directamente ligada a la induccidon y mantenimiento de mayores titulos de

anticuerpos circulantes en los sujetos portadores de tumores.

En general, el presente trabajo tributa al sustento del modelo emergente de "tolerancia dominante" y

postula una aplicacion practica para la terapia del cancer. Protocolos de investigacion clinica basados

en estos resultados ya se encuentran en ejecucion, con resultados preliminares alentadores.

1.1. Novedad Cientifica

En el presente trabajo se aborda un tema de actualidad cientifica, como es el caso del cambio de

paradigma de la tolerancia inmune recesiva o pasiva a la tolerancia dominante o activa, que es

considerado hoy en dia una de las posibles causas del insuficiente resultado de la inmunoterapia del

cancer y otras enfermedades. Los resultados obtenidos basados en la combinacion tedrico- conceptual

y experimental aplicada pudieran contribuir a la comprension de los mecanismos que median el

fenémeno de la tolerancia inmune y su posterior aplicacion a la practica médica, dado en que:

* Se demuestra el efecto modulador de las células T reguladoras con fenotipo CD4+CD25+ y CD8+
tanto de la fase inductora como efectora de la respuesta inmune.

* Se demuestra la relevancia de las células T reguladoras en la transicion de la autoinmunidad benigna
a la inflamacion inmune patogénica.

* Se obtienen evidencias a favor de la intervencion de los mecanismos de regulacion inmune
periférica en la respuesta contra antigenos de membrana y solubles.

» Se obtiene una explicacion alternativa al efecto rebote de las manifestaciones clinicas de las
enfermedades autoinmunes frecuentemente observado tras la interrupcion del tratamiento con

inmunosupresores, lo que sugiere la re-evaluacion conceptual de tal proceder terapéutico.
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* Se postula por primera vez una definicidon operacional que estratifica los autoantigenos por su
relevancia en la autoinmunidad natural.

» Derivado de estos resultados se obtienen evidencias sobre el papel de la tolerancia dominante o
activa en la inmunidad tumoral y se demuestra la induccion de efecto antitumoral por
inmunosupresion.

» Se propone una nueva y contra-intuitiva modalidad de inmunoterapia del cancer sustentada en la

combinacidn de vacunas de cancer basadas en antigenos propios con inmunosupresion.

1.2. Problema Cientifico

* ¢Es posible incrementar la respuesta inmune antigeno-especifica combinando la vacunacion con la
deplecion transitoria de subpoblaciones linfoides T?

» (Inducen similar efecto la deplecion de las diferentes subpoblaciones linfoides T CD4+, CD8+ 6
CD4+CD25+?

+ (Existe dependencia de esquema del tratamiento inmunosupresor sobre la respuesta inducida?

+ ¢Elaumento de la respuesta inmune producto a tal combinacion se traduce en un efecto clinico?
-Acelerando el curso de enfermedades autoinmunes -

Aumentando la respuesta contra tumores

1.3. Hipdtesis Cientifica

El tratamiento inmunosupresor periférico transitorio es capaz de acelerar las enfermedades

autoinmunes, potenciar vacunas e inhibir el crecimiento de tumores.
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Definicion Operacional: Inmunosupresor periférico transitorio es el tratamiento que provoque

una reduccion mayor del 80% de la cantidad total de linfocitos T CD4+, CD8+ 6 CD4+CD25+

en Organos linfoides periféricos (sangre o bazo) con recuperacion de al menos el 10% del valor

maximo reducido en las 2 semanas siguientes al tratamiento.

1.4. Objetivos

1.4.1. General

Evaluar la modulacion de la Tolerancia Dominante mediante inmunosupresion y su impacto en la

Autoinmunidad y el Céancer.

1.4.2. Especificos

Evaluar el efecto de tratamientos inmunosupresores sobre la Encefalitis Autoinmune Experimental
inducida por inmunizacion con el péptido 35-55.

Determinar la dependencia del esquema de tratamiento inmunosupresor sobre la respuesta clinica e
inmune inducida.

Comprobar el efecto de tratamientos inmunosupresores sobre la evolucion de tumores trasplantabas,
en ausencia de manipulacion antigénica.

Evaluar el efecto de tratamientos inmunosupresores sobre la respuesta a la vacuna de cancer basada
en el antigeno propio Factor de Crecimiento Epidérmico.

Evaluar el efecto sobre la evolucion de tumores de tratamientos inmunosupresores combinados con

la vacuna de cancer basada en el antigeno propio Factor de Crecimiento Epidérmico.



2. CUERPO DE LA TESIS
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2.1 ANTECEDENTES

2.1.1. Inmunidad, tolerancia y evolucion

La evolucion del Sistema Inmune como mecanismo para el reconocimiento y respuesta a la invasion
microbiana constituye la base racional fundamental para la investigacion en Inmunologia [68, 69]. La
extension del Darwinismo a la inmunobiologia se interpreta como la necesidad de la supervivencia del
individuo sustentada en la habilidad de desencadenar una respuesta inmune contra lo extrano y la
inhabilidad para el desarrollo de una respuesta inmune destructiva contra lo propio [70], Por induccion,
la inhabilidad para reaccionar contra lo propio se asume como definicion apta de Tolerancia.
Consecuentemente, la tolerancia inmune implica clasicamente que en un individuo sano no pueden
existir componentes del SI capaces de interactuar con las estructuras propias o la vision mas
contemporanea dada por la incapacidad de dichos componentes de activarse en su interaccion con lo
propio [10, 71].

Basado en tales consideraciones, la defensa exitosa frente a los microorganismos patdégenos constituiria
la presion selectiva necesaria y suficiente para la aparicion de una inmunidad adaptativa a través de la
evolucion; y la autoinmunidad la consecuencia fisiopatoldgica producto a la existencia de una mayor
diversidad del repertorio inmune. No obstante, la respuesta inmune sucesiva a un patdégeno evidencia
caracteristicas distintivas de la inmunidad adaptativa: especificidad, memoria y amplificacion de la
respuesta inmune; requerimientos implicitos para la co-evolucion de mecanismos de regulacion inmune

capaces de controlar dicha respuesta.

2.1.2. Discriminacion entre lo propio y lo no propio. Teorias de la regulacion inmune.
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La capacidad discriminatoria entre lo propio de lo extrafio constituye la base conceptual fundamental de
la inmunologia contemporanea y por ende la fundamentacion tedrica para el estudio del SI se ha
estructurado sobre la capacidad explicativa de esta asuncion [72, 73],

La doctrina prevaleciente en los estudios sobre inmunidad durante los Ultimos 50 afios se reconoce
como la Teoria de la Seleccion Clonal [4], Su enunciado clasico se reduce a la idea que la activacion y
control de la respuesta inmune ocurre por el encuentro entre el Ag con los receptores antigénicos
especificos. Teniendo en cuenta que la nocidn clasica concibe que el SI responda siempre que un Ag es
reconocido, esto implica que la falta de respuesta inmune es producto a la no presencia de antigenos
que desafien al sistema o la ausencia de linfocitos con receptores especificos para el antigeno en
cuestion [71]. Bajo esta concepcion el tinico mecanismo necesario de retroalimentacion del SI estaria
dado por la eliminacion del Ag desencadenante de dicha respuesta, ademas la regulacion de la respuesta
inmune ocurre primariamente por la purga de clones linfocitarios con un repertorio de receptores
potencialmente autorreactivos [4-6], Aqui, la discriminacion entre lo propio y lo extrafio resulta
fundamental y de acuerdo con la Teoria de la Seleccion Clonal, el SI permanece silenciado hasta que es
activado por un Ag extrafio.

Sin embargo, esta teoria no explica hallazgos experimentales tales como el desarrollo de efectores de la
respuesta inmune en animales libres de gérmenes [15], la existencia de linfocitos y anticuerpos
autorreactivos en individuos sanos [16, 17], la singularidad de que enfermedades autoinmunes
experimentales inducidas por inmunizacion con antigenos propios co-administrados con
microorganismos (Micobacterias) son autolimitadas, con curso clinico monofésico [17]; mas aun, la
contra-intuitiva aparicion de enfermedades autoinmunes en animales sanos subsiguiente a

manipulaciones inductoras de inmunosupresion transitoria [53], ni la aparicion de enfermedades
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autoinmunes por la eliminacién de mediadores de la inmunidad como la Interleucina-2 [74, 75], pueden
inferirse con tal razonamiento. Adicionalmente, la ineficacia de los mecanismos de vigilancia
inmunoldgica contra tumores si los Ag blancos principales son los neo-antigenos tumorales como se
asume generalmente [22], queda fuera de sustento experimental. Recientemente, modelos tedricos
alternativos con variable grado de adherencia a la Teoria de la Seleccion Clonal han emergido con el
interés de fundamentar la fenomenologia experimental no explicada bajo dicha concepcion. Las teorias
emergentes se pueden categorizar en diferentes variantes producto a su alcance y distanciamiento o no
de la corriente tedrica de la Seleccion Clonal.

La Categoria Neo-Ortodoxa, aunque con discretas diferencias entre los postulantes [76-78] mantiene
como doctrina fundamental de la Inmunologia la purga clonal central, adicionando la tolerancia
periférica al concepto clasico de la discriminacion entre lo propio de lo extrafio. Esta aproximacion
incorpora mecanismos regulatorios explicativos de la existencia de tolerancia periférica tales como el
papel de las células presentadoras de antigenos, el requerimiento de multiples sefiales para la induccion
de inmunidad (segunda sefial), la existencia de células T cooperadoras con sus citocinas, la existencia
de fenotipos de células T con capacidad regulatoria y la anergia.

A la Categoria Conservadora tributan diferentes tendencias [79-81] aunque comparten su conformidad
con los principios fundamentales de la categoria anterior, se distancian al refutar la existencia de una
capacidad intrinseca del repertorio de receptores inmunes para discriminar los Ag propios de los
extrafios. Visiones alternativas en esta categoria proponen que el SI se activa para responder a Ag
especificos en el contexto de especiales “senales de peligro” o en el contexto tejidos particulares por

donde penetran los Ag al organismo, asumiendo como critica la rama
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innata del SI como fuente de estas sefiales especiales. Esta fundamentacion teorica al igual que la
anterior considera que el SI permanece silenciado hasta que es activado por una infeccion o por sefiales

especiales de peligro.

2.1.3. Problemas fundamentales que desafian la base tedrico-conceptual contemporanea de la
inmunidad.

El marco conceptual descrito aparentemente renovador, resulta aun insuficiente para explicar mucha de
la fenomenologia experimental heterodoxa emergente; no obstante, concepciones teodricas aparte, la
inmunologia como ciencia médica tiene un compromiso social y su limitado impacto en terapia
contemporanea impone una revision a fondo de sus bases teoricas [82].

El asedio permanente de nuestro organismo por patégenos no justifica la desproporcionadamente baja
prevalencia de enfermedades autoinmunes, por el contrario, la incidencia de estas enfermedades se
encuentra en franco incremento en paises con sistemas sanitarios altamente desarrollados [83]; las
enfermedades autoinmunes deberian ser aleatorias teniendo en cuenta la diversidad de los patdgenos,
sin embargo existen 6rganos, tejidos y antigenos blancos definidos y preferenciales contra los cuales se
desarrolla la inmunopatologia; incluso conservandose patrones similares en animales de diferentes
especies (ejemplo la Diabetes Mellitus Insulino-Dependiente) [17, 53, 83],

Por otro lado, recientemente ha sido demostrado que los antigenos blancos principales sobre los que se
garantizaria una respuesta inmune capaz de controlar el crecimiento tumoral son antigenos propios [25],
de aqui que la posibilidad de desarrollo de inmunoterapias eficaces obviamente estarian limitadas.
Paraddjicamente, en el campo de la infectologia, s6lo ha logrado desarrollarse vacunas eficaces contra

un limitado numero de enfermedades infecciosas y contra los patogenos que han co-
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evolucionado con el hombre son practicamente inexistentes (por ejemplo la Malaria),
sorprendentemente, muchos de los antigenos expresados por estos patdogenos y que definen su ciclo
vital, son de estructura conservada filogenéticamente (ejemplo los dominios similares al Factor de

Crecimiento Epidérmico) [84, 85],

2.1.4. La Tolerancia Dominante y la Autoinmunidad Fisiologica. Cambio de paradigma en
inmunologia.

Evidencias experimentales sustentan la persistencia de células autorreactivas inmunocompetentes en
individuos sanos [16, 17, 27] y la induccion de enfermedades autoinmunes oOrgano-especificas por
linfopenia funcional transitoria de linfocitos T [53]. Los mecanismos no-delecionales de regulacion de
la tolerancia inmunolégica periférica a los antigenos propios comienzan a caracterizarse [38, 39, 86].
Este modelo emergente de "tolerancia dominante o activa" permite asumir al SI organizado sobre el
reconocimiento a lo propio y la existencia de un estado de autoinmunidad fisiol6gica como mecanismo
de homeostasis del individuo, controlado por células con funcion reguladoras que contribuyen al
mantenimiento de la tolerancia periférica a los antigenos propios [32, 87],

Recientemente una Categoria Reformadora de la Teoria de la Seleccion Clonal, aunque con variados
matices segun sus postulantes, pudiera conducir a una valoracion substancialmente diferente de la
inmunobiologia [88-91], Las innovaciones fundamentales que caracterizan el distanciamiento radical de
esta categoria referente a las anteriormente descritas estdn dadas en, la vision de la autoinmunidad
como natural y beneficiosa, mas que una consecuencia fortuita y negativa de la inmunidad. El SI se
encuentra en continua activacion referenciado en el reconocimiento de los anfigenos propios y no
solamente en los patogenos invasores. La existencia de una retroalimentacion activa tanto negativa

como positiva como elemento critico
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para el mantenimiento del accionar del sistema en su conjunto; aqui el SI no es la mera coleccion
inconexa de clones. Predice la existencia de una cohorte de clones linfocitarios con especificidades
autorreactivas y receptores pre-seleccionados por su alta afinidad contra un particular conjunto de Ag
propios, los que estan involucrados en la regulacion inmune y garantizan la capacidad del SI para
reaccionar contra los patdogenos. Este postulado, metaféricamente designado como homunculus
inmunolégico [33], aunque atractivo conceptualmente, se encuentra pobremente operacionalizado lo

que limita su alcance.

2.1.5. Mecanismos periféricos de induccion de tolerancia

Los mecanismos que median la discriminacion de las células T entre lo propio y lo no-propio han sido
clasificados en dos amplios tipos. El primer grupo de mecanismos son los pasivos o recesivos ya que
subyacen en la ausencia funcional de células autorreactivas o la presentacion de antigenos propios en
una forma no-inmunogénica [92], El segundo grupo de mecanismos son los activos o dominantes ya
que estos previenen la activacion de otras células T que tienen la potencialidad de causar

autoinmunidad [10, 93],

2.1.6. Regulacion periférica de la respuesta de células T

Recientemente multiples evidencias provenientes de estudios en sujetos sanos sustentan la existencia de
forma espontdnea de células T con la capacidad de controlar células T autorreactivas. Estas células
mantienen la tolerancia natural inmune a los antigenos propios y se designan células T reguladoras
(Treg) o células T supresoras [38, 39, 86].

Esta denominacion surge de la demostracion in vivo del desarrollo de enfermedades autoinmunes como
resultado de manipulaciones experimentales inductoras de linfopenia funcional en individuos sanos.

Caracteristicamente, producto a estas intervenciones existe un déficit



Antecedentes 18

permanente o transitorio de células T o reduccion del repertorio de receptores de células T (TCR) [94-
96]. Alternativamente la capacidad funcional o fisiologica queda demostrada tras la transferencia
adoptiva de poblaciones celulares T capaces de prevenir el desarrollo de enfermedades autoinmunes

organo-especificas en modelos animales [31, 95].

2.1.7. Células T reguladoras (Treg) de origen natural

La existencia espontanea de Treg ha sido fundamentalmente investigada en roedores [97], no obstante
recientemente han sido caracterizadas en sujetos humanos células provenientes de timo y sangre
periférica con similar funcion [40, 98],

El interés por diferenciar fenotipicamente las Treg de otras poblaciones linfoides T ha conducido al
hallazgo de multiples marcadores de diferenciacion linfocitarios asociados con una funcién reguladora
tanto in vitro como in vivo tales como el CD5 [96], CD45RC [99], RT6.1 [100], CD45RB [101] y el
CD25 [31] entre otros, constituyendo este tltimo el candidato mas aceptado distintivo de este tipo de

células [102].

2.1.8. Células con actividad reguladora con fenotipo CD4+CD25+

El cluster de diferenciacion 25 (CD25) es la cadena a del receptor de Interleucina 2 (IL-2).
Adicionalmente, las cadenas P (CD122) y y (CD132) conforman estructuralmente el receptor de esa
citocina y se expresan constitutivamente en los linfocitos T en reposo y la activacion de éstas células
induce la sintesis de la cadena a, la formacion del receptor heterotrimérico de alta afinidad y la
secrecion de IL-2 [75]. EI CD25 se expresa constitutivamente en el 5 - 10 % de los linfocitos T CD4+ y
en menos del 1 % de los linfocitos CD8+ periféricos. Estas células son anérgicas y presentan actividad
supresora in vitro y su deplecion conduce a la aparicion de multiples enfermedades autoinmunes en

individuos sanos no predispuestos a las mismas [31].
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Las Treg CD4+CD25+ se producen en el timo normal [103, 104] y en su mecanismo de regulacion
periférica de la respuesta inmune pueden participar tanto mediadores solubles, como las citocinas anti-
inflamatorias Interleucina-4, la Interleucina-10 y el Factor de Crecimiento Transformante-P [105],
ademas que pudieran actuar por contacto directo con las células efectoras o a través de las células

presentadoras de antigenos (CPA) [106, 107] .

2.1.9. Especificidad del ataque autoinmune post-linfopenia

En los modelos experimentales murinos una variedad muy infrecuente de enfermedades organo-
especificas espontdneas aparecen post-linfopenia, con diferencial susceptibilidad segun el fondo
genético de la cepa animal. Estas incluyen diabetes, tiroiditis, gastritis, orquitis, ooforitis, prostatitis y
adenitis coagulante entre otras, resultando significativa la superposicion en el espectro de estas
enfermedades fundamentalmente dirigidas contra 6rganos endocrinos y estomago, clusters similares a
los observados en similares entidades oOrgano-especificas humanas. Resulta destacable la similitud
existente entre al menos algunos de los autoantigenos diana de estas enfermedades inducidas por

linfopenia y las correspondientes enfermedades autoinmunes humanas [29, 53].

2.1.10. Papel del antigeno en la induccién y progresion de la enfermedad autoinmune post-
linfopenia

En los modelos de enfermedades autoinmunes post-linfopenia (EAPL) la induccion del proceso
patologico no depende en la inmunizacion con el autoantigeno en adyuvantes, como generalmente estan
descritos y establecidos multiples modelos experimentales de estas enfermedades [17]. Por el contrario,
en las EAPL los autoantigenos naturales tisulares son blancos de los mecanismos efectores producto a
una perturbacion del SI y no, producto a la inmunizaciéon con un inmunégeno subrogado, por ejemplo,

proveniente de otra especie animal.
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Evidencias experimentales sustentan que la respuesta autoinmune en las EAPL es conducida por el Ag
enddgeno. La relevancia de su persistencia para la induccion y progresion de la EAPL queda manifiesta
en varios modelos experimentales donde el momento de extirpacion y la persistencia de los érganos
diana referente al proceder inductor de linfopenia define la intensidad de la respuesta autoinmune. Asi,
la temprana y continua estimulacion por el Ag endogeno conduce al desarrollo y progresion de la

enfermedad autoinmune [29, 108],

2.1.11. Evidencias que sustentan que las enfermedades autoinmunes son debidas a las respuestas
inmunes especificas

Las EAPL presentan caracteristicas patologicas similares a las correspondientes enfermedades
autoinmunes humanas espontaneas. Caracteristicamente se observa presencia de linfocitos infiltrantes
en los organos diana, presencia de autoanticuerpos circulantes tejido-especificos y es demostrable la
habilidad de los esplenocitos de los animales enfermos para transferir la enfermedad a receptores naive

inmunodeficientes [29, 53].

2.1.12. Inmunidad antitumoral

La potencialidad del SI para reconocer y eliminar células tumorales fue inicialmente postulada por Paul
Ehrlich en 1909 (revisado en [109]). La prueba de la existencia de reaccion inmune antitumoral surge
por la demostracion de regresion de tumores trasplantabas en animales genéticamente homodlogos,
fundamento sobre el que se sustentd la hipotesis formal de la “inmunovigilancia del cancer” por Sir
Macfarlane Burnet [20]. Esta hipdtesis concibe que los linfocitos actian como centinelas al reconocer y
eliminar células transformadas que continuamente se estdn generando en el organismo, destruyéndolas
antes que los tumores puedan expresarse clinicamente. Adicionalmente concibe el retardo del
crecimiento tumoral o la induccidn de regresion de tumores establecidos como funciones basicas del SI.

Fundamental
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aporte a esta hipotesis constituyo el hallazgo de la existencia de “Antigenos Especificos de Tumores”,
consecuente al desarrollo de inmunidad contra tumores singénicos trasplantables inducidos por

carcindgenos quimicos y virus en animales de experimentacion [110].

2.1.13. Evidencias experimentales y clinicas documentan la hipétesis de la “inmunovigilancia del
cancer”

En modelos animales se ha demostrado:

I -Incremento de la incidencia tumoral a dosis inferiores de carcindgenos, con menores periodos de
latencia en ratones inmuno-comprometidos con déficit inmune genético o inducido por la deplecion
funcional con AcM de subpoblaciones celulares tales como células NK, NKT, linfocitos T aff y 9, asi
como Interferon y e Interleucina 12, comparados con sus contrapartes inmuno-competentes. Por el
contrario, ratones normales tratados con inmunoestimulantes tales como la Interleucina 12 o la o-
galactosilceramida muestran incremento de la resistencia a la formacion de tumores inducidos por
MCA (3-metilcolantreno) [111].

2-  Los tumores inducidos por carcindgenos en ratones inmunodeficientes son méas inmunogénicos que
aquellos derivados de ratones con SI normal [112]. Este resultados demuestra una funcion dual de la
inmunidad tanto protegiendo al huésped contra el desarrollo de tumores asi como seleccionando las
células tumorales con menor inmunogenicidad, las que estarian mas adaptadas para escapar a la
deteccion y eliminacion por el SI, proceso que ha sido denominado “inmuno- edicion del cancer” [111].
3- Ratones inmunocomprometidos desarrollan mas tumores epiteliales y linfomas espontaneos que
los ratones normales. La deficiencia de Interferon y o perforina en ratones C57BL/6 se asocia con el
incremento de linfomas espontaneos mientras que en BALB/c con el desarrollo de linfomas y

adenocarcinomas pulmonares espontaneos, asi como ratones deficientes en el
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proteasoma multifuncional grande 2 muestran una incidencia incrementada de cancer de ovario [109],
Estos hallazgos se extienden a pacientes donde se ha encontrado que:

I- Los andlisis de autopsias indican una incidencia de tumores mayor que el nimero de tumores
clinicos aparentes [113].

2- Elincremento de la incidencia de tumores no virales en individuos inmunocomprometidos, como
son los pacientes receptores de trasplantes de organos inmunodeprimidos terapéuticamente. Se ha
observado incremento en cuatro veces de la incidencia de novo de melanomas malignos [114, 115]; tres
veces los sarcomas diferentes al de Kaposi [116] y 25 veces los tumores pulmonares en pacientes con
trasplantes cardiacos [117] respecto a individuos normales. Adicionalmente, la incidencia de tumores es
mayor en el periodo neonatal y en la senectud, extremos donde existen trastornos de la inmunidad
[118].

3- Deteccion de incremento natural de la respuesta inmune en pacientes con cancer contra el tumor
que portan [119, 120].

4- [Establecimiento de una correlacion positiva entre la presencia de infiltracion tumoral por
linfocitos y la supervivencia de pacientes con melanomas cutaneos, asi como en carcinomas de mama,
prostata, ovario, renal, esofago y colorectal, signo de control inmune [121].

5- Ademéas, se ha reportado la regresion espontanea de tumores [122],

En general, multiples evidencias sustentan la existencia de un mecanismo natural de vigilancia
inmunolégica que puede ser una fase de un proceso mas global denominado “inmuno-edicién del
cancer” que comprende el espectro completo de efectos de la inmunidad innata y adquirida en el
desarrollo tumoral que comprende desde el reconocimiento tumoral y la eliminacién hasta la

“escultura” y la evasion tumoral [109, 111]. Sorprendentemente, tumores formados en ausencia
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de un SI intacto son mas inmunogénicos que aquellos surgidos en hospederos inmunocompetentes; lo
que documenta el papel del SI no sdlo en la proteccion del huésped al desarrollo de tumores, sino su
influencia en la seleccion de variantes tumorales en base a su inmunogenicidad. Esta concepcion
incluye tres procesos secuenciales (“las tres Es”): 1- Eliminacién, correspondiente a la
inmunovigilancia; 2-Equilibrio, representa el proceso por el cual el SI iterativamente selecciona y/o
promueve la generacion de variantes celulares tumorales con capacidades incrementadas para
sobrevivir al ataque inmune; y 3-Escape, es el proceso en el cual el tumor “esculpido”
inmunolégicamente se expande de forma incontrolada en el hospedero inmunocompetente. Cuando el
proceso de eliminacion resulta exitoso representa el proceso completo de edicion sin progresion a las
fases subsecuentes. Al alcanzar el proceso de escape las variantes tumorales no son eficientemente
reconocidas y eliminadas por el SI y resulta en la enfermedad maligna clinicamente manifiesta que

resulta en la muerte del huésped si el tratamiento médico resulta ineficaz.

2.1.14. Mecanismos de evasion inmune de los tumores

Baésicamente se considera la respuesta linfocitotoxica mediada por células T CD8+ (CTL) frente a Ag
presentados en el contexto MHC clase I como la rama efectora principal de la inmunidad adaptativa en
la respuesta inmune antitumoral. Igualmente, se asume el reconocimiento de los antigenos tumorales
como moléculas extrafias por estas células y el inicio de una cascada de eventos que resultan en la
destruccion tumoral [22].

De esta manera, las principales tendencias en las estrategias de inmunoterapia activa antitumoral estan
disefiadas con el interés de incrementar la respuesta CTL. Consecuentemente, el estudio de los
mecanismos de escape de los tumores a la respuesta inmune han estado fundamentalmente dirigidos a

la caracterizacion de las vias que utilizan los tumores para bloquear o evadir este tipo
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de respuesta aunque la induccion o reforzamiento de los mecanismos de tolerancia por los Ag propios

expresados en los tumores puede constituir una de las vias principales de evasion inmune tumoral

[123, 124],

Ejemplos de mecanismos de evasion inmune de los tumores

Categoria Via Mecanismos Ref.
Global Secrecion ~ de  factores| Interfieren multiples pasos y vias en la [125]
inmunosupresores Ej.: TGF-| generacion de una respuesta inmune efectiva,
incluyendo la activacion o funcién de la CTL y
Crecimiento tumoral en de las células T cooperadoras CD4+. Ej.: gliomas
sitios parcialmente
inmunoprivilegiados
Regulacién | Las mutaciones en la via | La pérdida completa de la expresion de MHC [126]
negativa de la| de presentacion por MHC | clase I en los tumores murinos no es comun. Un
via de| clase I debe ser la manera | ejemplo tipico es la linea tumoral B16/F10.9
presentacion | mas simple para los derivada del melanoma original B16 obtenida por
por MHC| tumores escapar la seleccion repetida dada por su incrementado
clase I eliminacion por CTL. Una | potencial metastasico.
mutacion da lugar a un La regulacion negativa de la expresion de la [127-
inhibidor negativo molécula MHC clase I se aprecia frecuentemente
dominante y dos en los tumores humanos y es particularmente 130]
mutaciones inactivan pronunciada en las lesiones metastasicas.
ambos alelos.
Antigeno- Variantes tumorales con| Seleccion de variantes virales con mutaciones en | [131]
especifica pérdida de antigenos los epitopes T resistentes a la CTL
Pérdida del AAT MART-I/Melan-A en pacientes | [132]
con Melanoma Metastasico recurrente
Pérdida del AAT gplOO en pacientes con [133]
Melanoma inmunizados con un péptido de ese Ag
Tolerancia La posibilidad que los tumores pudieran [134]
desencadenar un estado de tolerancia hacia un
antigeno especifico del tumor ha sido demostrada
un estudio que utiliza un modelo de raton
transgénico. En este estudio, tumores de células B
que expresan moléculas de MHC clase Il y un
antigeno tumoral no propio indujeron una
tolerancia rapida de células T CD4+ que portan
un TCR transgénico.
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2.1.15. Factor de Crecimiento Epidérmico

El Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) es miembro de una familia de factores de crecimiento
peptidicos de mamiferos, que incluye ademds al Factor de Crecimiento Transformante a (TGFa), al
Factor de Crecimiento similar a EGF que se une a heparina (HB- EGF), la anfiregulina (AR), la
betacelulina (BTC), la epiregulina (EPR) y el EPIGEN [135-137], Estas moléculas se expresan como
precursores transmembrana de tipo I y los ectodominios escindidos por proteasas de la superficie
celular son liberados como factores de crecimiento solubles [137, 138]. El EGF es un polipéptido de 53
aa con peso molecular de 6.045 kDa, derivado por proceso proteolitico a partir de un precursor de
membrana de 1217 aa en roedores y 1207 aa en humanos [54, 139]. El receptor del EGF (EGFR/ErbB-
I/HERI) fue el primer receptor tirosina cinasa descubierto [140, 141], asi como el primer receptor de
superficie celular que se relacion6 directamente con el cancer al observarse la modulacion de expresion
en fibroblastos infectados con virus oncogénicos [142],

El EGFR interviene en el control de respuestas celulares durante el desarrollo embrionario y en la
regulacion de procesos metabolicos y fisiologicos en varios tejidos y organos [143, 144], Diferentes
evidencias sustentan la relevancia del modelo del EGF-EGFR en la oncologia. La identificacion de la
sobre-expresion en aproximadamente el 30% de los canceres epiteliales de varias localizaciones, como
pulmoén de células no pequeias, mama, cabeza y cuello, esofago, vejiga, carcinomas de ovario y cuello
uterino; se asocia a la progresion, con un fenotipo tumoral mas metastasico y de peor pronostico de la
enfermedad. Ha sido demostrado que muchos carcinomas son promovidos por la activacion del EGFR,
lo que puede ser resultado de la mutacion del receptor [145, 146], de su sobre-expresion [147] o a partir
de la estimulacion del EGFR por lazos autocrinos [148], Interesantemente, la expresion transgénica del

EGFR humano
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en epitelio mamario murino provoca cambios hiperplasicos, displdsicos y neoplasicos en este tejido,
confirmando la relevancia del EGFR en la facilitacion de la transformacion celular [149] Ademas, a
pesar de la observacion de que la inactivacion genética del EGFR en ratones conduce a una severa
alteracion en el desarrollo epitelial e incluso a la letalidad durante el desarrollo embrionario [150-152],
la falta de un irremplazable rol fisiologico del EGFR en el adulto, constituyen los hallazgos que han
servido de fundamento para el desarrollo de estrategias terapéuticas novedosas con la finalidad de
inhibir o prevenir la activacion los receptores Erb-B, uno de los objetivos principales en las
investigaciones actuales en la lucha contra el cancer [153]. La generacion de pequefias moléculas que
compiten con el trifosfato de adenosina (ATP) por la union al bolsillo cinasa del receptor, conduciendo
al bloqueo de la activacion del receptor y la transduccion de sefiales post-receptor; asi como el uso de
Anticuerpos Monoclonales (AcM) que reconocen el dominio extracelular del EGFR son dos de las
aproximaciones terapéuticas que se encuentran en ensayo clinico [154],

Teniendo en cuenta que la disponibilidad de ligandos resulta primordial para el control de la actividad
biologica de los miembros de la familia del EGFR [155], otro potencial enfoque terapéutico estaria
dado en el empleo de una vacuna terapéutica que promueva la induccion de autoanticuerpos contra
algunos de los ligandos de la familia del EGFR, con la finalidad de aprovechar los autoanticuerpos
producidos como via para inactivar el ligando en cuestion circulante, castrandolo de la circulacion
periférica con el propdsito de reducir la tasa de crecimiento de los tumores dependientes de este factor
de crecimiento.

Basado en tal razonamiento se encuentra en evaluacion clinica para el tratamiento de pacientes con
cancer de origen epitelial una vacuna de céncer basada en el EGF [62, 63]. Desde el punto de vista

practico, una mayor eficacia de este enfoque terapéutico estaria directamente ligada a la
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induccion y mantenimiento de altos titulos de anticuerpos circulantes en los sujetos portadores de

tumores.

2.1.16. Inmunidad al EGF

La capacidad de induccion de respuesta inmune contra el EGF se evalu6 desde la descripcion inicial de
esta molécula y tempranamente qued6 demostrado que anticuerpos anti-EGF pueden revertir in vitro la
activacion inducida por el EGF [156]. Adicionalmente, anticuerpos heter6logos anti-EGF obtenidos en
conejos y administrados pasivamente en ratones neonatos o en animales embarazadas conduce al
incremento de la mortalidad perinatal y la adicion de tales anticuerpos a la leche indujo retardo en la
maduracion del tracto digestivo [157-159], Alternativamente, se demostré la posibilidad de induccion
de autoanticuerpos anti-EGF por la inmunizacion activa con esta molécula. Con este modelo de
autoinmunidad se demostro la capacidad de los autoanticuerpos inducidos de inactivar al EGF y abolir
la unién a su receptor, sin afectar el crecimiento ni las caracteristicas histologicas de los tejidos de
animales adultos, aunque tal deficiencia inducida de EGF condujo al incremento de la mortalidad
perinatal y el nacimiento de animales con bajos pesos y trastornos pulmonares, cutdneos y hepaticos,

revelando una contribucion ontogénica diferencial de esta molécula [160, 161].

2.1.17. Ciclosporina A

La Ciclosporina A (CsA) es un polipéptido ciclico hidrofobico de 11 aminoacidos y peso molecular de
1202 que se aislo originalmente a partir del cultivo del hongo Tolypocladium inflatum obtenido de una
muestra de tierra colectada en Noruega. La CsA ejerce una potente actividad inmunosupresora in vivo
sin provocar mielotoxicidad. Este efecto resulta primariamente de su interferencia de la funciéon normal

de los linfocitos T al alterar un grupo de eventos de
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sefalizacion involucrados en la regulacion de la expresion de genes de linfocinas, la muerte de células
T inducida por activacion y la exocitosis; consecuentemente afecta tanto la proliferacion Ag-especifica
de clones cooperadores y citotoxicos y la respuesta mixta de linfocitos. La CsA interactia con una
proteina de 17 kDa denominada ciclofilina e interfiere directamente en la transcripcion del gen de la
Interleucina 2 (IL-2), principal via a través de la cual ejerce su accion inmunosupresora. La inhibicion
de la secrecion de la IL-2 es crucial para el bloqueo de la activacion de los linfocitos T y el efecto de la
CsA puede contrarrestarse parcialmente por la adicion de IL-2 exdgena a las células T en cultivo [162,
163].

Las propiedades inmunosupresoras de la CsA permitieron su introduccion en 1983 como medicamento
para el tratamiento del rechazo renal alogénico, con un profundo impacto en el trasplante de 6rganos y
posteriormente la extension de su uso terapéutico a Enfermedades Autoinmunes y en la Enfermedad de
Injerto contra Huésped [164].

Paradodjicamente, la administracion de CsA bajo ciertas condiciones experimentales desencadena el
desarrollo de Enfermedades Autoinmunes tales como esclerodermia y Enfermedad de Injerto contra
Huésped autdloga en ciertas cepas de animales [165, 166]. Este efecto se asocia a defectos en la
seleccion positiva y negativa de timocitos producto a interferencia en la activacion de calcineurina y
alteracion en la expresion de moléculas de MHC clase II y menos de clase I por las células epiteliales
tunicas y dendriticas [167, 168]. Estos defectos conducen a la detencion de la ontogenia linfocitica
[169-171],

Caracteristicamente, la administracion por 7 dias consecutivos de 1 Omg/kg/dia de CsA en ratones
BALB/c a partir del dia 0 de nacidos, conduce al desarrollo de enfermedades autoinmunes en esta cepa
animal normalmente resiste al desarrollo espontaneo de las mismas [28]. Tres meses después del

tratamiento los animales desarrollan autoanticuerpos contra células parietales, oocitos
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y esperma confirmdndose el desarrollo de gastritis y ooforitis por estudio histologico. Este tratamiento
provoca la reduccion del peso del timo y su celularidad a un tercio del valor normal y
fundamentalmente, elimina timocitos CD4+CD8- y CD4-CD8+ aunque retornan sus valores a la
normalidad dos semanas luego de concluido el tratamiento. Ademas, en 6rganos linfoides periféricos se
constata similar linfopenia transitoria que afecta las subpoblaciones celulares CD4+ y CD8+.

La intensificacion de la deficiencia de células T inducida por timectomia un dia después de concluido
el tratamiento con CsA anteriormente descrito incrementa la incidencia de gastritis y ooforitis, pero
ademas amplia el espectro de las enfermedades autoinmunes inducidas, tales como tiroiditis, insulitis,
adrenalitis, sialoadenitis y orquitis. La intensidad de la respuesta de autoanticuerpos especificos se
relaciona con el grado de las lesiones histoldgicas, observandose destruccion tisular con infiltracion de
células inflamatorias principalmente mononucleares. La inmunopatologia de estas enfermedades
autoinmunes es similar a la de enfermedades autoinmunes 6rgano-especificas humanas. En individuos
adultos tales aproximaciones experimentales tienen so6lo discreto impacto en la induccion de

enfermedades autoinmunes, aun bajo condiciones de inmunosupresion mas estrictas [28],

2.1.18. Ciclofosfamida

La Ciclofosfamida (CY) es una fosfamida ciclica que para su activacion requiere metabolizarse en el
higado debido a que los sitios alquilantes no se pueden ionizar hasta que se escinde el anillo en los
enlaces de fosforo y nitrogeno. La CY es un medicamento quimioterapéutico que se utiliza en el
tratamiento del cdncer; aunque es primariamente activo durante la fase S, puede afectar células en todas

las fases del ciclo celular. Este agente alquilante provoca linfopenia con nadir
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progresivamente mas bajo dependiendo de la dosis administrada in vivo, aunque no provoca su
incremento progresivo con dosis subsecuentes [172, 173],

La administracion combinada de la CY durante esquemas de inmunizacidon incrementa la respuesta
inmune especifica [174], ademéas con esquema de regimenes inmunoterapéuticos presenta efecto
sinérgico antitumoral [175], Diferentes mecanismos han sido propuestos para explicar tal efecto como
la reduccion de la carga tumoral, la eliminacion de células T supresoras inducidas por tumores y la
induccion de la liberacion de factores solubles que pueden incrementar la proliferacion diferenciacion y
actividad de células T especificas antitumorales. Estas combinaciones terapéuticas se basan
caracteristicamente en el pre-tratamiento con la CY antes de la aplicacion de esquemas

inmunoterapéuticos, ya sea vacunas o la transferencia adoptiva de células T antitumorales [176].
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2.2. MATERIALES Y METODOS

Se emplearon varios modelos animales murinos con el objetivo de obtener un conocimiento basico. Se
explor6 el efecto de la manipulacion del SI, mediante la aplicacion de terapias inmunosupresoras, sobre
la respuesta inmune antigeno-especifica en la autoinmunidad y el cancer. Este trabajo experimental se
realizd en el Centro de Inmunologia Molecular, La Habana, Cuba y en el Instituto Weizmann de

Ciencia, Rehovot, Israel.

2.2.1. Obtencion de formulaciones terapéuticas de AcM inmunosupresores.

2.2.1.1 Hibridomas

Se utilizaron cuatro hibridomas de rata productores de AcM depletantes especificos de diferentes
antigenos de diferenciacion leucocitarios murinos. Estos hibridomas parentales fueron adquiridos en la
ECACC oen la ATCC.

El hibridoma YTS 191.1.1.2 produce AcM dirigidos contra el epitope A del antigeno murino L3T4,
equivalente al CD4 en humanos. El hibridoma YTS 169.4.2.1 produce AcM dirigidos contra el epitope
A del antigeno Lyt-2, equivalente al CD8 de cadena a en humanos [12], Ambos AcM son del isotipo
IgG2b. El hibridoma PC 61 5.3 produce AcM de isotipo IgGl dirigidos contra la cadena a del receptor de
IL-2 (CD25) murino [177].

2.2.1.2 Cultivo celular

Las formulaciones de AcM se prepararon a partir de ascitis o de sobrenadante de cultivo celular. Las
lineas celulares se resuspendieron en medio de cultivo completo (DMEM o RPMI-1640, Suero Fetal de
Ternera del 8 al 20%, L- glutamina 2 mM, Piruvato de sodio ImM, HEPES 18mM, Carbonato de sodio -
NaHCUs- 26 mM, 2-B-mercaptoetanol 5x10™ M, Penicilina 200 U, y Estreptomicina 200 pg/ml. Se

ajust6 el pH a 7.2). Luego se centrifugaron a 1000 r.p.m. (rotor
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Rotanta/TR, Hettich), durante 5 min a 25°C, para eliminar el dimetilsulfoxido (DMSO), repitiendo la
operacion en tres ocasiones. Se determin6 la viabilidad celular por tincién con Tripan Azul y se conto el
numero de células en una cdmara de Neubauer (Assistent), segin formula: Células/ml = (Conteo/4) x
Factor de la camara x Factor de dilucién. Las lineas celulares se expandieron in vitro a razén de 2x10°
células/ml en medio de cultivo completo (MCC), en frascos de cultivo de 25 cm? (Corning).

2.2.1.3 Animales

Se utilizaron ratones atimicos NMRI, BALB/c y NOD nu/nu de ambos sexos, entre 6 y 12 semanas de
edad y con 20 + 2 g de peso. Estos son producidos en el Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB) y en el Centro de Inmunologia Molecular (CIM), ambos de
Ciudad de La Habana, Cuba y el Instituto Weizmann de Ciencia, Rehovot, Israel. Estos animales fueron
mantenidos bajo condiciones gnotobioticas, segin los procedimientos normalizados de operacion
(PNOs) establecidos en los bioterios de estas instituciones.

2.2.1.4 Produccion de liquido ascitico

La produccion de liquido ascitico se realizd a partir de un modelo xenogénico utilizando los ratones
NMRI nu/nu. Estos fueron administrados con 0.2 ml de Pristano o Adyuvante Incompleto de Freund
(AIF) (Sigma), tres dias antes de la inoculacion de los hibridomas. Ambas administraciones se realizaron
por via ip. El inoculo celular se prepard a partir de las lineas de hibridomas expandidas. Estas se
desprendieron de forma mecanica y se centrifugaron a 1000 r.p.m. (rotor Rotanta/TR, Hettich), durante 5

min a 25°C. El sobrenadante se conservo como fuente de AcM a -70°C hasta su purificacion.
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Las células se lavaron tres veces con medio sin suero, en iguales condiciones de centrifugacion y se
ajustaron por tincién con Tripin Azul a concentraciones que oscilaban entre Ix10° y 5x10°
células/ml/animal. Los animales se evaluaron tres veces por semana y se realizo la extraccion del liquido
ascitico en el momento de maximo desarrollo del tumor. Se puncion6 la cavidad abdominal con una
aguja larga No.20, coleccionandose el liquido ascitico en un frasco limpio con &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) disédico para evitar la coagulacion. Luego se centrifugd durante 20
min a 3000 r.p.m. (rotor Rotanta/TR, Hettich) a 4°C, se desecho la pelleta y se obtuvo el sobrenadante,
que se conservo a 4°C hasta completar la recoleccion. La extraccion de liquido ascitico se realizé en dias
altemos hasta el sacrificio del animal. El sobrenadante se conservo a -70°C.

2.2.1.5 Purificacion de los AcM

Los AcM se purificaron a partir del liquido ascitico o del sobrenadante de cultivo. En las muestras de
liquido ascitico se elimind el exceso de lipidos por precipitacion con solvente orgdnico (Cloroformo). El
liquido ascitico se centrifugd a 15000 r.p.m. (rotor A8.20, Centrikon T-124) durante 40 min a 4°C y se
diluy6é en cloroformo, dejandose reposar durante 15 min. Luego se centrifug6 nuevamente a 25000
r.p.m. (rotor A8.20, Centrikon T-124) durante 15 min, a 4 °C, y se dializ6 en Solucion Salina al 0.9% a
igual temperatura.

Como método de purificacion se empled la precipitacion por sulfato de amonio al 50%, para las
muestras obtenidas de la ascitis y del sobrenadante de cultivo, como se describe a continuacion. La
muestra se diluyd dos veces en Solucion Salina al 0.9% y se precipitdé a 4°C en Sulfato de Amonio
saturado (SAS) hasta una concentracion final del 50%, durante toda la noche. Luego se centrifugd a
9800 r.p.m. (rotor A8.20, Centrikon T-124) durante 30 min, a 4 °C. El precipitado se lavd dos veces con

SAS diluido al 50% en iguales condiciones de centrifugacion y se resuspendio
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en Solucion Salina al 0.9%. Se dializé contra la misma solucion tampon (no menos de 10 veces del
volumen de la muestra) por 72 h con agitacion continua a 4°C y cambios reiterados (3 6 mas) cada dia.
Una parte de las muestras de AcM precipitadas por SAS (a partir de liquido ascitico) se purificaron
ademas, por cromatografia de intercambio i6nico, en dietilaminoetil Sepharosa (DEAE- Sepharosa),
como se describe brevemente. Se dializé la muestra resultante de la precipitacion en tampon Tris-HCL
0.05 M, pH=8 con el cual se equilibr6 la columna (HR 10/10, Pharmacia) de 2 mi de gel (DEAE-
Sepharosa Fast Flow, Pharmacia). La muestra se aplico a la columna a una velocidad de 30 ml/h y se
lavo con el mismo tampon. Las proteinas adsorbidas a la matriz se eluyeron con un gradiente lineal de
incremento molar de la concentracion idnica desde 0 hasta 0.5 M de Cloruro de Sodio en Tris-HCL 0.01
M a pH=8 (Gradient Mixer GM-1, Conductivity Monitor, Pharmacia).

Se determinaron los porcientos de recobrado de las inmunoglobulinas (Igs) de rata en cada uno de los
pasos de purificacion, segiin formula: % de recobrado = (Cantidad final de Igs / Cantidad inicial de Igs)
x 100

2.2.1.6 Control de la calidad

Para comprobar la pureza de las muestras en cada uno de los pasos de purificacion se realizo
electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% en presencia de duodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) en condiciones no reducidas, tomadndose un control comercial de anticuerpo IgG de rata
(Jackson).

Se determind la concentracion de proteinas por diferentes métodos segun el grado de pureza de la
muestra. Tomando como base la corrida en SDS-PAGE de muestras de ascitis o semi-purificadas, se

calcul6 el porciento que representaba la banda de anticuerpo con respecto al total por
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procesamiento de imagenes de geles, mediante el programa de computacion Molecular Analyst Software
(version 1.4.1 Bio-Rad). Ademas, para cada una de las muestras se determiné la concentracion total de
proteinas segun el método de Lowry. A partir de estos datos se estim6 la concentracion de proteinas para
la banda de anticuerpos. Para muestras precipitadas por SAS al 50 % o puras, se estimo6 la concentracion
de inmunoglobulinas de rata por densidad Optica a través del coeficiente de extincion de rata (0.687),
segun formula: Concentracion de proteinas (mg/ml) = absorbancia a 280 nm x dilucion de la muestra x
0.687.

Se utilizé el método de Lowry modificado para microtécnica, lo cual se describe a continuacién. En
viales Eppendorf se afadieron 10, 30, 50, 70 y 90 ul de las muestras y del patron, y se completaron en
cada uno de los casos hasta 100 pl de agua destilada. Como patron se tomd Albumina de Suero Bovino
al 0.2% (BSA) (Sigma). Cada muestra se mont6é por duplicado y se le anadido 300 pl de solucion de
Sulfato de Cobre (CuS04) al 4% C, con agitacion y se dejo en reposo durante 30 min. Luego se
adicionaron 30 pl de Folin Ciocatten (Merck) (diluido a la mitad en agua destilada), agitandose
rapidamente y se dejo reposar durante 45 min. Después se afiadieron 200 pl de cada vial a los pozos de
una placa de ELISA (Costar, High binding) y se midi6 la absorbancia del producto de la reaccion en un

lector de ELISA (Organon Tecknica) a 620 nm.

2.2.2. Evaluacion de la actividad biolégica in vitro
2.2.2.1 Reconocimiento de células mononucleares periféricas

Separacion de células mononucleares: se extrajo el bazo a ratones BALB/c adultos y se coloco el
organo fresco en una placa de Petri con 5 mi de tampon salino fosfato (PBS). Se cortd uno de sus
extremos y se realiz6 perfusion del mismo con jeringuilla de 5 ml y aguja #27-28. En tubos de centrifuga

de 15 ml (TPP) se aplicd 3 ml de Ficoll-Paque (Pharmacia LKB) y se adicioné muy
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lentamente 10 ml de la suspension de células de bazo, centrifugandose a 2000 r.p.m. (rotor Sepatech,
Heraeus), durante 40 min a 20°C. Se aislo el anillo de células sobre la superficie de Ficoll-Paque y se
resuspendio en PBS, lavandose en tres ocasiones a 1000 r.p.m. (rotor Sepatech, Heraeus) durante 5 min
a 4°C. Se desecho el sobrenadante y se ajusto la concentracion de células por tincion con Tripan Azul.
Estudio de subpoblaciones linfocitarias: El reconocimiento por los AcM de marcadores de superficie
linfocitaria de raton, para demostrar la actividad biologica in vitro, se realizd por la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), descrita a continuacion. Las suspensiones de células de bazo de
raton BALB/c se ajustaron a razon de 1x10° células en 200 pl1 de PBS IX/BSA/Azida en placas de
cultivo de 96 pozos de fondo en U (Costar) y se centrifugaron a 1000 r.p.m. (rotor Sepatech, Heraeus),
durante 5 min. a 4°C, en tres ocasiones. Las células se incubaron con 50 (al de la muestra (AcM anti-
CD4, anti-CD8, anti-CD25 y como control negativo se utilizd un hibridoma de rata dirigido contra la
Eritropoyetina) durante 30 min a 4°C en cdmara himeda, luego se lavaron en tres ocasiones en iguales
condiciones de centrifugacion. Se incubaron nuevamente con 50 (al de anticuerpo anti-rata biotinilado
diluido 1/200 (Dako) durante 30 min a 4°C en camara hiimeda y luego se lavaron. La ultima incubacion
se realizod con 50 pl de Estreptavidina-Fluoresceina (FITC) 1/25 (Dako) durante 30 min a 4°C en camara
humeda y después se lavaron en iguales condiciones. Se afiadié una gota de PBS/glicerol y se analizaron
cada una de las muestras en el microscopio de fluorescencia (Aristoplan, Leitz) tomandose fotos de
algunas de ellas (Orthomat, Leitz).

2.2.2.2 Citotoxicidad dependiente de complemento

La citotoxicidad dependiente de complemento de los AcM se determiné a través de la incorporacion de

colorantes vitales por tincion con Tripan Azul, a partir de células
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mononucleares de bazo de ratones BALB/c adultos, como se describe a continuacion. En tubos LP3 se
colocd 2x10° células en Iml de PBS vy se centrifugd a 2000 r.p.m. (rotor Sepatech, Heraeus) durante 7
min a 4°C. Luego las células se incubaron con AcM anti-CD4, anti-CDS8 y anti-CD25 a diferentes
diluciones (100, 10, 5, 1, 0.5 pg/ml) durante 1 h a 4°C. Como control se utilizé el anticuerpo ior-R3
(reconoce el receptor del EGF humano). Después se lavaron en tres ocasiones en iguales condiciones de
centrifugacion y se incubaron con complemento de conejo (CENPALAB) a diluciones 1/2 durante 2 h a
37°C. Luego se lavaron nuevamente en tres ocasiones, en iguales condiciones de centrifugacion y se
determind la viabilidad celular por tinciéon con Tripan Azul (66). Para determinar el porciento de
citotoxicidad se emple6 la formula: % de Citotoxicidad= (células muertas/células muertas + células

vivas) x 100.

2.2.3. Evaluacion de la actividad biolégica in vive

2.2.3.1 Deplecion de subpoblaciones linfocitarias

Anticuerpos Monoclonales: La demostracion del efecto depletante in vivo del tratamiento con los AcM
anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD25 se realiz6 utilizando ratones machos BALB/c adultos, los cuales se
dividieron en grupos de 5 a 15 animales a los que se les administré 200 pl de los AcM respectivos, a
una concentracion de 0.5 mg y 1 mg en dosis unica, por via ip e iv. Los grupos controles recibieron IgG
normal de rata o Solucion Salina al 0.9%.

Agentes quimioterapéuticos: se realizd estudio comparativo del efecto inmunosupresor sobre las
células mononucleares periféricas de los AcM obtenidos, con medicamento quimioterapéutico o
citostatico. Se utilizo la Ciclofosfamida (CY) a dosis entre 50 a 350 mg/kg administradas por via iv o ip.
Todos los tratamientos fueron administrados en dosis Unica.

Se realiz6 exéresis quirurgica del bazo y extracciones de sangre periférica a través del plexo retro-ocular

arazon de 200 pl por animal como fuente de células linfoides. Para la extraccion
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sanguinea se emplearon capilares de microhematocrito heparinizados y viales Eppendorf que contienen
10 u1 de EDTA dis6dico como anti-coagulante. Las extracciones se realizaron los dias -1, 1,2, 3,7y 14
del experimento, tomando como dia 0 la fecha de administracion del AcM respectivo.

2.2.3.2 Citometria de Flujo

Se realizo este analisis para verificar la eficiencia de los protocolos de deplecion de células T y seguir la
repoblacion linfoide en periferia. Se evalud la expresion de antigenos de diferenciacion leucocitaria
sobre la superficie de linfocitos a partir de sangre periférica y células de bazo por el método directo de
doble mareaje, el cual se describe a continuacion.

En viales independientes se aplicaron 50 pl de la muestra y se le adicion6 1 |il de AcM conjugados, anti-
CD4 Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) o Ficoeritrina (R-PE), anti-CD8 R- PE, anti-CD25 FITC y
sus combinaciones (PharMingen, San Diego, CA). Las muestras de sangre se incubaron 30 min en
camara oscura en bafio de hielo y seguidamente se aplicé 1 mL de Solucion Lisante de hematies durante
10 min a temperatura ambiente. El andlisis citofluorométrico se realiz6 con un Citdmetro de Flujo
FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA) y los datos fueron analizados con el programa de

computacion Lysys II software.

2.2.4. Modelo de Encefalitis Autoinmune Experimental

2.2.4.1 Animales

Se utilizaron ratones de la cepa salvaje C57BL/6 H-2" hembras entre 8 y 12 semanas de edad, obtenidos
del animalario del Instituto Weizmann de Ciencia, Rehovot, Israel. La reproduccion y mantenimiento de
los animales se realiz6 bajo condiciones convencionales (libre de gérmenes no especificos), recibiendo

una dieta regular y el agua sin antibioticos.
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2.2.4.2 Inmunégeno

El péptido 35-55 (p35-55) con la secuencia de aminodcidos MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK de la
Glicoproteina de Mielina/Oligodendrocito (MOG) se sintetizo en el Instituto Weizmann de Ciencia,
Rehovot, Israel [178]. La pureza del péptido fue mayor del 90%.

2.2.4.3 Estudios in vivo en el modelo murino de la EAE

Induccion de EAE: se inmunizaron los ratones por via se los dias 0 y 7 en dos sitios con 200 pug del
péptido del MOG emulsionado en Adyuvante Completo de Freund (CFA; Difeo) suplementado con el
Mycobacterium tuberculosis H37 RA inactivado por calor (500 pg por ratén; Difeo) en un volumen
total del 100 pL. Estos recibieron ademés 200 ng de la toxina del bacilo Bordetella pertussis (List
Biological, Campbell, California, USA) en 200 uL de PBS en la vena de la cola inmediatamente tras la
inmunizacion y 72 h después [49],

Para inducir la deplecion transitoria de células T células CD4+, CD8+ y CD25+ los animales recibieron
una dosis de Img de AcM en 0.2ml en la vena de la cola. Los controles recibieron IgG normal de rata o
Solucioén Salina al 0.9%.

Evaluacion clinica de la EAE: los ratones fueron examinados diariamente y la expresion clinica de la
enfermedad se estratifico en una escala de 0-5 con las gradaciones de 0.5 para valores intermedio. Los
signos clinicos puntearon segun los siguientes criterios: grado 0 = sin enfermedad, grado 1 = debilidad o
pardlisis de la cola, grado 2 = paraparesis de las extremidades posteriores o hemiparesis, grado 3 =
pardlisis de las extremidades posteriores o hemiparalisis, grado 4 = pardlisis completa (tetraplegia),
grado 5 = estado moribundo, o muerte.

2.2.4.4 Estudios in vitro

Respuesta de anticuerpos: Los anticuerpos anti-MOG fueron evaluados por ensayo de ELISA

sutilizando placas de microtitulacion con fondo plano (Maxisorb, Nunc, Denmark) segiin
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protocolo descrito previamente [52], Brevemente, las placas fueron recubiertas toda la noche

500ng / pozo del péptido 35-55 del MOG en buffer carbonato a 4°C y luego para el bloqueo se

utiliz6 leche descremada al 1% por lh a 37°C. EL reconocimiento de los anticuerpos se detecto
utilizando un anticuerpo de cabra anti-IgG de raton conjugado con Fosfatasa Alcalina (Jackson
ImmunoResearch, USA). Las placas fueron reveladas con el sustrato p-nitrofenilfosfato (Sigma,

Israel) y la absorbancia se midioé a 405 nm utilizando un lector de placas de ELISA.

Respuesta celular: La respuesta proliferativa anti-MOG se evalu6 in vitro utilizando células de

bazo no fraccionadas. Se tomaron los esplenocitos 56 dias después de la primera inoculacion y 3

x 10° células por pozo se incubaron como se describié previamente [49, 179] por cuadriplicado

en placas de fondo redondeado (Nunclon, Nunc, Denmark) por 72 h en presencia de diferentes
concentraciones del péptido del MOG p35-55 o Albumina de Suero Bovino. Posteriormente se le

afiadi6 a los cultivos la [ H]Timidina (0.5 pCi de 5 mCi/mmol; Amersham, England) durante las tltimas
18 h de incubacion. La Concanavalina A (Con A; Sigma) 1.25 [u/ml se utilizd como control positivo.
Seguidamente se cultivaron las células y se determinaron los conteos por minuto (cpm). Los resultados
se expresaron como Indice de Estimulacion calculado como la media de los cpm de los cultivos
incubados con Ag dividido por la media de las cpm de los cultivos incubados sin Ag.

Citocinas: La produccion de IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y se evalud en los sobrenadantes coleccionados a
las 72 h de cultivo por ELISA segun instrucciones del juego diagnostico comercial (Pharmingen, San
Diego, USA). Las muestras se analizaron utilizando el par apropiado de AcM de captura y deteccion y la
concentracion de las citocinas se determinaron en pg/ml en base a una curva de calibracion construida
utilizando cantidades conocidas de las correspondientes citocinas recombinantes (Pharmingen). Los

resultados se expresaron como un
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indice de la cantidad de la citocina producida por la estimulacion dividida por la cantidad producida en

ausencia del péptido 35-55 del MOG.

2.2.5. Estudios in vivo de la respuesta inmune en el modelo del EGF

2.2.5.1 Inmunogeno

Se utiliz6 el Facto de Crecimiento Epidérmico humano obtenido por tecnologia recombinante (EGF
hu/rec) (Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de La Habana, Cuba). El EGF murino
(Boehringer Mannheim GmbH, Alemania) se utilizo para evaluaciones in vitro.

2.2.5.2 Animales

Ratones BALB/c H-2¢ adultos (8 a 12 semanas), machos, de 20 + 2g de peso, procedentes del
CENPALAB y mantenidos en el bioterio del CIM con las condiciones de alimentacion y manipulacion
establecidas en los PNO segtn las Buenas Practicas de Trabajo con Animales de Experimentacion.
2.2.5.3 Induccion de tolerancia al EGF hu/rec

Para demostrar la capacidad inmunorreguladora de los AcM anti-CD4 y anti-CDS, se determin6 la
respuesta humoral contra un antigeno proteico, especificamente el EGF hu/rec, en animales tratados con
estos AcM. Se emplearon grupos de 5 ratones machos BALB/c adultos segiin los diferentes AcM en
evaluacion. Se administréo 200 p/dosis de cada AcM a una concentracion de 2.5 mg/ml, en tres dosis
consecutivas, por via iv (plexo retro-ocular o vena de la cola) la primera e ip las otras dos. El grupo
control fue tratado de igual forma, pero recibié Solucion Salina al 0.9%. Dos dias después de terminado
el tratamiento todos los grupos fueron inmunizados con 200 pl de EGF hu/rec, a una concentracion de

500 mg/ml, en dosis unica, por via ip. El dia 80 del
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experimento los animales recibieron un segundo reto con EGF hu/rec, a una concentracion de 50 mg/ml,
por igual via.

Se realizaron extracciones de sangre del plexo retro-ocular el dia 0 y los dias 10, 24, 38 y 48 posteriores
a la inmunizacién con EGF hu/rec, a razéon de 200 pl por animal. Ademas se extrajo sangre nuevamente
el dia 90 del experimento. A partir de la sangre se obtuvieron sueros, como se describe a continuacion.
Con capilares de microhematocrito heparinizados se extrajo la sangre hacia viales Eppendorf secos y se
mantuvo en reposo durante 1 ha 37 °C y luego 1 h a 4 °C, para lograr retraccion del coagulo. Luego se
centrifugd a 3000 r.p.m. (rotor Mikroliter, Hettich) durante 10 min a 20 °C. Se extrajo el suero y

conservo a -20 °C.

2.2.5.4 Estudio de la influencia de las depleciones de subpoblaciones linfoides sobre la respuesta de
anticuerpos contra el preparado vacunal que contiene el EGF hu/rec

Se analizo la influencia de la deplecion de células linfoides periféricas sobre la respuesta inmune
humoral antigeno-especifica en el mismo modelo animal. El disefio implic6 el uso combinado de los
agentes inmunosupresores con dos administraciones del preparado vacunal. Se ejecutaron dos esquemas
de experimentacion teniendo en cuenta el momento en que se realizd la terapia inmunosupresora
respecto a la vacunacion con el preparado vacunal de EGF hu/rec. En el esquema 1, la inmunosupresion
se efectud en el dia 0 del experimento y posteriormente se administraron dos dosis del preparado
vacunal. La primera dosis en Adyuvante Completo de Freund (ACF) en el dia 3 al 5 y la segunda en
Adyuvante Incompleto de Freund (AIF), 14 dias después. En el esquema 2 se administrd inicialmente
una primera dosis del inmundgeno en ACF seguida de la inmunosupresion 14 dias después. Por ultimo

se aplico una segunda dosis del preparado vacunal en el dia 3 al 5 posterior a la terapia supresora.
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Para cada esquema se utilizaron cuatro grupos de animales con cinco o mas animales por grupo. Tres
grupos recibieron los diferentes tratamientos basados en el agente inmunosupresor utilizado y el grupo
control recibié Solucion Salina. Los cuatro grupos de ambos esquemas recibieron la administracion de
dos dosis del preparado vacunal. Las terapias inmunosupresoras fueron suministradas por via iv y el
preparado vacunal por via se, realizandose extracciones de sangre los dias 0, 19, 33 y 47 del
experimento segun el siguiente disefio experimental.

Los AcM anti-CD4 y anti-CD8 se administraron a 0.5 mg/dosis. La CY se administr6 a la dosis de 250
mg/kg, todos en volumen final de 200 pl. EL preparado vacunal contenia 50 pg de EGF hu/rec por

dosis.

Esquema 1: Inmunosupresion + Vacuna + Vacuna

Inmunosupresion: U
Vacunas: J J
| Dias: 0 35 14 19 33 47 |

Esquema 2: Vacuna + Inmunosupresion + Vacuna

Inmunosupresion: U
Vacunas: ! RO = & 3 |
| Dias: 0 5 14 1719 33 47 |

2.2.6. Estudios in vitro de la respuesta inmune en el modelo del EGF

Titulacion de la respuesta de anticuerpos anti-EGF hu/rec: La presencia de anticuerpos se estudio
mediante técnicas de ELISA (Enzimed Linked Inmunosorbent Assay) disenadas para ello [62, 63]. Las
placas de ELISA de 96 pozos (Costar, High Binding, USA) se recubrieron con 50 pl/pozo de EGF
hu/rec (10 pg/ml), diluido en tampon de recubrimiento y se incubd durante toda la noche a 4°C 6
durante 1 h a 37 °C en cdmara hiimeda. Se lavo con 200 |al de solucién de tampdn fosfato-Tween

0.05%, se bloqued durante 1 h a 37°C con tampon fosfato-Tween-suero de
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temera 5% y se repitieron los lavados de la forma descrita. Se afiadiéo cada muestra de suero diluida en
tampon fosfato-Tween-suero de ternera 5% a razén de 50 pl/pozo, se incubd 1 h a 37 °C en camara
humeda y se repitio el lavado. Se adicionaron 50 pl/pozo del anticuerpo anti- inmunoglobulinas de raton
(IgG+1gM) conjugado con Fosfatasa Alcalina (Jackson) diluido en tampon fosfato-Tween-suero de
ternera 5% (1:5000), se incub6 durante 1 h a 37 °C en cdmara himeda y se lavo de igual modo. Se
afiadi6 el sustrato Para-nitrofenilfosfato (Sigma), disuelto en tampdon de Dietanolamina (1 mg/ml) (50
ul/pozo) y se incubd durante 20-30 min antes de leer a 405 nm en un lector de ELISA (Organon
Teknica).

La respuesta de anticuerpos séricos contra el EGF hu/rec fue titulada por diluciones seriadas de las
muestras. En cada ensayo se utilizaron controles positivos y negativos. Como control positivo se empleo
un suero de raton previamente inmunizado, con altos niveles de anticuerpos contra EGF, en dilucion
1/10000. Como control negativo se usé suero de animales no inmunizados y como blanco tampdon
fosfato-Tween-suero de ternera 5%, que fue el disolvente empleado en la preparacion de los sueros.
Todas las muestras, en las diluciones descritas, se evaluaron por duplicado en cada placa de ELISA. Se
tomo6 como valor positivo aquella lectura de densidad dptica mayor que la suma del valor promedio de
las muestras en el tiempo cero con tres desviaciones estandar. Se reporto el titulo correspondiente a la
mayor dilucion en que los sueros resultaron positivos.

Caracterizacion de las subclases de IgG: Para el estudio de las subclases de IgG de la respuesta anti-
EGF hu/rec se utiliz6 el método inmunoenzimatico anteriormente descrito pero se sustituy6 el anticuerpo
conjugado por los anticuerpos anti-IgGl, anti-IgG2a, anti-IgG2b y anti-IgG3, conjugados con Biotina, en
correspondencia con la subclase a identificar y se reveld con el sistema estreptavidina-FITC

(PharMingen).



Materiales y Métodos 45

Titulacion de la respuesta de anticuerpos anti-EGF murino: Para el estudio de la respuesta anti-
EGF murino, se utilizé el mismo método enzimatico pero se recubrié con EGF murino (lpg/ml) diluido

en tampon de recubrimiento.

2.2.7. Manipulacion terapéutica inductora de linfopenia transitoria in vivo en modelos tumorales
murinos

2.2.7.1 Animales

Ratones BALB/c y BALB xid fueron reproducidos y mantenidos bajo condiciones convencionales
(libres de patdgenos no especificos) en el bioterio del CIM vy se utilizaron en grupos concordantes en
sexo y edad.

Los parentales de la cepa BALB xid fueron gentilmente cedidos por la Dra. Paola Minoprio de la
Unidad de Parasitologia Experimental del Instituto Pasteur, Paris, Francia. Durante la experimentacion
los animales se mantuvieron bajo condiciones convencionales, recibiendo una dieta estdndar de
alimentacion y agua sin antibioticos. La manipulacion se realizé segiin las Buenas Practicas de Trabajo
con Animales de Experimentacion establecidas en los PNO del CIM.

Los parentales de la cepa BALB/c, asi como los animales para la experimentacion con sujetos adultos
de la misma cepa (8 a 12 semanas de edad) y peso de 20 + 2g fueron procedentes del CENPALAB. Para
la obtencion de animales neonatos para la experimentacion, ratones adultos de ambos sexos fueron
pareados sincronizadamente en el bioterio del CIM y los grupos experimentales se establecieron segiin
el momento de nacimiento.

2.2.7.2 Tumor Ascitico de Ehrlich

El Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) es un carcinoma de origen mamario de la cepa de raton BALB/c

[180], Esta linea tumoral se mantuvo por pase in vivo a través de trasplantes seriados en
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ratones singénicos y en este estudio se emplearon las células generadas hasta en el quinto trasplante. Se
realizé la extraccion de ascitis (segin método descrito con anterioridad) y se ajustd la concentracion de
células por tincion con Tripan Azul. El modelo tumoral consistio en la administracion a ratones BALB/c
neonatos de 5 x 10* células del TAE en 50pl de PBS y en ratones BALB/c adultos se administraron con
2x10° células de TAE en 200ul de PBS; en ambos casos la inoculacion se realizé en la porcion dorsal
caudal por via se. A estas dosis se logré un 100% de prendimiento con induccion de tumoracion solida
en el sitio de inoculacion.

2.2.7.3 Inmunosupresion en el modelo del TAE

Neonatos: La inoculacion del TAE se realizo siempre dentro de las 72 h del nacimiento del animal y
simultdneamente se inici6 la administracion de la Ciclosporina A (Sandoz) a la dosis de 10mg/kg de peso
de animal, disuelta en 50 pl de Aceite de Oliva (Sigma) por via ip. Similar dosis de CsA se administro
por 7 dias y el grupo control solo recibid el Aceite de Oliva. Cada grupo constdé de al menos 15
animales.

Adultos: Se evalud el efecto de la inmunosupresion con AcM combinados o no con la CsA. Los
animales se inocularon el dia 0 del estudio con el TAE y al cuarto dia comenzo el tratamiento. Los
grupos de animales se establecieron segun tratamiento y constaron de 10 6 mas animales cada uno. Los
animales recibieron tres dosis consecutivas de AcM anti-CD4 y anti-CD8 (200 pl/dosis), con una dosis
diaria de 0.5 mg por via iv (plexo retro-ocular) la primera, e ip las otras dos. El grupo control se trato de
igual forma, pero recibi6é Solucion Salina al 0.9%.

A continuacion del ciclo con AcM, cada grupo se subdividid para continuar tratamiento con
Ciclosporina A (Sandoz) disuelta en Aceite de Oliva (Sigma) o con el diluyente. La Ciclosporina A se
administrd a razoén de 10 mg/kg de peso, en dosis contenida en un volumen final de 200 pl. Se aplico

una dosis diaria durante 7 dias, por via ip.
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2.2.7.4 Monitoreo del crecimiento tumoral y la sobrevida

El didmetro tumoral se monitored en el tiempo. Los ratones que presentaban tumor palpable se
consideraron como positivos. El tamafio tumoral se midi6é en milimetros usando un pie de rey; se midiod
el diametro mayor del tumor (a) y el didmetro perpendicular a este (b) y el tamafio del tumor se reportd
como el producto a x b (mm?). La sobrevida fue objeto de seguimiento diario durante el curso del
experimento.

2.2.7.5 Anailisis histologico en el modelo del TAE

Se practico la necropsia en los animales a las dos semanas de concluido el tratamiento con CsA. Se
realizo estudio histolégico del tejido subcutaneo en el sitio del desafio con el TAE. Los fragmentos de
tejido se fijaron en una Solucion de Formalina al 10% e incluidos en bloques de parafina, posteriormente
fueron seccionados cada 5 mieras y tefiidos con hematoxilina y eosina. El andlisis histologico se realizd
a 100x y 200x de vision.

2.2.7.6 Carcinoma Pulmonar de Lewis

El Carcinoma Pulmonar de Lewis o 3LL es un tumor espontdneo aparecido en un raton C57BL y se
utiliza como modelo murino de tumor trasplantable. La variante DI22 es un clon poco inmunogénico y
altamente metastasico en ratones C57BL/6 singénicos. Estas células expresan bajos niveles del antigeno
H-2K" del MHC clase I [181].

2.2.7.7 Determinacion de la expresion del receptor de EGF en la linea celular 3LL-D122

La expresion del receptor de EGF se evalu6 en células tumorales 3LL-D122 mantenidas en cultivo. Se
tomaron Ix10° células y previo lavado con PBS se extrajo el ARN con Trizol (Gibco). Para la reaccion de
amplificacion en cadena de la polimerasa, con reverso transcripcion previa (RT-PCR) se utilizo lug total
de ARN de la linea celular y se procedio segun las condiciones recomendadas por el fabricante del juego

comercial Access RT-PCR (Promega).



Materiales y Métodos 48

Se utilizaron los siguientes juegos de oligonucleotidos especificos sintetizados en el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia de La Habana, Cuba. Para el receptor de EGF murino (directo 5'
ATG TGC AAA GGA ATT ACG ACC TTT, 264-288; reverso 3' GCA ACT GCT CGG ATG GCT
CTG TAA, 620-596). Las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa fueron las siguientes,
previamente se desnaturaliza el ADN complementario por espacio de 4 minutos a 95 °C, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 60 °C (hibridacion de los oligonucledtidos) y 1
minuto a 72 °C para la extension. El producto de este PCR es una banda de 332 pares de bases,
correspondientes al dominio extracelular de ese receptor.

Como control se utilizo el gen de la enzima Gliceraldehido 3 Fosfatodeshidrogenasa (GPDH) (directo
5'ATC TCT GCC CCC TCT GCT GAT 3'; reverso 5' AGT GTA GCC CAG GAT GCC CTT 3"). Para
este juego de oligonucleotidos se usaron las mismas condiciones que en el PCR anterior, con excepcion
de la temperatura de hibridacion de los oligonucledtidos que fue de 58 °C. El producto de este PCR es
una banda de 440 pares de bases. En la electroforesis se utilizd un marcador comercial de peso
molecular de 100 pares de bases (Biolabs).

2.2.7.8 Inmunoterapia combinada en el modelo del 3LL-D122

Inmunégeno: se utilizd un preparado vacunal que contiene 4pg 6 7ug equivalentes del Factor de
Crecimiento Epidérmico humano conjugado a la proteina P64k de la Neisseria meningitidis (EGF-P64k)
en los adyuvantes Montanide ISA 510 Alimina.

Evaluacion de la respuesta contra el EGF hu/rec contenido en el preparado vacunal EGF- P64k:
Grupos de al menos cinco ratones C57BL/6 se inyectaron por via im con el preparado vacunal EGF-
P64k (100 pl volumen final) y dos semanas después se re-inmunizaron por via im con una segunda dosis

de dicha vacuna. A un grupo de estos animales se les inoculo el tumor



Materiales y Métodos 49

singénico 3LL-D122 (2x10° células/animal) en la almohadilla plantar derecha 2 dias previos a la primera
inmunizacion.

Protocolo de terapia combinada antitumoral: Se inocularon los animales con el tumor 3LL- D122
(2x10° células/animal) en la almohadilla plantar derecha. La evolucion del tumor se evalué por
medicion de sus didmetros cada 3 dias y se practicod cirugia del tumor primario (amputacién) cuando
alcanzo los 8-9 mm de diametro. Dos dias posterior a la inoculacion del tumor se inocularon los ratones
por via im con el preparado vacunal EGF-P64k (100ul volumen final) y dos semanas después tratados
por via iv con una dosis de 50 mg/kg de CY, con Img de Anticuerpos Monoclonales (AcM) depletantes
anti-CD4, anti-CDS8 o anti-CD25 o con Solucion Salina al 0.9% que se utilizé como control. Tres dias
mas tarde, los ratones fueron re- inmunizados por via im con una segunda dosis de la vacuna de EGF-
P64k.

Respuesta anti-metastasica: Se inocularon ratones C57BL/6 con el tumor singénico 3LL-D122 (2x10°
células/animal) en la almohadilla plantar derecha. La evolucion del tumor se evalué por medicion de sus
didmetros cada 3 dias y se practicé cirugia del tumor primario (amputacion) cuando alcanzo los 8-9 mm
de diametro. Se evalud sistematicamente la sobrevida de los animales, que depende del desarrollo de
metastasis pulmonares espontaneas [181].

Esquema VIV antitumoral:

3LL-D122 3L1L-D122 Vacuna IS Vacuna Tumor Metastasis

Inoculacion | Crecimiento | 1™ dosis 2% dosis | Primario 0
Local @ 8-9mm th_l_'_e\'ida
+ $dddd $ U $ < : Fe

Dia 0 Cada 3 dias + 2 + 16 + 19 ~25a~29 + 21




Materiales y Métodos 50

Evaluacion de la respuesta de anticuerpos anti-EGF hu/rec: Los titulos individuales de respuesta de
anticuerpos IgG+IgM por cada grupo al dia 47 posterior a la primera inmunizacion se evaluaron por

ELISA siguiendo el procedimiento establecido [62, 63].

2.2.8. Analisis de los resultados y procesamiento estadistico

Los resultados cuantitativos se tabularon y procesaron utilizando métodos estadisticos descriptivos.
Todos los valores del indice clinico de la EAE se expresan como medias aritméticas + SEM, al igual que
las respuestas de anticuerpos, las respuestas proliferativas celulares y la produccion de IFN-y. Las
comparaciones se realizaron segun Prueba de ¢ de Student y el andlisis de varianza (ANOVA), asi como
comparaciones pareadas utilizando las pruebas de Tukey-B, Bonferroni y Duncan. Valores de p<0.05 se
consideraron que representaban una diferencia significativa.

En los experimentos de titulacion del suero por método de ELISA se calculd la media de los valores
obtenidos en los duplicados de cada muestra y se consideraron como titulos los valores superiores a la
media obtenida pre-inmunizacion (tiempo 0) mas tres desviaciones estandares. Se graficaron los
resultados expresados como media geométrica y la desviacion estandar utilizando el programa de
computacion GraphPad Prism™ Version 2.00. Las comparaciones de los titulos entre 3 6 mas grupos se
determiné por el método de ANOVA no paramétrico (Prueba de Kruskal- Wallis) y la comparacion
entre pares de grupos segun Prueba de Comparaciones Multiples de Dunn. La diferencia entre dos
grupos se evaluo segun la Prueba de Mann-Whitney. Para los andlisis estadisticos se utilizo el programa
de computacion GraphPad InStat® Version 3.05. Se consideré como significativo los valores de p<0.05.
Se determind la media y la desviacion estandar a todos los valores de tamafio tumoral y las

comparaciones se realizaron por el Prueba
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de ¢t de Student. Las figuras muestran la media del tamafio tumoral con las barras de error que
representan el SEM entre los animales que componen cada grupo. Las curvas de sobrevida se
construyeron por el método de Kaplan-Meier y se compararon las curvas de sobrevida con la Prueba de
Log-rank (la p<0.05 se consider6 como una diferencia significativa). Se grafican los resultados
representando el porcentaje de animales que sobreviven (ordenadas) en cada momento después del

trasplante del tumor (abscisas).
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Capitulo 1. Produccion y caracterizacion de los tratamientos inmunosupresores.

2.3.1.1 Produccion de formulaciones enriquecidas en Anticuerpos Monoclonales de rata depletantes
de subpoblaciones linfoides murinas.

A partir de las lineas comerciales de hibridomas de rata YTS 191.1.1.2, YTS 169.4.2.1 y PC 61 5.3
productoras de AcM anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD25 murino respectivamente, se produjeron
formulaciones terapéuticas para tratamiento in vivo. Estas lineas celulares fueron expandidas tanto in vivo
como en cultivo celular. En ratones atimicos NMRI, BALB/c y NOD se produjo liquido ascitico que
contenia los AcM respectivos. El prendimiento de los hibridomas se observé aproximadamente a los 10
dias de la inoculacion y la concentracion para la cual se obtuvo un mejor rendimiento por mililitro de
ascitis por animal fue de 2x10° células/ml. Para esta concentracién, aunque no se obtuvo el mejor
prendimiento, el volumen de ascitis producida fue el mas alto. Ademas, no se produjeron tumoraciones
s6lidas, las cuales se observaron en mas de un 20% de los animales cuando se administraron
concentraciones mayores del inoculo celular. La concentracion promedio de inmunoglobulinas de rata en

el liquido ascitico se encontrd en el rango 10 a 11 mg/ml.

En el proceso de purificacion del liquido ascitico, primeramente se eliminaron los lipidos por
precipitacion con solvente organico (Cloroformo), evitandose de esta forma la formacion de agregados y
la turbidez de la solucion. Después, y como principal método de purificacion, se empled la precipitacion
con el Sulfato de Amonio al 50% debido a que las inmunoglobulinas secretadas por estos hibridomas de
ratas presentan muy baja afinidad por las proteinas A y G, lo que impide su utilizacion. La precipitacion
con el Sulfato de Amonio elimind la mayor parte de la albimina y la transferrina, principales impurezas

del liquido ascitico, lograndose como promedio
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un 67 % de pureza para estos anticuerpos. El recobrado promedio se encontr6 en el rango del 80 al 83 %.
Una parte de las muestras precipitadas fueron ademas purificadas por cromatografia de intercambio idnico
en DEAE-Sepharosa, en busca de un mayor grado de pureza. Por este método el recobrado fue muy bajo,
alcanzando sélo un 35 % aproximadamente. Por SDS-PAGE se obtuvo una banda mayoritaria de
anticuerpo y ligeras trazas de contaminantes, lo que represent6d un 89 % de pureza como promedio, muy
similar a la pureza de la IgG comercial de rata (Jackson) que se us6 como patrén, con un 90 %.

Ademas, las lineas comerciales de hibridomas de rata YTS 191.1.1.2 y YTS 169.4.2.1 se expandieron in
vitro para obtener el sobrenadante de cultivo enriquecido en AcM. Como método de purificacion en este
caso, se empled también la precipitacion por Sulfato de Amonio al 50%, con niveles de recobrado del
40%.

2.3.1.2 Actividad biolégica in vitro e in vivo de los AcM

El éxito de la aplicacion de formulaciones enriquecidas de AcM en esquemas de tratamiento esta
condicionado a la demostracion de la preservacion de la actividad bioldgica de las moléculas durante el
proceso de produccion. Para la expansion in vivo de estos hibridomas se utiliza rutinariamente la rata
DAxLOU, no obstante en el presente trabajo se utilizaron otros modelos animales al no disponerse del
modelo de referencia, por lo que fue necesario demostrar que se mantenia la actividad biologica in vitro e
in vivo.

En la Figura 2-1 se resume el proceso de caracterizacion de la actividad bioldgica a la que fueron
sometidos los AcM depletantes de interés. Cada lote de AcM obtenido se caracterizo in vitro y su efecto
depletante in vivo se evalud de igual forma en las cepas animales BALB/c y C57BL/6. En la Figura 2-1A

se muestra, a través de la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), el



Resultados 54

reconocimiento por el AcM anti-CD4 de la subpoblacion linfoide correspondiente en células de bazo de
ratones adultos, observandose un patron de fluorescencia periférica que se manifiesta por un halo en la

superficie celular.

La capacidad depletante por fijacion del complemento sérico de este AcM se evaluo in vitro por la técnica
de Citotoxicidad Dependiente de Complemento (CDC). Se calculd el porciento de lisis celular por
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periféricos (sangre y bazo) (Figura 2-1C).
La actividad bioldgica in vivo de los AcM se demostrod segin protocolo de deplecion en animales adultos

a los que se les administré una dosis Unica de anticuerpo por via ip o iv en el rango entre 0.5 a 1 mg de
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recuperacion paulatina del niimero de

linfocitos durante los 14 dias siguientes, con aproximadamente el 40% de recuperacion. La especificidad

del tratamiento inmunosupresor se demostrd al no observarse modificacion del numero de linfocitos

CD8+ (Figura 2-ID).
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Similar evaluacion se realizé de las formulaciones obtenidas con los AcM anti-CDS8 y anti-CD25. En la
Figura 2-2A se muestra el reconocimiento de células de bazo del AcM anti-CD8 por técnica de IFIL. La
lisis celular inducida por le AcM anti-CD8 se evalu6 por CDC en células esplénicas. La capacidad
depletante de este AcM fue inferior al AcM anti-CD4, requiriendo mayores concentraciones de anticuerpo

para inducir la lisis del 15 % de las células blanco.

La actividad biologica in vivo se evalud tras administracion del AcM anti-CD8 tanto por via ip o iv,
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niveles de deplecion se mantuvieron en un 90 % tras deplecion transitoria con el AcM anti-CD25
aproximadamente. Se ObSGI‘Vé una recuperacién’ (se muestra la media de tres animales) evaluada
por FACS

paulatina del numero de linfocitos durante los 14 dias

de seguimiento, la cual fue mas evidente en el grupo tratado con el anti-CD4, con un 40% de recuperacion
(Figura 2-1D), comparado con solo un 20% en el grupo tratado con el anti-CD8 (Figura 2-2D). En este
ultimo grupo se observd ademas, que el tratamiento inmunosupresor no so6lo produjo una disminucion
intensa del numero de linfocitos CDS, sino que esto se acompafi® de un discreto aumento de la
subpoblacion CD4, de manera que el nimero total de linfocitos T se mantuvo aproximadamente igual.

En las Figura 2-ID, Figura 2-2D y Figura 2-3 se muestran, en graficos obtenidos por FACS, los porcientos

de las subpoblaciones de linfocitos T de 6rganos linfoides periféricos en ratones
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normales. Estos porcientos de linfocitos se reducen drasticamente en animales tratados con los anticuerpos
anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD25. El grado de deplecion alcanzado a las 24 h del tratamiento con anti-CD4
se muestra en la Figura 2-ID, donde persiste solo el 0.6 % de linfocitos T CD3+CD4+. La especificidad de
este anticuerpo en estos grupos se demuestra en la Figura 2-ID, donde los poreientos de linfocitos T
CD3+CD8+ se comportan de forma similar a los controles. En el caso de los grupos tratados con el AcM
anti-CD8 y anti-CD25, los niveles de deplecion y la especificidad fueron muy semejantes a los obtenidos
para los grupos tratados con anti-CD4 y seglin se ha descrito previamente [12, 177], como se muestra en la
Figura 2-2D y la Figura 2-3 para el caso del AcM anti-CD25.

Para evaluar in vivo el potencial inmunosupresor de estos AcMs se determind el nivel de supresion de la
respuesta de anticuerpos contra un antigeno proteico soluble administrado en dosis Unica por via
intraperitoneal. En ratones BALB/c adultos se administré6 un esquema inmunosupresor con anti-CD4 y
anti-CD8, por tres dias consecutivos, seguido de una inmunizacién con EGF hu/rec al quinto dia. En la
Figura 2-17 se muestran los titulos de anticuerpos séricos contra el EGF hu/rec. Los grupos tratados con
estos AcMs mostraron una marcada disminucion de la respuesta de anticuerpos con relacion al control. Un
segundo reto el dia 80 con EGF hu/rec en algunos de los animales provoco respuestas tres veces menores

en los grupos tratados que en los controles (no mostrado en la figura).
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2.3.1.3 Evaluacion de la capacidad depletante de subpoblaciones linfoides murinas de medicamentos

quimioterapéuticos.

Se evalué en las cepas animales murinas BALB/c y C57BL/6 la capacidad depletante in vivo de

subpoblaciones linfoides de la Ciclofosfamida (CY), medicamento
quimioterapéutico o citostatico. Diferentes dosis de la CY, incluidas
en el rango de uso terapéutico en pacientes se administraron
independientemente como dosis Unica por via iv o ip. Se evalu6 por
Citometria de Flujo su efecto depletante sobre células
mononucleares de sangre periférica. Bajo nuestras condiciones
experimentales, la dosis maxima tolerada para la CY fue de 300
mg/kg con la que se observo una disminucion en el conteo absoluto
de leucocitos y de linfocitos totales (Figura 2-4). Los valores mas
bajos (por debajo del 50% del valor inicial) se observaron en el
periodo comprendido entre los dias 2 y 7 del tratamiento. El punto
de méxima deplecion del nimero de leucocitos se obtuvo el dia 4,
con una disminucion del 85 % y del conteo de linfocitos totales el
dia 7, con una disminucion del 94 %. El conteo absoluto de las
linfoides

subpoblaciones CD4+, CD8+ y CD25+ disminuy6

marcadamente a partir del dia 2 del tratamiento con una deplecion

maxima superior al 90 % en el dia 7 (Figura 2-4), este efecto
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2.3.2. Capitulo 2. Evaluacion del efecto de tratamientos inmunosupresores sobre enfermedades
autoinmunes inducidas por inmunizacion.

2.3.2.1 La deplecion transitoria de células T CD4+CD25+y CD8+ incrementa la EAE inducida
por MOG en dependencia del esquema de tratamiento.

El antigeno MOG se ha
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$ .5l -
blanco relevante del ataque T ;n D
Fiirid : }
215 -;Ur[’ l 15 l
autoinmune en la Esclerosis s 10 J;A ng( A-L 1.0 rrl I 1U.
i 05 G/E‘\JJ D5 l‘ol
L. 004 “ iEidE 8- r T - 0.0 roooie + R e e
Miultiple y en su modelo 0 5 10 15 20 25 1] i 5 10 15 20 25 30
animal C — D 0 <G5
o 404 40+ T
. o
experimental. El papel de los € 351 antl-CD8 = 35 anti-CD25
: . Q 303 L [ l; 3.04
linfocitos T en la EAE 5;5 . i - J
U
. . - 2073 T LI‘ ) 2.04
inducida por el p35-55 en % [ Th]
o 157 w [ [ 1.5
L] o |4
ratones C57BL/6 estd bien g y'.’f | ‘ . _
= 057 _/,E 4 0.5
documentado [49, 182], sin 00 e (L'} SUCRRN T ooue ml—
o 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
embargo’ el papel de los Dias tras la primera inmunizacion Dias tras la primera inmunizacion
mecanismos

Figura 2-5. Induccién de EAE segiin protocolo convencional combinado con deplecién

inmunorregulatorios esta

transitoria de subpoblaciones de células T. Se administré por via iv una dosis de 1 mg de

fini remente Células . =
de dO pOb ement AcM depletante o IgG control basado en 2 esquemas diferentes: 24 h antes de primera
inmunizacion (simbolos vacios) o 24 h antes de la segunda inmunizacion (simbolos llenos)
T regulatorias CD8+ han sido

Se representa la media y el SEM. Los valores de significacion estadistica se representan en el

extremo superior derecho

involucradas en el control de la
respuesta autoinmune para otros antigenos blanco en la EAE [45], pero no para el p35-55.
Adicionalmente, las células T CD4+CD25+ han sido implicadas en la regulacion de la respuesta

inmune en otros modelos animales de enfermedades autoinmunes [86],
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Por esta razon, se evaluo

inicialmente el efecto de la

deplecion transitoria de
diferentes

subpoblaciones celulares T en
diferentes momentos durante la
fase de induccion de la respuesta
inmune anti- p35-55. AcM
depletantes han sido extensamente
caracterizados

previamente [12, 177].

Una dosis consistente en

la inyeccion intravenosa de 1mg de

AcM depletd mas del 95% de la

poblacidoncorrespondiente en

sangre periférica y el (IW) bazo
dentro de 72 h después de la
administracion y posteriormente
comenzaron a

recupcerarse

paulatinamente.
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[ Esquema Tratamiento Incidencia de fa Dia del debut Pico del Indice Clinico” |
Enfermedad (%) (Mecta + SEM) (Media + SEM) Maximo
Confrol Lk} 1840743 118078 2
anti-COd ] . [ ]
Y | anti-cD8 00 1700100 7622010 ]
anti-.CD25 100 17.3320.33 212021 3
anti-CD4 00 2200404 Tz 028 5
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Tabla 2-1. Comparacién entre los esquemas combinados de inmunizacién y deplecién
transitoria de células T en la induccién de EAE. , A) Expresion clinica de la enfermedad,
B) Aniilisis entre grupos individuales (se muestra el valor de significacion estadistica).
Para la induccion de la EAE se inmunizaron los animales por via subcutinea dos veces con
200 pg del péptido p35-55 del MOG emulsificado en Adyuvante Completo de Freund
suplementado con 500 pg de Mycobacterium tuberculosis H37 RA inactivado por calor y
siguiendo el protocolo estandar, 200 ng de la toxina del bacilo Bordetella pertussis se inoculé
inmediatamente después de la primera inmunizacion y 72 horas més tarde. Se administro por
via intravenosa una dosis de 1 mg de AcM depletante o 1gG control basado en dos esquemas
diferentes: 24 horas antes de la primera inmunizacion (IVV) é 24 horas antes de la segunda
inmunizacion (VIV). (#) La significacion estadistica se calculé mediante la prueba de ¢ de
Student (ns, no significativo), (*) La incidencia de la EAE igual a cero en el grupo tratado con

el AcM anti-CD4 segiin esquema IVV.
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Los animales fueron inmunizados dos veces con MOG 35-55 para la induccion de la EAE y siguiendo el
protocolo estandar, la TP se administré inmediatamente después de la primera inmunizacion y 72 h mas
tarde. Se administrd por via iv una dosis de 1 mg de AcM depletante o IgG control basado en 2 esquemas
diferentes: 24 h antes de primera inmunizacidon (simbolos vacios en la Figura 2-5) o 24 h antes de la
segunda inmunizacion (simbolos llenos en la Figura 2-5).

Se observo que las células T CD4+CD25+ y CD8+ estan involucradas en la regulacion periférica de la
respuesta inmune contra el MOG y la deplecion transitoria de ambas subpoblaciones celulares T
incrementaron la expresion clinica de la EAE inducida. Sin embargo, dos factores independientes
influyeron en la evolucién clinica de la EAE, por un lado el tipo de subpoblacion celular T y por otro, el
momento de la deplecion de las células T (Tabla 2-1).

Células T CD4+: el tratamiento con AcM anti-CD4 antes de la primera inmunizacion completamente
abrogo6 la induccion de EAE y los animales persistieron libres de la enfermedad. Sin embargo, el mismo
tratamiento 24 h antes de la segunda inmunizaciéon no modifica substancialmente el curso clinico normal
para esta enfermedad, induciendo una ligera reduccion en el indice clinico pero no significativamente
diferente comparado con el grupo control. La diferencia entre estos esquemas resulto significativa para el
tratamiento con el anti-CD4 (p<0.01) (Figura 2-5)

Células T CD8+: el tratamiento con AcM anti-CDS8 tanto antes de la primera o la segunda inmunizacion
reforzod la induccion de EAE sin una diferencia significativa entre ambos esquemas (p = 0.06) (Figura 2-
5). El indice clinico de la EAE para ambos grupos tratados con AcM anti- CD8 resultaron

significativamente superiores comparados con el grupo control (p < 0.001).
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Células T CD25+: el tratamiento con AcM anti- CD25 antes
de la primera o segunda inmunizacion reforz6 la induccion de
EAE (p < 0.001) comparado con el grupo control. Sin
embargo, la deplecion de células T CD25+ antes de la segunda
inmunizacion indujo un mayor impacto en la expresion clinica
de la enfermedad. Estos animales desarrollaron una
enfermedad clinica mas intensa comparados con los que fueron
depletados de células CD25+ antes de la primera inmunizacion
(p<0.05) (Figura 2-5).

El andlisis entre los grupos tratados antes de la primera
inmunizacién muestra que no existe diferencia estadistica en la
induccion de EAE entre los animales tratados con los AcM
anti-CD8 y anti-CD25.

Ademas, la deplecion de células T CD25+ antes de la primera
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PT, B) Dos dosis de AcM, sbélo el grupo control
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inmunizacion indujo un incremento de la EAE similar a ambos esquemas de deplecion empleados con el

AcM anti-CD8, sin embargo la expresion clinica inducida por el tratamiento con el AcM anti-CD25 antes

de la segunda inmunizacion fue significativamente superior a cualquier otro tratamiento (p<0.05 vs. el

anti-CD8 antes de la segunda inmunizacion y p<0.001 vs. cualquiera de los otros tratamientos).

2.3.2.2 Dependencia de la dosis en la deplecion de células T CD4+CD25+ y CD8+ en el incremento
de la EAE inducida por MOG Yy su superioridad al efecto de la toxina del bacilo Bordetella

pertussis.
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Basado en los resultados anteriores, se evalué comparativamente la contribucion de la deplecion de
células T y el efecto adyuvante de la toxina del bacilo Bordetella pertussis (TP) al facilitar la induccion de
EAE por el MOG [183]. Al considerar que los mejores resultados se obtuvieron por la administracion de
los AcM depletantes antes de la segunda inmunizacion, se inmunizaron los animales dos veces con el
p35-55 pero no recibieron TP. La Figura 2-6 muestras que aun sin la administracion TP se indujo la EAE
en los animales depletados con una dosis de 1 mg de los AcM anti-CD8 y anti-CD25. El pico de la
expresion clinica de la enfermedad con estos tratamientos fue similar al protocolo regular que contiene TP
pero los animales desarrollaron una enfermedad menos intensa y se recuperaron mas rapidamente del
primer brote de la enfermedad. Seguidamente se evalud la dependencia de dosis de este efecto y basado
en el mismo protocolo de induccion de la enfermedad, diferentes grupos de animales fueron tratados con
dos dosis de 1 mg de los AcM depletantes, 24 h y 1 h antes de la segunda inmunizacion; el grupo control
recibio 200 ng de TP inmediatamente después de la primera inmunizacion y 72 h mads tarde.
Interesantemente, como se muestra en Figura 2-6, se encontrd una dependencia de dosis del efecto clinico
y un incremento de la dosis de AcM anti-CD8+ y anti-CD25+ empeoran la expresion clinica de la
enfermedad. Estos tratamientos indujeron una enfermedad mds grave comparado con el protocolo
estandar donde se utiliza la TP y sobre el dia 30 en los animales aun persistia un elevado indice clinico de

la enfermedad (p<0.05).

2.3.2.4 La deplecion de células T CD4+CD25+ induce un incremento de larga duracion en la
respuesta de células T anti-MOG.

La frecuencia de células T anti-MOG aumenta en el bazo y el SNC de animales inmunizados y este
incremento se correlaciona con la expresion clinica de la enfermedad [49]. Sin embargo, cuando se

estabilizan los signos clinicos de la enfermedad, 5 a 6 semanas después de la
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inmunizacion, la frecuencia de estas células comienza a disminuir

tanto en el bazo como en el SNC. Por esa razon, se estudio la

IE
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proliferacion especifica celular T para relacionar esta variable con

la expresion clinica de la EAE observada en los animales tratados o )
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A Tratamiento
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Mycobacterium tuberculosis y que recibieron dos dosis de 1 mg B Trataulbelith

con los AcM depletantes. En el dia 56 se extrajeron los bazos de
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animales inmunizados los dias 0 y 7 con 200 pg del péptido del

MOG emulsionado en ACF que contiene 500 (ag del

o tataiai,

de AcM depletantes administrados iv 24 h y 1 h antes de 1a gigura 2-7. Respuesta profiferativa de células de
segunda inmunizacion, solo el grupo control recibié 200 ng de la e s R W
p<0.05)

TP inmediatamente después de la primera inmunizacién y 72 h

mas tarde. Se cultivaron las células del bazo en medio solo o se estimularon con p35-55. ElI PPD se utilizo
como control. Sorprendentemente, como se muestra en la Figura 2-7, se encontr6 que en el grupo tratado
con AcM anti-CD25 persistia, a las 8 semanas de la induccion de la enfermedad, una elevada respuesta
proliferativa contra el péptido encefalitogénico. La proliferacion contra el antigeno MOG fue superior
comparado con el resto de los grupos (p<0.05), aunque la diferencia no fue significativa respecto al grupo

tratado con el AcM anti-CDS8 (p > 0.05). Sin embargo, la respuesta proliferativa anti-PPD fue similar entre

todos los animales inmunizados Figura 2-7B.

2.3.2.5 El tratamiento con el AcM anti-CD25 induce el incremento de la produccion de IFN-y por
los linfocitos T en respuesta al MOG.
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En la EAE inducida por MOG es -caracteristica la
inflamacion y la desmielinizacion. La inmunizacion con el

p35-55 estimula en el bazo principalmente las células del tipo
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Thl y citocinas de tipo Thl [182]; asi, el IFN-y juega un

Naive Control anli-CD4 anti-CDB anti-CD25

Tratamiento

importante papel en la EAE inducida por MOG. La TP se ha

. : Figura 2-8. Produccion de TFN- espuesta s
descrito como la responsable del desencadenamiento de este & #8 Produccion de IEN-y en respuesta al

MOG (* significacién estadistica p < 0.001).
tipo de respuesta celular durante la fase de induccion de la
EAE [184], Las c¢lulas de tipo Thl productoras de IFN-y aumentan tanto en el bazo como en el SNC
durante el pico de la enfermedad clinica aunque su frecuencia en el bazo disminuye subsecuentemente,
probablemente debido a un cambio del fenotipo Thl a un fenotipo Th2 [185], Este cambio puede
contribuir a la resoluciéon de los signos clinicos en esta enfermedad autoinmune; no obstante los
mecanismos inmunorregulatorios que gobiernan la cinética de este proceso no estan bien caracterizados.
La produccion de las citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y se evalu6 por ELISA en los sobrenadantes
colectados a las 72 h de cultivo de células no fraccionadas de bazo incubadas con el péptido del MOG.
Los animales habian sido inmunizados los dias 0 y 7 con 200 pg que el péptido del MOG emulsionado en
ACF que contiene 500 |ag del Mycobacterium tuberculosis y recibieron dos dosis de 1 mg de AcM
depletantes por via iv 24 h y 1 h antes de la segunda inmunizacion; s6lo el grupo control recibié 200 ng de
TP inmediatamente después de la primera inmunizacion y 72 h mas tarde. El experimento se realiz6 al dia
56 después de la primera inmunizacion.

Se observd que la produccion de IFN-y en el grupo tratado con el AcM anti-CD25 se encontraba

significativamente aumentada (p<0.001) comparado con el resto de los grupos Figura 2-8. Es de
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notar que esta diferencia se demostré 8 semanas después de la primera inmunizacion y demuestra la
persistencia en ese momento de esa citocina pro-inflamatoria asociada al fenotipo Thl, similar al descrito

caracteristicamente en el pico de la enfermedad [182],

2.3.2.6 El tratamiento con el AcM anti-CD25 induce el incremento de la respuesta de anticuerpos
anti-MOG.

Autoanticuerpos naturales anti-MOG estdn presentes en sujetos

normales [52], no obstante la severidad clinica y Ia 1,25
E 1.00
e oge . ., 3 . . W
desmielinizacion en la EAE inducida por MOG se asocia g g5
o
Q p.s0- A=
consistentemente con el aumento de los anticuerpos MOG- .- s |
ool 1 N\ 77

especificos en suero [50, 51]. Este hallazgo junto con la R B E e
Tratamiento

contribucion de las citocinas en la patogenia de esta enfermedad R —— . -
autoinmune puede ser el reflejo de una compleja MOG (* significacién estadistica p<0.05).
interaccion entre mecanismos efectores y regulatorios en una relacion armonica.

Se evalu6 la contribucion de las células T CD4+, CD8+ y CD25+ en la respuesta de anticuerpos anti-
MOG vy su asociacion con el incremento de la EAE observada después de la deplecion transitoria de estas
subpoblaciones de células T. Los ratones C57BL/6 fueron inmunizados los dias 0 y 7 con 200 pg del
péptido del MOG emulsionado en CFA que contiene 500 pg del Mycobacterium tuberculosis y recibieron
dos dosis de 1 mg de los AcM depletantes inyectados por via iv 24 h y 1 h antes de la segunda
inmunizacion; solo el grupo control recibié 200 ng de TP inmediatamente después de la primera
inmunizacién y 72 h mas tarde.

Se observd un aumento significativo de la respuesta de anticuerpos IgG anti-MOG en los animales

depletados transitoriamente de células T CD25+ en comparacion con los otros grupos
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de tratamiento (p<0.05), persistiendo por mas de 8 semanas después de la primera inmunizacion

(Figura 2-9).
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2.3.3. Capitulo 3. Evaluacion del efecto de tratamientos inductores de linfopenia transitoria sobre
la evolucion de tumores en ausencia de manipulacion antigénica.

2.3.3.1 Actividad antitumoral contra el TAE tras la administracion neonatal de Ciclosporina A.

El TAE es una linea celular altamente proliferativa, muy tumorigénica en receptores singénicos tras la

inoculacion se, incluso a dosis minimas. El umbral del inoculum empleado en estos experimentos fue

suficiente para inducir tumores en el 100% de los animales y provocar un crecimiento rapidamente

progresivo del tumor, resultando letal en un tiempo corto.
Ratones BALB/c recién nacidos inoculados por via se con 5
x 10* células del TAE desarrollaron tumores sélidos que no
remiten espontaneamente, histologicamente caracterizados
por una masa hipodérmica de células que crecen en el sitio de
la inyeccion y no muestra infiltracion de células
mononucleares ni signos de necrosis.

Cuando se administré Ciclosporina A (CsA) diariamente a
ratones antes de las 72 h de nacidos y trasplantados con las
cé¢lulas del TAE, las biopsias tumorales mostraron una
pérdida de la arquitectura caracteristica, con una intensa
infiltracién de células mononucleares rodeadas por el tejido
conjuntivo hipodérmico y areas de necrosis con ocasionales

c¢lulas tumorales viables (Figura 2-10).

Figura 2-10. Respuesta histolégica al TAE en

ratones BALB/c neonatos. Estudio histolégico con
tinsion de hematoxilina y eosina (vista 100x). A)

Control, B) CsA
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a pesar del nimero de células tumorales
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Figura 2-11. El tratamiento con CsA mejora la sobrevida de ratones
controles que murieron a los 19 + 1 dias

BALB/c neonatos portadores del TAE. Existe diferencia significativa
(p<0.05). Este efecto se asocid con el momento entre los grupos tratados segiin prueba de Log-rank (p < 0.01)

del inicio del tratamiento con CsA ya que los efectos mas significativos fueron obtenidos cuando la

administracion de la CsA empezo antes del dia 4 de vida (Figura 2-11).

2.3.3.2 Efecto de inmunosupresion en la inmunidad antitumoral en la adultez.

Enfermedades autoinmunes inducidas por inmunosupresion solo se han logrado desencadenar de forma

muy particular en sujetos adultos con SI intacto ,  4oo;
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a la administracion de CsA [12,19], Para evaluar el
Figura 2-12, El tratamiento con CsA no modifica el crecimiento tumoral

efecto de la inmunosupresion sobre el tumor trasplantado

en ratones BALB/c adultos inoculados con el TAE.

en la adultez, se inocularon por via se con 2 x 10°
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células de TAE grupos de ratones BALB/c
de 8 a 12 semanas de edad.

Los animales recibieron  diferentes
combinaciones de tratamiento con AcM
anti-CD4, anti-CDS8 y CsA. La eficacia de
la deplecion celular se confirm6é por
citometria de flujo. El efecto de la CsA
sobre el crecimiento tumoral y la
supervivencia fue monitoreado. Se observo
un 100% de prendimiento tumoral. El

tratamiento  individual con CsA no

modifico la tasa de crecimiento

tumoral comparada con el grupo control
(Figura 2-12). Sin embargo, el tratamiento

combinado con el AcM anti-CD4 y la CsA
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Figura 2-13. Respuesta antitumoral en ratones BALB/c adultos
inoculados con el TAE y tratados con CsA y/o un AcM depletante anti-
CD4. A) Crecimiento tumoral (* p<0.05), B) No existe diferencia
significativa entre la sobrevida de los grupos tratados segin prueba de

Log-rank (p > 0.05)

indujo la inhibicién de crecimiento de tumor hasta el dia 21 después de la inoculacion del tumor. En este

momento, los tumores de los animales tratados con el AcM anti-CD4 conjuntamente con la CsA crecieron

aproximadamente 44% menos que en el grupo control (Figura 2-13).

En los animales que recibieron el AcM anti-CD8 en combinacion con la CsA el periodo de latencia se

prolong¢ discretamente. El crecimiento tumoral se inhibi6 hasta dia 21 después de la inoculacion del tumor en

los grupos de animales tratados tanto con el AcM anti-CD8 solo o con
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el AcM anti-CD8 en combinacion con la

CsA, obteniendo una inhibicidbn de

crecimiento de tumor de aproximadamente

50% respeto al grupo control (Figura 2-14).

2.3.3.3 Efecto de células B-1 sobre la
inmunidad antitumoral inducida
por inmunosupresion.

Para evaluar si el efecto antitumoral
observado era el resultado no so6lo del efecto
de la CsA sobre las células T, sino también
dependiente de células B-1, las cuales han
sido asociadas

con la producciéon de

autoanticuerpos 'y el desarrollo de

autoinmunidad, el mismo

experimento se realizd en ratones singénicos

que expresan la mutacion de la inmunodeficiencia ligada al cromosoma X (xid). Este animal carece de la
enzima tirosina cinasa funcional de Bruton (Btk), un componente de la via de transduccion de sefiales del
receptor de células B y son deficientes en el desarrollo de células B-1[20]. Estos ratones deficientes de

células B constituyen un modelo establecido para la evaluacion del desarrollo tumoral temprano asi como
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Figura 2-14. Respuesta antitumoral en ratones BALB/c adultos

inoculados con el TAE y tratados con CsA y/o un AcM depletante anti-
CD8. A) Crecimiento tumoral (* p<0.05), B) No existe diferencia

significativa entre la sobrevida de los grupos tratados segin prueba de

Log-rank (p > 0.05)

para el estudio de los mecanismos de actividad antitumoral de los anticuerpos naturales in vivo.

Ratones BALB xid recién nacidos fueron inoculados por via se con el TAE (5 x 10* células). En
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el 57.1% de estos animales los tumores progresaron

y uniformemente formaron tumores sélidos g  *°°3 * —o— Conitrol
= o 3307 —=— CsA
palpables a los 5 dias de la inoculacion, a diferencia £ £ 501 *
.
8 £ 200
e . £ 2 1503
de los ratones BALB/c recién nacidos donde el tumor & I '°°
'g © 1004
. , ., a 50
solido es palpable entre los dias 10 al 12. También es . - : —

t T T T T
0 810 11 12 13 14 15 16 17

. . . A Dias tras la inoculacién del tumor
notable que el tiempo de supervivencia de los ratones
. 100w )
BALB xid portadores de tumor se reduce a 15 £ 1 90 peaE
— 80 —a— CsA
=
<= 704
dia. S 60
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Se observo que siguiendo el mismo protocolo de g 54
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. A . 10
tratamiento con CsA el periodo de latencia tumoral 5 ' ‘ . Sl |
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B Dias tras la inoculacién del tumor

en los animales de tratados con CsA fue de

Figura 2-15, Respuesta antitumoral en ratones BALB xid neonatos

8 dias comparado con el grupo control tratado con el

inoculados con ¢l TAE y tratados con CsA. A) Crecimiento tumoral (*

Vehiculo- El tratamiento con CsA en ratones BALB p<0.05), B) Existe diferencia significativa entre la sobrevida de los grupos
. . . . . » - tratados segin prueba de Log-rank (p <0.01)

xid recién nacidos indujo la inhibicion del

crecimiento tumoral desde el dia 14 después de la inoculacién del TAE y esto se asocid con un

incremento del 37% de la sobrevida comparado con los controles (Figura 2-15).

El estudio histologico de los tumores dos semanas después de concluir el tratamiento con la CsA mostrd

areas extensas de necrosis con areas centrales que incluyen células tumorales viables y un infiltrado

inflamatorio difuso a predominio de células polimorfonucleares con linfocitos y
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macrofago dispersos (Figura 2-16).

Figura 2-16. Respuesta histologica al TAE en

ratones BALB xid. A) Control, B) CsA
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2.3.4. Capitulo 4. Evaluacion del efecto de tratamientos inmunosupresores sobre la respuesta a

una vacuna de cancer basada en el EGF

2.3.4.1 La inmunosupresion transitoria con Anticuerpos Monoclonales anti-CD4 y anti- CD8
incrementa la respuesta de anticuerpos contra el EGF y es un efecto dependiente del

esquema de tratamiento.

La capacidad inmunosupresora de diferentes AcM dirigidas sobre moléculas expresadas en linfocitos T

ha sido demostrada en diferentes modelos animales. El tratamiento con AcM anti- CD4 constituye un

método eficaz para la induccién de tolerancia frente a antigenos autdlogos y heterologos. Para

demostrar la capacidad inmunosupresora de AcM anti-CD4 y anti-CDS8

experimental, se determino la respuesta humoral
contra el antigeno proteico EGF hu/rec, en
animales tratados simultineamente con estos
AcM depletantes. Se emplearon 15 ratones
machos BALB/c adultos, los cuales se dividieron
en tres grupos de 5 animales cada uno. Dos
grupos independientes recibieron tres dosis de
0.5 mg de los AcM anti-CD4 y anti-CDS§
respectivamente por via iv la primera e ip las

otras dos. El grupo control fue tratado de igual

en nuestro modelo

2.0=10™ & Evaluacion
1

g = 10 dia
‘3 1.5x10"™ 24 dia
b EZZ3 48 dia:
T toxi0%)
el o
o e
= | "
a8 5.0x10%4 ..

- W 77 wm vz

Tratamiento

Figura 2-17. Reduccién de la respuesta de anticuerpos especificos

consecuente al tratamiento prolongado con AcM depletantes previo a la

inmunizacién con el EGF hu/rec. La diferencia en la respuesta entre
grupos se evalud utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Existe
diferencia significativa en todos los tiempos al comparar los grupos

tratados con los AcM vs, la Salina (p<0.05)

forma, pero recibi6 Solucion Salina al 0.9%. Dos dias después de terminado este tratamiento, todos los

animales recibieron 500pg de EGF hu/rec en dosis tnica, por via ip. El dia
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80 del experimento los animales recibieron un segundo reto con EGF hu/rec en similares condiciones.

Como era esperado, la respuesta contra el EGF 2510, *
g 20x10% ,f
hu/rec se abrogd en los grupos que fueron 3 ~
W
. . § 10010 .
tratados previamente con los AcM anti-CD4 y 3
E 50x10* 7
anti-CD8 (Figura 2-17). Esta falta de respuesta i mp Ty ey e
(1) (2)
inmune fue persistente considerando que no se 7 ——
. ] Figura 2-18. La inmunosupresidn transitoria con AcM anti-CD4 v anti-
observo recuperacion de los titulos de anticuerpos
CD8 incrementa la respuesta de anticuerpos anti-EGF hu/rec y es un
especiﬁcos tras un efecto dependiente del esquema de tratamiento (* p<0.05).

segundo desafio con el mismo antigeno a los 80 dias de iniciado el experimento.

Posteriormente, en otra serie de experimentos se evaluaron dos aspectos; la contribucion de la forma
de administracion del antigeno, tanto la via y la presencia o no de adyuvantes, asi como la influencia
sobre la respuesta inmune del momento de administracion de la inmunosupresion. Con este interés se
compararon diferentes protocolos combinados en ratones BALB/c.

El antigeno EGF hu/rec se utiliz6 como un preparado vacunal en Adyuvante Completo de Freund
(ACF) por via se en dos dosis y la inmunosupresion se administré como dosis unica por via iv antes
del desafio antigénico (Figura 2-18, Esquema (1)), similar al experimento anterior, o previo a la
segunda inmunizacion cuando ya la respuesta inmune se encontraba en curso (Figura 2-18, Esquema
(2)). Se estudiaron muestras tomadas antes del tratamiento y en tres tiempos después de iniciado este.

Los resultados estan dados por los titulos de las mayores diluciones en que se
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encontro respuesta positiva para todos los tiempos y todos los grupos de tratamiento en ambos esquemas.

Al analizar la existencia y

evolucion en el tiempo de los

titulos de anticuerpos contra el

EGF hu/rec, los sueros de los

animales del grupo control,

incluidos en el primer esquema,

mostraron la presencia de

anticuerpos contra el EGF hu/rec

alcanzando titulos superiores a

1:20000 en el dia 33 ¢

incrementandose hasta niveles

cercanos a 1:150000 en el dia 47.

En los grupos tratados con

inmunosupresores, se observaron

titulos bajos de respuesta,

caracteristica que se
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Figura 2-19. Caracterizacién de la respuesta de anticuerpos segiin las diferentes
subclases de anticuerpos IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3) mediante técnicas de ELISA.
La columna de la izquierda corresponde al grupo de animales tratados segiin esquema

(1) y la columna de la derecha con el esquema (2). Se muestra la media de 5 animales

evaluados, la ds fue inferior al 10%.
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mantuvo hasta el dia 47, momento en que todos los titulos permanecieron por debajo de los obtenidos en
el grupo control. Llama la atencién que en el grupo tratado con anti-CD8 se alcanz6 el mayor titulo
(1:100000) entre los grupos que sufrieron deplecion aunque la diferencia no fue significativa respecto al
grupo control (Figura 2-18, Esquema (1)).

Adicionalmente se determind la presencia de diferentes subclases de IgG (IgGl, 1gG2a, IgG2b, 1gG3)
mediante técnicas de ELISA. Se usaron solo las muestras de suero tomadas a los 47 dias del inicio del
experimento, a dilucion del suero de 1:5000. Al analizar los sueros de los animales del esquema 1, se
observaron titulos de respuesta de anticuerpos contra EGF hu/rec pertenecientes a todas las subclases de
IgG estudiadas. No se encontraron diferencias significativas entre los valores de las cuatro subclases para
los diferentes grupos de tratamiento. Los mayores titulos de anticuerpos alcanzados pertenecen a la
subclase IgGl y los menores a la IgG2b. En el estudio de los animales del esquema 2, se obtuvieron
resultados similares que también demuestran la presencia de anticuerpos anti-EGF hu/rec de todas las
subclases de IgG analizadas, sin diferencias significativas entre los titulos alcanzados en los diferentes
grupos. Los titulos mas elevados correspondieron a la subclase IgGl y los de menor valor a la IgG3

(Figura 2-19).

2.3.4.2 La inmunosupresion transitoria con Anticuerpos Monoclonales anti-CD4 y anti- CD8
incrementa la respuesta de anticuerpos contra el Factor de Crecimiento Epidérmico
autologo.

Teniendo en cuenta la existencia de un 70 % de homologia estructural entre el EGF hu/rec y el EGF
murino, se decidid evaluar mediante técnicas de ELISA la respuesta contra el EGF murino obtenida
como resultado de la inmunizaciéon con EGF hu/rec en forma vacunal y la influencia sobre ésta de los

diferentes esquemas de inmunosupresion empleados. Se analizaron los sueros
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obtenidos de las muestras tomadas a los 47 dias de iniciado el experimento para cada uno de los grupos
de tratamiento.

En los resultados del estudio de las muestras de los animales del esquema (1) se demostro la existencia de
titulos de anticuerpos contra el EGF murino, en todos los grupos estudiados, pero sin diferencias

significativas entre ellos. Los titulos no

1.0x104
] *
sobrepasaron los valores de 1:5000 £ &1xi0% D
'-f v
{3 L V
. —  B.1%x10% . 7
(Figura 2-20, 8 ; '5: .
S 4.1%10% P
Esquema (1)) B 21x10% s / [
2 o Z *o! |2
1 1.0x10 k& -
En el estudio de los sueros del esquema anti-CD4 anti-CD8| CY  ant-CD4 anti-CD8
(1) (2)
2 de tratamiento, se obtuvo evidente Tratamiento

respuesta de anticuerpos contra la
Figura 2-20. La inmunosupresién transitoria con AcM anti-CD4 y anti-

molécula de EGF murino en todos los ] _
CD8 segiin el esquema (2) incrementa la respuesta de anticuerpos contra

grupos. Los titulos de anticuerpos el EGF autélogo (* significacién estadistica p<0.01 para el AcM anti-CD4
y p<0.05 para el AcM anti-CDS8).

alcanzaron valores

mayores de 1:8000. La mayor

respuesta fue obtenida en el grupo tratado con el anticuerpo monoclonal anti-CD4, aunque también

resultd significativa para el tratamiento con anti-CD8. Existen diferencias significativas entre los valores

de los titulos de respuesta obtenidos en estos grupos frente al grupo control (Figura 2-20, Esquema (2)).

2.3.4.3 El efecto de incremento de la respuesta de anticuerpos contra antigenos propios contenidos
en vacunas de cancer es dependiente de la dosis del tratamiento inmunosupresor.

La Ciclofosfamida (CY) es un agente quimioterapéutico que interfiere en el ciclo celular y en altas dosis

eliminar células de diferentes origenes y consecuentemente puede disminuir la
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respuesta inmune e inducir diferentes niveles de inmunosupresion en los individuos tratados con este
medicamento [173]. De igual forma, el pre-tratamiento con bajas dosis de CY se ha utilizado
sistematicamente con el interés de incrementar la respuesta inmune frente a diferentes tipos de vacunas
[175]. Sin embargo, basado en el resultado precedente” se evalud la influencia de la CY sobre la
respuesta inmune frente a

*

un preparado vacunal pero administrada

ax10® 1
50=10 ‘ |
. . . - 0 i = | ol

a diferentes dosis, posterior a la primera & 4o-10% ‘ - Evaluacién

S i :_‘. _— re-itto
. o ] . B 30x10%y [ 7 . 124 dias
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utilizando un protocolo combinado: se .
Tratamiento

inyectaron los ratones por via im con una

Figura 2-21. La inmunosupresion transitoria con Ciclofosfamida segin

n ntiene 4 Factor " . , _

vacupa que contiene |ag de Factor de esquema VIV aumenta de forma dosis dependiente la respuesta de
Crecimiento Epidérmico humano anticuerpos contra la Vacuna de Cincer EGF-P64k (* p<0.05).

conjugado a la proteina P64k (EGF-P64k) en Montanide ISA 51 y dos semanas despugs tratados por via
iv con diferentes dosis de CY a 50mg/kg, 100mg/kg, 200mg/kg y 300mg/kg. Tres dias mas tarde, los
ratones fueron re-inmunizados por via im con una segunda dosis de dicha vacuna. En la Figura 2-21 se
muestra que la inmunosupresion con CY incrementa la respuesta de anticuerpos IgG contra el antigeno
vacunal dependiendo de la dosis del agente quimioterapéutico, esta respuesta fue significativamente
mayor que la observada en los ratones tratados con la salina que se utilizdo como control. Se muestra la
media geométrica de los titulos de anticuerpos IgG por cada grupo pre-tratamiento y dos momentos

posteriores a la primera inmunizacion.

2.3.4.4 El esquema VIV potencia la respuesta inmune anti-EGF y correlaciona inversamente con la
respuesta anti-P64k en la Vacuna de Cancer EGF-P64k.
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Sorprendentemente se encontr6 que el efecto potenciador
de la respuesta inmune del esquema terapéutico VIV
contra la vacuna de cancer compuesta por el EGF hu/rec
conjugado quimicamente a la proteina transportadora
P64k, estd dirigido especificamente hacia ese antigeno, no
observandose potenciacion de la respuesta contra la P64k.

Tras el curso de una inmunizaciéon con este conjugado, la
respuesta contra la pro teina P64k es mayor que la
observada contra el EGF hu/rec (EGF vs. P64k, p =
0.0159). Sin embargo, bajo el esquema VIV utilizando

50mg/kg de CY por via iv, ocurre una inversiéon en la

Dilucién del Suero
o

Figura 2-22,

VIV a |Ia

correlaciona

80

* * %
T 1 1 ]
__ﬂ;_
=S
Salina Cy-50 Salina CY-5(
L ] L J
EGF P64k
Tratamiento
El efecto potenciador del esquema
respuesta inmune anti-EGF  se
inversamente con la respuesta anti-

P64k en la Vacuna de Cancer EGF-P6dk (* p <

0.001; **p<0.05)

respuesta contra los componentes de la vacuna, predominando ahora contra el EGF hu/rec (EGF vs. P64k,

p =0.0353), evaluado en muestras de suero a las 7 semanas de inoculado el tumor.

El titulo de anticuerpos contra el EGF hu/rec contenido en la vacuna de cancer EGF-P64k se incrementa

significativamente con la aplicacion del esquema VIV utilizando bajas dosis de Ciclofosfamida (p =

0.0079) e inversamente reduce la respuesta inmune contra el P64k (p = 0.0363) (Figura 2-22).
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2.3.5. Capitulo 5. Evaluacion del efecto de tratamientos inmunosupresores combinados con vacunas
de cancer basadas en antigenos propios sobre la evolucion de tumores.

Con el interés de evaluar la relevancia de mecanismos

1.0x10™
o ©0000
regulatorios periféricos limitando la respuesta contra el £ ;
2 1 Oiiﬂz‘-f ooooo
g 1
EGF y el bloqueo de los mismos como via para §
S 1.0x10%4
. . . . (=]
incrementar la respuesta antitumoral tanto sobre primarios
- - BALBIc C578L/6
como sus metastasis se evaluaron diferentes esquemas e
combinados de inmunizacion con la vacuna de cancer
Figura 2-23. Influencia de la cepa animal en la

EGF-P64k con Inmunosupresores- Estos estudios se respuesta inmune al EGF hu/rec. Existe diferencia

. . significativa en el titulo de anticuerpos IgG + IgM
realizaron basados en los resultados previos donde se e ok

(p < 0.05)
encontr6 que la combinacion VIV resultaba efectiva en el

incremento de la respuesta inmune.
Considerando que el modelo tumoral a utilizar es una linea singénica en ratones C57BL/6 y los

estudios precedentes con la vacuna de cancer EGF- P64k

1.0x10% _—
estaban fundamentalmente desarrollados en ratones £ g.qe
@
; X E 1.0x10%-
BALB/c, se compar¢ la respuesta de anticuerpos contra esta ¢
:g 1.0%10%- |
=
vacuna en estas dos cepas animales. 9 1.0%10
1.0x10%L E
, b Na Tumor 3LL-D122
Se observo que la respuesta de anticuerpos IgG + IgM en la
Grupos
cepa C57BL/6 resultd significativamente inferior a la
Figura 2-24. La respuesta inmune contra la vacuna
observada en animales BALB/c (p<005)’ mostrando la de ciancer EGF-P64k disminuye por la presencia de

contribucion del fondo genético del tumor en los sujetos inmunizados (* p<0.05).
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animal en la calidad de la respuesta inmune contra este

*
1.0x10% T I
antigeno (Figura 2-23). ) ) T
G 1.0%10% -
-
w
En diferentes modelos experimentales, asi como en & 10%19%
c
:g 1.0%10%
estudios clinicos ha sido revelada la contribucion de la E'-'_’ S
1.0%x10% 4
presencia tumoral como factor contribuyente 1.0x10%- B R e G

.y . Tratamiento
desmovilizador de la respuesta inmune, ya sea por la

liberacion de sustancias solubles por el tumor o incluso la Figura 2-25. EI tratamiento combinado con

Ny . . inmunosupresores en el curso de la inmunizacion
aparicion de tumores ha sido vinculada a errores "

con la vacuna de cédncer EGF-P64k recupera la

estructurales o fisioloégicos de componentes solubles o
respuesta de anticuerpos contra el EGF en los

celulares del SI [124], sujetos con tumores (* p<0.05).
Por tal motivo, se compard la respuesta inmune contra la

vacuna de EGF-P64k en ratones C57BL/6 portadores o no del Carcinoma Pulmonar de Lewis.

En estos experimentos se utilizo6 la variante altamente 100y

i Control

+— ant-CO25

-~
o

metastasica de dicho tumor (3LL-D122), que Iluego de

Sobrevida (%)
S

|

I
implantarse en la almohadilla plantar, crece y 5 y |
104 ‘
A i ™, L, . O e presepreeerenas e A g by
fundamentalmente hace diseminacion metastasica pulmonar 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Dias tras la Inoculacién del tumor primario

en un lapso de aproximadamente 3 semanas, luego de otros

Figura 2-26. Respuesta antimetastisica en ratones
25 a 29 dias que toma el tumor primario en alcanzar 8§ a 9 mm
CS57BL/6 tratados con el AcM depletante anti-

de didmetro, momento en que se practica la cirugia radical de €D25 dos dias antes de la inoculacién del tumor

L1 . oy rimario 3LL-D122, Existe diferencia significativa
este Gltimo. Esto brinda la posibilidad de evaluar el curso de " " "
entre la sobrevida de los grupos segiin prueba de
la respuesta contra la vacuna durante un lapso relativamente
Log-rank (p < 0.05).

largo (aproximadamente 50 dias) a
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diferencia de otros tumores primarios utilizados
rutinariamente, condiciéon que lo aproxima mas al escenario
clinico.

En sujetos portadores del tumor 3LL-D122 la respuesta de
anticuerpos IgG + IgM anti-EGF fue significativamente
inferior a la observada en animales sanos de igual cepa
(p<0.05), lo que evidencia la influencia de la presencia de un
tumor y sus metastasis que expresan el receptor de EGF, en la
respuesta inmune contra este antigeno (Figura 2-24). Resulta

interesante que la respuesta inmune contra la vacuna

1[1-1-’1
5 S

!
l

Figura 2-27. Expresiin del receptor de EGF en la
linea celular 3L1L-D122 por método de RT-PCR. 1-
Receptor de EGF, 2-G3PDH, 3-Patron de peso

molecular

transcurre solo inicialmente en presencia del tumor primario para luego continuar en presencia de las

células metastasicas circulantes.

Basado en los resultados previos, se evaluo la potencialidad del esquema de inmunizacion VIV para

modificar la respuesta inmune contra la vacuna de cancer EGF-P64k. Notablemente, la aplicacion de esta

combinacidn terapéutica indujo la recuperacion del titulo de anticuerpos contra este antigeno asociado a

tumores. La inmunosupresion transitoria con bajas dosis de Ciclofosfamida (50 mg/kg de peso) condujo a

la restauracion de esta modalidad de respuesta inmune contra el EGF, retornando a niveles similares a los

observados en los sujetos sanos (Figura 2-25). Significativamente, la deplecion transitoria de células

CD2S5 en los animales portadores del tumor 3LL-D122 llevé de igual manera a la restitucion de los titulos

de anticuerpos anti-EGF.



Resultados

Recientemente ha sido descrito el efecto
antitumoral de la deplecion de células
CD25+. Este resultado se ha definido en
modelos murinos de tumores primarios y
se alcanza so6lo cuando la administracion
del AcM anti-CD25 se realiza entre los dos
dias previos y hasta un dia posterior a la
inoculacion del tumor.

Consecuentemente, se evaluo la capacidad
antimetastasica de la deplecion transitoria
de las células CD25+ en el modelo 3LL-
D122. Se observd que  similar
procedimiento con efecto antitumoral

primario, también es capaz de

84

Peso pulmonar (g)

ESNE
antl-C025
(1)

2 ! |
No Tumor No Tio P64

Grupos

Figura 2-28. Efecto antimetastisico inducido con combinaciones de la vacuna de cancer

EGF-P64k e inmunosupresién en ratones C57BL/6 inoculados con el carcinoma pulmonar

3LL-D122. A partir del segundo dia posterior a la inoculacion del tumor primario se

inmunizaron los animales dos veces con 4 jig del preparado vacunal EGF-P64k en Alumina por

via intramuscular. Se administré por via intravenosa una dosis de 50 mg/kg de CY o Img de

AcM depletante anti-CD25 basado en dos esquemas diferentes: 3 dias antes de la primera

inmunizacion (Grupo 1) 6 3 dias antes de la segunda inmunizaciéon (Grupo 2). La

inmunosupresion en el curso de la inmunizacion con la Vacuna de cancer EGF-P64k (Grupo 2)

incrementa la respuesta de anticuerpos anti-EGF y reduce significativamente la aparicion de

metastasis espontaneas evaluada por peso pulmonar segiin prueba de Kruskal-Wallis (Anova

No-paramétrica) (p<0.05) y la prueba de Comparaciones Multiples de Dunn (p<0.05)

desencadenar una respuesta antimetastasica (Figura 2-26), lo que evidencia la contribucion de los

mecanismos de regulacion periférica en el crecimiento y desarrollo tumoral en este modelo.

Sin embargo, similar a lo observado en modelos tumorales primarios la administracion de AcM anti-

CD25 posterior a las 24 h de la inoculacion tumoral no modifica su progreso, lo que pudiera ser

evidencia del reajuste de mecanismos de tolerancia periférica inducido por el tumor, que incrementan con

su desarrollo y diseminacion. De igual forma, ese hecho limita la potencial
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receptor de EGF (Figura 2-27).
Este procedimiento se evalud bajo condiciones de terapia adyuvante por su proximidad a las condiciones
de terapia humana, donde el interés fundamental radica en el efecto antimetastasico de las intervenciones
terapéuticas. Asi, el esquema de inmunizacién comenzo6 posteriormente a la inoculacién del tumor y el

proceder de inmunosupresion transcurrio pasadas las dos semanas, momento en que el tumor primario se

encontraba en fase de crecimiento acelerado.
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Relevantemente, la combinacion de la vacuna de cancer EGF-P64k con la inmunosupresion transitoria,
condujo a una reduccion significativa de las metastasis pulmonares (Figura 2-28) y al aumento
significativo de la sobrevida de sujetos portadores del tumor altamente metastasico 3LL- D122 (p < 0.05).
Notese que la administracion de la vacuna de cancer EGF-P64k tras el prendimiento tumoral y durante su
desarrollo, no promueve un incremento significativo de la sobrevida en los sujetos inmunizados, similar a
lo observado tras la infusion de bajas dosis del agente quimioterapéutico Ciclofosfamida ni del AcM
depletante anti-CD25. Sin embargo, se observa un efecto sinérgico tras su combinacién basada en el

esquema terapéutico VIV (Figura 2-29).
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En el presente trabajo se examinaron cuatro situaciones bioldgicas; la induccion de una enfermedad
autoinmune, la induccion de actividad antitumoral sin manipulacion antigénica, la induccion de
respuesta inmune contra vacunas de cancer basadas en antigenos propios y la induccion de actividad
antitumoral con vacunas de cancer, todas con unidad experimental comtiin dada por la evaluacion de la
respuesta inmune frente a antigenos propios en el curso de procedimientos generadores de linfopenia
transitoria.

La capacidad del SI para discriminar entre antigenos propios y no-propios es un tema central en la
Inmunologia tanto por sus implicaciones tedricas como por su alcance clinico [6]. La clasica asuncion
de la no existencia de linfocitos autorreactivos en organos linfoides periféricos producto a los
mecanismos de Tolerancia Central encargados de garantizar la eliminacion de las células autorreactivas
en los organos linfoides centrales [1, 2, 4], ha demostrado ser incompleta [92]. Recientes evidencias
experimentales sustentan la existencia de clones autorreactivos en sangre periférica y 6rganos linfoides
de individuos sanos lo que permite propugnar la contribucion adicional de mecanismos de Tolerancia
Periférica en el control de éstas células autorreactivas que escapan de los mecanismos de delecion
central [186]. Este grupo de mecanismos denominados “activos o dominantes”, debido a que previenen
la activacion de células inmunes con potencialidad de desencadenar autoinmunidad patologica, se
encuentran en intenso escrutinio, aunque el conocimiento de la potencial aplicacion de su manipulacion
terapéutica aun es muy limitado [37],

La existencia de células T con capacidad reguladora de la magnitud de la respuesta inmune es uno de
los sustentos tedricos que justifican la existencia de mecanismos dominantes de tolerancia inmune,
aunque desde el punto de vista experimental, estas células T reguladoras se encuentran pobremente

caracterizadas tanto fenotipica como fisiologicamente [187]. No obstante, la
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expresion de los marcadores de diferenciacion linfocitario CD4+CD25+ [31] y CD8+ [188, 189] han
sido documentados como marcadores fenotipicos asociados a células T con capacidad reguladora in
Vivo.

Tres principales limitantes para la comprension y posterior aplicacion terapéutica de la manipulacion
de las Treg estan en que la informacion disponible de su existencia se basa en experimentos de
induccion de autoinmunidad patoldgica producto de la transferencia adoptiva de células T carentes de
las que portan el marcador fenotipico de Treg en hospederos inmunocomprometidos [39].
Interesantemente, igual proceder en individuos con SI intacto requiere varios ordenes de magnitud
superior de células o no es capaz de desencadenar tal enfermedad [190], lo que distancia cualquier
interpretacion de la relevancia de este mecanismo. En segundo lugar, los mecanismos de regulacion
periférica de la respuesta inmune pueden actuar a diferentes niveles de la respuesta inmune y estan
caracterizados principalmente en la fase efectora de la respuesta inmune [44, 46]. Los modelos
animales de enfermedades autoinmunes regularmente requieren inmunizaciones repetidas con el
antigeno propio para recapitular el desarrollo de la enfermedad, frecuentemente sin una completa
penetrancia, sin embargo la relevancia de las Treg en la fase de induccion se encuentra muy poco
caracterizada en estos modelos. En tercer lugar, una caracteristica comin de muchos de los estudios
sobre Treg es la falta de evaluacion simultdnea de varios de los marcadores fenotipicos, per se no
excluyentes su contribucion a los mecanismos de Tolerancia Periférica [191, 192],

La evaluacion de estos temas constituyd la base analitica del primer bloque experimental del presente
trabajo. Se examiné el efecto de la induccion de linfopenia transitoria en la fase inductora de la
autoinmunidad contra el MOG, antigeno relevante en el modelo animal de la Encefalitis Autoinmune

Experimental y la Esclerosis Multiple en humanos [193, 194], Se
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encontrd que la deplecion transitoria de células T incrementa la EAE inducida por MOG. Este es un
efecto relacionado con la eliminacion de las subpoblaciones de células T CD4+CD25+ y CD8+ y es
dependiente del numero de dosis y el esquema de tratamiento. Resulté de interés encontrar que la
intensificacion de la enfermedad se acompafia del incremento de la respuesta proliferativa y la
produccion de IFN-y por las células T, asi como de la respuesta de anticuerpos especificos contra el
MOG.

El hallazgo de la contribucién reguladora tanto de las células CD4+CD25+ y CD8+ revela una
compleja y dindmica interaccion de estas subpoblaciones celulares T durante la fase inductora de la
respuesta autoinmune. De manera independiente, evidencias anteriores sustentaban la contribucion de
las células T CD4+ y CD8+ en la inmunopatologia de la EAE, aunque por separado en otros dos
modelos antigénicos de esta enfermedad y esencialmente su contribucion en el control de la
reinduccion de la EAE [44, 195]. Resulta de interés en el modelo antigénico evaluado que la deplecion
transitoria de células CD8+ agrava el curso clinico de la enfermedad independientemente del momento
en que se administre respecto a la inmunizacion, agregando evidencias sobre hallazgos precedentes
sobre el papel regulador de la respuesta autoinmune de estas células en la EAE inducida por MOG [44,
46].

En el presente estudio, la deplecion de células T CD4+ previo a la inmunizacion con el autoantigeno
MOG abroga completamente el desarrollo del ataque autoinmune, resultado esperado considerando que
estas células se requieren tanto en la iniciaciéon, como en el desarrollo de la respuesta anti-MOG.
Ademas, esto pudiera estar con correspondencia con resultados anteriores, donde el uso de AcM anti-
CD#4 antes del desafio antigénico induce la falta de respuesta inmune especifica [11], No obstante, debe

notarse que similar tratamiento durante la
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respuesta en curso, no afecta la evolucion clinica de la enfermedad, evidenciando diferentes niveles de
contribucion de estas células dependiendo del estado alcanzado de respuesta.

Sin embargo, el efecto de la deplecion transitoria con AcM anti-CD25 es substancialmente diferente.
La subpoblacion CD25+ constituye apenas entre el 5 al 10 % de las células CD4+ en los individuos
sanos y evidencias experimentales recientes sustentan su contribucion como células T reguladoras
profesionales de la respuesta autoinmune en ratones [31, 196], en ratas [41] y en humanos [40, 197-
199]. Bajo nuestras condiciones experimentales, encontramos que estas células pueden intervenir en el
control de la iniciacion de la enfermedad autoinmune inducida por inmunizacion. Sorprendentemente,
se encontrd que su contribucion estd en correspondencia con la evolucion de la respuesta inmune ya
que en dependencia con el momento de su eliminacién es su repercusion en el incremento de la
patologia clinica. Esto puede estar en correlacion con criterios precedentes que condicionan la
activacion de las células T reguladoras a la de las células efectoras [200]. Interesantemente, la
deplecion de células T CD4+CD25+ durante la respuesta inmune en curso tuvo el mayor impacto sobre
el aumento de la autoinmunidad de todas las condiciones evaluadas. Ademas, su efecto clinico se
asoci6 con el aumento de la respuesta inmune anti-MOG a niveles de células T y de anticuerpos
especificos de larga duracion. Adicionalmente, en el bazo de los animales tratados con AcM anti-CD25
permanecen niveles elevados de células T productoras de IFN-y posteriormente al pico clinico de la
enfermedad, lo que refleja un profundo efecto inmunomodulador como consecuencia de la intervencion
en el estadio temprano de la fase inductora de la respuesta especifica. Estos resultados pueden
documentar el papel de las células T CD4+CD25+ en el control fino de diversos pasos del proceso
autoinmune. Este resultado puede estar en correspondencia con recientes evidencias experimentales

que documentan la contribucion de linfocitos que expresan el marcador CTLA-4,
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molécula también co-asociada a la expresion del CD2S5, limitando la expansion de células T
encefalitogénicas en ratones BALB/c naturalmente resistentes al desarrollo de EAE [201]. Similar a
nuestros resultados, el bloqueo de la molécula CTLA-4 durante la induccion de esta enfermedad resulta
en el incremento preferencial en la frecuencia de células T antigeno especificas secretoras de [FN-y.

La contribucion de los adyuvantes como sefiales co-estimulatorias de la respuesta inmune se encuentra
bien documentada. La TP es un adyuvante promotor de la respuesta Thl y favorece el desarrollo de la
enfermedad autoinmune [184, 202], Comparativamente encontramos una mayor contribucion de los
mecanismos reguladores en estas condiciones ya que la eliminacion de células CD8+ y CD4+CD25+
increment6 en mayor medida la enfermedad autoinmune resultante de la inmunizacion con MOG con
relacion al efecto de la TP. Sin embargo, ambas aproximaciones presentaron un efecto sinérgico en la
promocion de la autoinmunidad.

Debe destacarse que la respuesta inmune contra el Derivado Proteico Purificado del Mycobacterium
tuberculosis contenido en el adyuvante utilizado en la inmunizaciéon no se incrementd, lo que permite
sugerir que la respuesta inmune a los antigenos propios y foraneos se regulan diferentemente [47]. Este
resultado ha sido confirmado recientemente por otros investigadores [203].

Finalmente, el andlisis de estos resultados desde el punto de vista del manejo de las enfermedades
autoinmunes, donde la base fundamental de su terapéutica radica en el uso de medicamentos
inmunosupresores, ofrece una explicacion al efecto rebote de las manifestaciones clinicas de estas
enfermedades frecuentemente observado tras la interrupcion del tratamiento, lo que sugiere la re-

evaluacion conceptual de tal intervencion médica [204-206].
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La respuesta antitumoral puede ser un caso particular de respuesta autoinmune [25]. Multiples
evidencias sustentan la relevancia de los antigenos propios como blancos principales de la respuesta
inmune contra las células tumorales [59], De ser esta afirmacion correcta, ambos tipos de respuestas
deben estar sujetos a similares procesos de regulacion inmune y manipulaciones que desencadenan
enfermedades autoinmunes, deben desencadenar a su vez respuesta antitumoral.

En el segundo bloque de este trabajo se evalua esa nocion. Se examind en un modelo animal con un
tumor singénico el efecto de manipulaciones del SI que inducen linfopenia funcional de células T por
déficit o por reduccion del repertorio de células T y simultaneamente son capaces de inducir
enfermedades autoinmunes [28].

La cepa de ratones BALB/c es ordinariamente resistente al desarrollo de enfermedades autoinmunes
espontaneas [53]. Sin embargo, la administracion neonatal de la Ciclosporina A, medicamento con
reconocido efecto inmunosupresor, sin otro tipo de manipulacion antigénica induce el desarrollo de
autoinmunidad patolégica. Por homologia se evalu6 similar intervencion en ratones BALB/c neonatos
portadores de un tumor singénico inerte a algiin efecto directo potencial de la CsA [180].
Sorprendentemente, se observo que la administracion neonatal de la CsA en ratones BALB/c impactd
favorablemente en la supervivencia de los animales a pesar del tamafio del inoculo celular. Este efecto
se encontr6 asociado a la induccion de lesiones histopatologicas en los tumores singénicos que
comparte rasgos comunes con la inmunidad antitumoral inducida tras la inmunizacién con antigenos
propios modificados o tras la inoculacion de lineas tumorales modificadas [60, 207], tales como un

intenso infiltrado de células mononucleares y pérdida de la
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arquitectura tumoral caracteristica. Significativamente, hallazgo histologico similar se reporta en las
enfermedades autoinmunes inducidas por CsA [28].

El efecto antitumoral observado esta en concordancia con hallazgos tempranos sobre la evaluacion del
impacto del SI sobre el desarrollo de tumores, relacionados directamente con el efecto sobre tumores
metastasicos de la inmunosupresion neonatal inducida, donde la timectomia se asoci6 al desarrollo de
menor numero de metastasis [208], asi como tumores metastdsicos poco inmunogénicos no
metastizaron espontdneamente luego de protocolos de inmunosupresion profunda tanto en neonatos y
en animales adultos [209, 210].

Es de notar que la administracion de CsA tiene solo un discreto impacto bajo condiciones de
inmunosupresion mas estrictas en la evolucion tumoral en individuos adultos, lo que evidencia el
reforzamiento ontogénico de los mecanismos de regulaciéon inmune periférica [172], Tanto la co-
administracion de AcM anti-CD4 como anti-CD8 con la CsA presentan impacto sobre la evolucion
tumoral en sujetos adultos aunque no llegan a modificar la sobrevida de los mismos. Esto resulta de
gran interés al intentar asociar fenotipos celulares con mecanismos de regulacion inmune periférica ya
que el tratamiento con CsA reduce inespecificamente subpoblaciones celulares T, tanto células de
linaje CD4+ o CD8+ resistentes al tratamiento con CsA desarrollan funciones reguladoras, impidiendo
que otros linfocitos reconozcan y desencadenen sus mecanismos efectores sobre las células tumorales.
Las manifestaciones de autoinmunidad inducida post-linfopenia transitoria estan relacionadas con la
presencia de células T y anticuerpos autorreactivos tanto en circulacion periférica como en los 6érganos
diana [28]. A pesar del soporte experimental relacionado con el papel de los autoanticuerpos naturales
en la defensa contra el desarrollo de tumores [211-213] y la implicacion de las células B CD5+ en el

origen y desarrollo de las enfermedades autoinmunes
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[214, 215], nuestros datos experimentales en ratones BALB xid no permiten asociar éstas células con la
respuesta antitumoral observada.

Estos experimentos se realizaron en ausencia de manipulaciones antigénicas de tal manera que la
movilizacion de los mecanismos efectores inmunes estuvo mediada por antigenos propios expresados
de forma natural. Un aspecto de limitado discernimiento actual lo constituye las causas que definen el
tropismo de la respuesta autoinmune, las enfermedades autoinmunes no son aleatorias sino que algunos
organos, células y antigenos son mas propensos que otros para recibir el ataque del SI [17]. En las
enfermedades autoinmunes inducidas por linfopenia transitoria, el rapido recambio celular en el 6rgano
diana ha sido asociado con tropismo de la respuesta autoinmune [29]. De tal forma, seria posible
asumir que la velocidad de replicacion del tumor de Ehrlich (vida media inferior a 24 h) y
consecuentemente el elevado numero de antigenos tumorales expuestos al SI favorecio la
direccionalizacion de la respuesta inmune contra este tejido en detrimento de otros tradicionalmente
blanco de esta respuesta. Por ejemplo, en la gastritis autoinmune la velocidad de replicacion de las
células parietales gastricas es superior a la de las células [3 pancredticas, resultando el primero el
principal 6rgano blanco de la respuesta autoinmune [29], Esta explicacion también pudiera resultar
coherente con datos experimentales que sustentan una correlacion inversa entre la duracion del periodo
de latencia y la inmunogenicidad del tumor [21, 216], Asi mismo, el favorecer la induccion de
respuesta contra un antigeno vacunal en un ambiente linfopénico transitorio, resulta una manera
indirecta pero simple de evaluar esta hipotesis.

En general estos resultados permiten asumir que la induccion de respuesta antitumoral por
inmunosupresion transitoria documenta la existencia de linfocitos autorreactivos capaces de reconocer

y destruir células tumorales pero sélo cuando se elude el efecto de los mecanismos de
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regulacion periférica. Adicionalmente, esto puede explicar la aparente falta de antigenicidad o
insuficiente inmunogenicidad de los antigenos tumorales [22, 217], Pudiese asumirse que los tumores
con baja tasa de crecimiento serian menos sensibles a la induccion de respuesta inmune post-
tratamientos inductores de linfopenias, lo que indirectamente ha quedado evidenciado por el hallazgo
en pacientes donde los tumores con mayores tasa de crecimiento presentan mayor respuesta a la terapia
con medicamentos citotoxicos y radiacion [218], procedimientos que como efecto secundario inducen
linfopenias transitorias.

Desde el punto de vista terapéutico antitumoral, de los anteriores resultados emerge la necesidad de la
combinacion de procedimientos o drogas capaces de eliminar o “relajar” los mecanismos de regulacion
periférica de la respuesta inmune con vacunas de cancer, que favorezcan la presentacion antigénica de
los antigenos tumorales.

Consecuentemente, en el tercer bloque experimental del presente trabajo se evalud la influencia de la
modulacion transitoria de células linfoides periféricas en la fase inductora de la respuesta inmune frente
al Factor de Crecimiento Epidérmico, molécula soluble diana de una vacuna de cancer[62-64],

La inmunoterapia pasiva con AcM dirigidos contra antigenos propios asociados a la evolucion tumoral
ha sido evaluada extensamente. Una vida media y disponibilidad farmacologica limitada con la
consiguiente necesidad de re-infusion de estos efectores, matizada por un reducido efecto terapéutico
han conducido a la evaluacion de la inmunoterapia activa especifica como modalidad terapéutica
alternativa [219, 220],

El EGF se evaltia como vacuna en la inmunoterapia del cancer de origen epitelial, con la finalidad de
aprovechar los autoanticuerpos producidos como via para inactivar el EGF circulante, castrandolo de la

circulacion periférica con la finalidad de reducir la tasa de
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crecimiento de los tumores dependientes de este factor de crecimiento [62], Desde el punto de vista
practico, una mayor eficacia de este enfoque terapéutico estaria directamente ligada a la induccion y
mantenimiento de mayores titulos de anticuerpos circulantes en los sujetos portadores de tumores.

Tomando en consideracion el cardcter propio de este antigeno, pudiera asumirse a priori que la
respuesta inmune contra este antigeno pudiera estar bajo el control de los mecanismos de Tolerancia
Periférica, limitdindola. Adicionalmente, el estudio de los mecanismos de regulacion de la respuesta
inmune contra el EGF resulta de interés ya que esta es una molécula pequefia de s6lo 53 aminoacidos
[56] y a diferencia del antigeno MOG, evaluado anteriormente, el EGF se encuentra circulante en bajas
concentraciones en periferia, similar a hormonas que resultan blanco de ataques autoinmunes [58].

La dependencia de la dosis para el efecto de la falta de respuesta frente a antigenos vacunales inducido
tras un impacto profundo sobre las subpoblaciones CD4+ y CD8+ se confirm6 bajo nuestras
condiciones experimentales. La induccion de una deplecion linfoide profunda mediante Ia
administracion consecutiva de 3 dosis depletantes de AcMs anti-CD4 y anti-CD8 previo a la
administracion intravenosa del EGF indujo un estado de falta de respuesta de larga duracion contra el
EGF. Esta aproximacion experimental constituye la base racional para el uso de AcM de estas
especificidades como inmunosupresores en el tratamiento de las enfermedades autoinmunes humanas
[11], Sin embargo, debe notarse que varios factores influyen sustancialmente en el efecto observado, la
dependencia de la dosis inductora de deplecion celular T, la via de administracion y la dosis del
antigeno. La administracion de una dosis unica de AcM anti-CD4 o anti-CD8 previo a la inmunizacion
con el EGF hu/rec en ACF no reduce significativamente la respuesta contra este antigeno. Por el

contrario, similar deplecion linfoide
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transitoria inducida en el curso del desarrollo de la respuesta inmune incrementa la pendiente de
incremento de la respuesta inmune asi como los titulos de anticuerpos contra el EGEF,
fundamentalmente con el uso de AcM anti-CD4, aunque sin existir una modificacion del patron de
subclases de inmunoglobulinas desarrolladas contra ese antigeno.

Resulta de particular interés que la combinacion donde se observd un incremento significativo de la
respuesta inmune contra el EGF heter6logo, utilizado como antigeno vacunal, también induce un
incremento significativo de la respuesta contra el EGF murino. Estas moléculas portan un 70 % de
homologia lo que permitiria la asuncion que la especificidad de la regulacion de la repuesta contra el
EGF es compartida entre ambos antigenos y pudiera ser una evidencia de la conservacion evolutiva de
este proceso.

El hallazgo del incremento de la respuesta inmune al EGF como resultado de un protocolo combinado
de inmunizacion e induccién de linfopenia transitoria constituye una evidencia a favor de la
intervencion de los mecanismos de regulacion periférica en la respuesta contra Ag solubles.
Considerando la potencial aplicacion clinica inmediata de este hecho y teniendo en consideracion
precedentes tanto en modelos experimentales de enfermedades autoinmunes, asi como en protocolos de
inmunoterapia activa especifica en cancer sustentan el efecto potenciador de la respuesta inmune
especifica del pre-tratamiento con drogas quimioterapéuticas como la Ciclofosfamida como potencial
sustituto en la aplicacion de este concepto en la clinica.

La Ciclofosfamida es un medicamento citotéxico con capacidad de inducir deplecion transitoria de
células linfoides. Igualmente, empiricamente ha sido evaluado este medicamento con el interés de
incrementar la respuesta a antigenos vacunales, administrado previo al esquema de inmunizacion,
asumiéndose su capacidad de eliminacion de células supresoras [174, 175], Alternativamente, en

nuestras condiciones experimentales se demostrd que la administracion de
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CY en el curso de la inmunizacién modula la respuesta inmune contra el EGF, con dependencia de la
dosis. El uso de la Ciclofosfamida a 300 mg/kg de peso, dosis a la cual induce un nivel de deplecion de
linfocitos CD4+ y CD8+ similar la de los respectivos AcM, lejos de potenciar la respuesta inmune la
reduce, lo que puede ser consecuencia de su efecto citotoxico inespecifico. Sorprendentemente, al
evaluar el protocolo combinado con una formulacion vacunal actualmente en evaluacion clinica, la cual
toma ventaja de la conjugacion quimica de este antigeno a una molécula xenégena (P64k) que aporta
sefales co-estimulatorias en el proceso de repuesta inmune contra el EGF [64], se observo que el
tratamiento con CY incrementa la respuesta contra el antigeno propio, pero no contra la molécula
xenogena. Este hallazgo pudiera tener dos interpretaciones, por un lado que el proceso de regulacion
inmune es predominantemente contra los antigenos propios, explicacion poco plausible si se considera
reportes previos que documentan la existencia de Treg en la respuesta contra patogenos [221].
Alternativamente, se pudiera considerar que la cinética del desarrollo de los mecanismos de control de
inmunidad y la expansion de células Treg es dependiente de la interaccion previa del antigeno con el
sistema inmune, independientemente de su naturaleza. Esta ultima explicacion pudiera sustentarse en
hecho de que en individuos sanos existe autorreactividad natural contra el EGF [52], lo que pudiera
involucrar la activacion natural de Treg especificas.

Los estudios sobre autoinmunidad al MOG y al EGF descritos nos permiten proponer una definicion
operacional de un Ag del HI. Asi, un antigeno propio homuncular es aquel que: es reconocido por
autoanticuerpos naturales y células T en individuos sanos, se expresa en el timo, activa una respuesta
inmune mas efectiva cuando estd acompanado por sefiales accesorias tales como adyuvantes y epitopes
o moléculas transportadoras, la respuesta inmune al Ag puede incrementarse mediante supresion de la

regulacion inmune y el Ag puede ser molécula blanco en
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una enfermedad autoinmune. Tales criterios se cumplen para estos dos antigenos y aunque no se

' Criterio MOG EGF
han descrito Existencia de repertorio natural +[52] +[223]*
inmune en individuos sanos
enfermedades Expresion en células epiteliales +[224] ?7[225]
) timicas medulares
autoinmunes contra el |\ 2 1od de sefales accesorias para + [49]* +[63]*

respuesta inmune mas efectiva
EGF, se ha reportado P

. Incremento de la respuesta inmune +[226]* +[223]*
que en pacientes con . e
por supresion de la regulacion
Lupus Eritematoso 1nm}1ne 5
Antigeno blanco de Enfermedad| +[49] ?[222]
Autoinmune

Sistémico la presencia
Figura 30. Definicién operacional del “hominculo inmunolégico.” Se resumen los criterios propuestos para

de autoanticuerpos
la estratificacion de los autoantigenos segun su relevancia en la autoinmunidad tumoral. (+) Existencia de

circulantes contra una datos que sustentan el criterio correspondiente, (?) Dato incompleto o no concluyente, (*) Dato obtenido o

s confirmado durante el desarrollo del presente trabajo. Se incluyen entre corchetes las referencias
region de la

correspondientes.

trombomodulina que contiene dominios de EGF constituye un factor de riesgo para la ocurrencia de
trombosis [222],

De los resultados anteriores se pueden extraer importantes nociones para la inmunologia tumoral tales
como: vacunas de cancer inmunogénicas pueden estar basadas en el uso de antigenos homunculares y
no solo en neo-antigenos tumor especificos, conclusion razonable ya que esta autoinmunidad natural
estd garantizada en una relativa alta frecuencia de células T y B especificas. Para sobrepasar los
mecanismos de regulacion que controlan la autoinmunidad natural se requieren altas dosis de antigeno,
frecuentes y repetidas inmunizaciones que incluyan adyuvantes contentivos de potentes sefiales co-
estimulatorias. Pero fundamentalmente, los protocolos de vacunacion terapéutica del cancer deben
incluir el uso de tratamientos inmunosupresivos o mejor, capaces de eliminar o “relajar” la regulacion

inmune, entre los que
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pueden considerarse, los medicamentos citotoxicos y radiacion, procedimientos que inducen
linfopenias transitorias como efecto secundario.

Finalmente, en el cuarto capitulo experimental de este trabajo se realizd la demostracion formal de
estos postulados evaluando el impacto antitumoral de las combinaciones terapéuticas de la vacuna EGF
con procedimiento inductores de linfopenia transitoria.

Un hallazgo experimental de gran interés derivado de este bloque experimental result6 la disminucion
de la respuesta inmune contra el antigeno vacunal EGF en animales portadores del Carcinoma
Pulmonar de Lewis en su variante pobremente inmunogénica y altamente metastdsica en ratones
singénicos C57BL/6 [181] y que expresa el receptor de EGF. Este efecto constituye un ejemplo del
efecto de la presencia tumoral en la disminucion de la capacidad del SI en la respuesta contra antigenos
relevantes al mismo. Significativamente, la administracion de anticuerpos anti-CD25 tiene un impacto
significativo en la sobrevida de los ratones portadores de este tumor, aunque soélo previo a la
inoculacion del tumor primario. Estos resultados de conjunto pueden ser indicativos de la capacidad
moduladora de la respuesta inmune, potencialmente vinculada a la capacidad de los tumores de reforzar
los mecanismos de tolerancia periférica a sus antigenos asociados y estd en correspondencia con
resultados recientes demostrativos del incremento de la poblacion celular CD4+CD25+ en individuos
con cancer [227-230]. El efecto antitumoral inducido por el pre-tratamiento con AcM confirma la
similitud de los mecanismos de regulacion periférica impidiendo la respuesta inmune efectiva contra
antigenos propios en las enfermedades autoinmunes y los tumores [231]. No obstante, coarta la
potencial aplicacion clinica de este enfoque terapéutico ya que generalmente el diagndstico de la

existencia de tumores en los pacientes se realiza en fases avanzadas de la enfermedad, donde al menos
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experimentalmente, la deplecion de células CD25 no repercute sustancialmente en la evolucion
tumoral.

Asi mismo, este resultado brinda una oportunidad a la aplicacién combinada de las vacunas de cancer
en conjuncién con manipulaciones que actuan sobre los mecanismos de regulacion inmune periférica.
Significativamente, la aplicacion del esquema terapéutico VIV con el AcM anti-CD25 facilito el
incremento de la respuesta de anticuerpos anti-EGF en sujetos portadores del tumor 3LL-D122,
asociado a un impacto en el efecto antimetastasico y en la sobrevida de los animales. De igual forma, la
aplicacion de Ciclofosfamida como inductor de linfopenia funcional transitoria permite el acercamiento
de estos resultados experimentales a la practica médica.

En general, estos resultados experimentales permiten desde el punto de vista tedrico documentar la
relevancia de los mecanismos de regulacion inmune periférica durante la fase de induccion de la
respuesta inmune contra los antigenos propios. Este trabajo tributa al sustento del modelo emergente de
"tolerancia dominante" y provee evidencias para la efectiva manipulacion de la autorreactividad
natural, ya sea hacia el incremento o disminucion de la respuesta inmune especifica contra antigenos
propios. Fundamentalmente, sugieren que una descripcion precisa de la funcion reguladora de las
células T en pacientes con céancer, pudiera conducir a la combinacion racional de vacunas terapéuticas
antitumorales basadas en antigenos propios, aplicadas en circunstancias donde los mecanismos de
inmunorregulacion puedan suprimirse temporalmente bajo esquemas de linfopenia funcional
transitoria, procedimiento que puede contribuir a incrementar la respuesta anti-vacunal y

consecuentemente antitumoral.
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4.1. CONCLUSIONES

La deplecion transitoria de las subpoblaciones linfoides T CD4+CD25+ y CD8+ acelera el curso de
la Encefalomielitis Autoinmune Experimental inducida por la inmunizacion con el péptido 35-55
del MOG. El tratamiento con AcM anti-CD25 induce un incremento sostenido de la repuesta
inmune celular especifica, de la respuesta de anticuerpos y de la produccion de IFN-y.

El esquema de inmunosupresion con Ciclosporina A capaz de inducir enfermedades autoinmunes
por linfopenia también induce inmunidad antitumoral en animales neonatos pero no en animales
adultos, donde se logran minimos resultados antitumorales combinando su administracion con los
AcM anti-CD4 y anti-CDS.

La inmunosupresion transitoria con Ciclofosfamida y Anticuerpos Monoclonales anti-CD4 y anti-
CD25 incrementa la respuesta de anticuerpos contra el Factor de Crecimiento Epidérmico
heterologo y autdlogo. Este efecto es dependiente del esquema y de la dosis del tratamiento
inmunosupresor.

La respuesta inmune contra la vacuna de cancer basada en el antigeno propio EGF disminuye por la
presencia de tumor en los sujetos inmunizados, lo que puede significar que el tumor refuerza los
mecanismos de tolerancia a los antigenos propios que expresa.

El tratamiento de sujetos con tumores en condiciones adyuvantes combinando la inmunosupresion
con Ciclofosfamida o con el AcM anti-CD25 en el curso de la inmunizacion con la vacuna de
cancer que contiene el Factor de Crecimiento Epidérmico incrementa la respuesta inmune contra la
vacuna y tiene impacto favorable en la sobrevida.

Es posible direccionalizar la respuesta contra antigenos propios inducida por linfopenia transitoria.
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La potenciacion de la respuesta contra antigenos propios inducida por linfopenia transitoria es
dependiente del esquema de tratamiento, lograndose mayor efecto cuando se aplica posterior a la
primera inmunizacion y cuando el pool linfocitario periférico se comienza a recuperar.

Las células T reguladoras CD4+CD25+ pueden contribuir a limitar la respuesta frente a las vacunas
de cancer basada en antigenos propios en los sujetos con tumores, efecto que se revierte con su
eliminacion transitoria.

Estos resultados estdn en correspondencia con el Modelo de Tolerancia Dominante y proveen
evidencias para la manipulacion efectiva de la autorreactividad natural con el interés de incrementar
la respuesta inmune contra los antigenos propios contenidos en vacunas de cdncer y aumentar

consecuentemente la eficacia de esta modalidad de inmuno terapia antitumoral.
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4.2. RECOMENDACIONES

* Ampliar la caracterizacion cinética de la dependencia de esquemas de combinacion de
inmunosupresores con vacunas de cancer con efecto potenciador de la respuesta inmune.

* Explorar el requerimiento de mayor nimero de dosis de esquemas de combinacion de
inmunosupresores con vacunas de cancer con el interés de mantener la actividad antitumoral inducida
ya sea por incremento mantenido de la potenciacion de la respuesta inmune o al contrarrestar el posible
reforzamiento de la tolerancia originado por el tumor.

* Extender la evaluacion del efecto potenciador de la combinacion de inmunosupresores a otras
modalidades de vacunas de cancer.

» Evaluar la influencia de la edad en el efecto potenciador de la respuesta inmune a vacunas de cancer
por combinacion a inmunosupresores.

» Comparar el efecto potenciador de la combinacion de inmunosupresores con otras vacunas basadas en
antigenos propios y no-propios.

* Ampliar la caracterizacion de la dicotomia existente entre la existencia de un fenotipo linfoide T
regulador y el caracter homeostatico de la regeneracion del repertorio inmune en la explicacion del
fenémeno de la potenciacion de la respuesta inmune por inmunosupresion.

» Evaluar la potencial asociacion entre el fenotipo linfoide T regulador y el tipo de antigeno de acuerdo a
su origen.

* Evaluar la memoria a la respuesta inmune generada por la combinacion de inmunosupresores con
vacunas.

» Caracterizar los mecanismos moleculares de regulacion de la respuesta inmune en sujetos con tumores

y sometidos a inmunoterapia con vacunas de cancer.
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* Evaluar el efecto potenciador de la combinacion de inmunosupresores con vacunas de cancer en

pacientes portadores de tumores.
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