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HALLAZGO DE ANTIGENOS EN UN TUMOR MURINO ESPONTANEO NO INMUNOGENICO
MEDIANTE EL USO DE UNA VACUNA BASADA EN CELULAS DENDRITICAS
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Resumen La inmunoterapia seria un tratamiento ideal contra el cancer porque combina eficacia y especifici-
dad, pero hasta hoy no ha dado resultados exitosos contra tumores establecidos. En este trabajo
abordamos el problema de la falta de inmunogenicidad de los tumores espontaneos como una posible causa
del fracaso de la inmunoterapia. Nos preguntamos si esta falta de inmunogenicidad se debe a la ausencia de
antigenos o a la existencia de mecanismos tolerogénicos que impiden a esos antigenos iniciar una respuesta
inmune. Para deslindar entre ambas alternativas, utilizamos dos tumores murinos —uno espontaneo y no
inmunogénico (linfoma LB) y otro inducido por metilcolantreno y fuertemente inmunogénico (fibrosarcoma MC-
C)-y la técnica de inmunizacién con células dendriticas (DC) estimuladas con extracto acelular de tumor. Al
estimular DC in vitro con extracto de LB, las DC no exhibieron maduracion ni inmunizaron in vivo contra implan-
tes de LB. Por otro lado, extractos de MC-C, hicieron madurar las DC y las convirtieron en poderosas vacunas
contra implantes de MC-C pero no de LB, indicando que MC-C y LB no tienen antigenos compartidos. Por ulti-
mo, cuando DC fueron estimuladas con una mezcla de los extractos de LB y MC-C, expresaron marcadores de
maduracion y exhibieron capacidad vacunante contra LB. Estos resultados sugieren que el tumor LB tiene
antigenos especificos de tumor pero carece de otras sefiales necesarias para la maduracion de las DC. Estas
sefiales serian aportadas por el extracto de MC-C, permitiendo de este modo iniciar una respuesta inmune con-
tra LB.
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Abstract Unveiling antigens in a non-immunogenic spontaneous murine tumor using a dendritic cell-
based vaccine. Up to date, most attempts to use immunotherapy to cause the regression of ani-
mal and human established tumors have not been successful. Former experiments have postulated that this
failure could be attributed, at least in part, to a lack of immunogenicity of spontaneous tumors. In this paper, we
have investigated whether this lack of immunogenicity can be attributed to the absence of tumor antigens or to
the existence of tolerogenic mechanisms preventing such antigens from initiating an antitumor immune response.
We have used two murine tumors —a non-immunogenic spontaneous lymphoma (LB) and a strongly immunogenic
methylcholanthrene-induced fibrosarcoma (MC-C)- together with a vaccination strategy based on the inoculation
of dendritic cells (DC) loaded with a tumor lysate. When DC were pulsed with LB lysate (DC+LB), no maturation
of DC was achieved in vitro and no protection against LB implants after DC+LB inoculation was observed in
vivo. On the other hand, when DC were pulsed with MC-C lysate (DC+MC-C), maturation of DC was observed
along with a strong protection against MC-C implants after DC+MC-C inoculaton. Finally, when DC were pulsed
with both LB and MC-C lysates (DC+LB+MC-C), maturation of DC and protection against LB implants were
achieved. Since no immune cross reaction between MC-C and LB was ever observed, the most likely interpretation
is that LB bears specific tumor antigens but lacks other signals to achieve DC maturation. These signals would
be provided by MC-C which would enable DC to mature and to initiate an effective anti-LB immune response.
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Durante décadas, numerosos investigadores han tra-
tado de comprender la complejidad celular y molecular
del cancer. Si bien se ha avanzado mucho en estas in-
vestigaciones, pocos de los conocimientos adquiridos han
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podido materializarse en una terapia realmente efecti-
val. En la actualidad existen tres tratamientos conven-
cionales contra el cancer: la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia. Los dos primeros cumplen su objetivo te-
rapéutico cuando las células tumorales se encuentran
puntualmente localizadas. Por el contrario, cuando éstas
se han diseminado desde su lugar de origen, estos mé-
todos van perdiendo eficacia por lo que se requiere de
un procedimiento que destruya las células cancerosas
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donde sea que se encuentren. Es aqui donde se recurre
a la quimioterapia. No obstante, los procedimientos de
esta practica son, en mayor o menor medida, toxicos para
las células normales dado que no son especificos contra
el tumor, limitando asi sus aplicaciones terapéuticas?.

Una terapia ideal deberia combinar tanto especifici-
dad como eficacia, actuando selectivamente y siendo
atoxica, lo cual implicaria sélo la eliminacion de las célu-
las tumorales sin causar perjuicio a las células normales.
La inmunoterapia pareceria ser, en principio, un trata-
miento ideal ya que mediante la estimulacion del propio
sistema inmune del paciente, éste podria reconocer y
eliminar las células tumorales sin afectar al resto del or-
ganismo.

Desde hace muchos afios se sabe que es posible
desarrollar vacunas para prevenir la aparicion de tumo-
res experimentales en animales de laboratorio. Asimis-
mo, en el hombre se han desarrollado exitosos protoco-
los de vacunacioén contra el virus de la hepatitis B que
redujeron significativamente la incidencia de hepatocarci-
nomas en areas donde la infeccion precoz con el virus y
la existencia de tumores hepaticos estaban fuertemente
correlacionadas? ®.

Sin embargo, la mayoria de los intentos por aplicar
vacunas, no ya en forma preventiva sino con un proposi-
to terapéutico para tratar tumores establecidos, no han
resultado, hasta hoy, exitosos, ni en animales ni en se-
res humanos* .

Este fracaso ha sido observado tanto con tumores
experimentales fuertemente antigénicos —como, por ejem-
plo, tumores murinos inducidos por dosis masivas de
carcinégenos quimicos y virales— como con tumores de
origen espontaneo. Se han invocado diferentes meca-
nismos inmunosupresores para explicar la refractariedad
de los individuos portadores de tumores fuertemente
antigénicos a las terapias inmunoldgicas. Por ejemplo, la
expresion aumentada de células supresoras del tipo de
T reg CD4+CD25+ o NKT, la aparicién de una condicion
inflamatoria sistémica, la produccion por células tumorales
de factores potencialmente inmunosupresores como IL-
10, TGF-B, galectina-1, etc.5°. En los Ultimos afios, se
llevaron a cabo intentos para eliminar o atenuar estos
mecanismos Yy, sobre esa base, se elaboraron algunos
promisorios protocolos de inmunoterapia en animales de
experimentacion® .

Por otro lado, respecto de los tumores de origen es-
pontaneo, la dificultad podria ser mucho mas profunda.
En efecto, a diferencia de muchos tumores experimenta-
les, la gran mayoria de los tumores surgidos esponta-
neamente en ratas y ratones, carecen de detectable
inmunogenicidad? 14, Esta particularidad podria hacer-
se extensiva a los canceres humanos mas comunes, so-
bre la base de que muchos de ellos no aumentan su inci-
dencia en seres humanos que padecen de inmunodefi-
ciencias genéticas o adquiridas®®.
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Ahora bien, esta falta de inmunogenicidad de los tu-
mores espontaneos, ¢ se debe a la ausencia de antigenos
—en cuyo caso todo intento de inmunoterapia seria vano—
0 a la existencia de mecanismos tolerogénicos que im-
pedirian a esos antigenos iniciar una respuesta inmune
de rechazo?

Para deslindar entre ambas alternativas, utilizamos dos
tumores murinos de la cepa BALB/c —uno de origen es-
pontaneo (linfoma LB) y otro inducido por metilcolantreno
(fibrosarcoma MC-C)-y la técnica de inmunizacion con
células dendriticas (DC) estimuladas con extracto acelular
de tumor. Una descripcion detallada de los tumores LBy
MC-C y de la preparacion del extracto tumoral aparecen
en trabajos anteriores 1% 14,

Por su parte, la técnica de inmunizacion con DC
involucra, en primera instancia, la obtencién de DC a partir
de los precursores de médula ésea. Con tal motivo, se
extrajeron del fémur y la tibia de ratones, los precursores
correspondientes, y se resuspendieron en medio RPMI
conteniendo 10% de suero bovino fetal (SBF), 1% de
antibidticos, 5 x 10° M de B-mercaptoetanol y 30% del
sobrenadante de cultivo de la linea J588 productora de
GM-CSF (factor estimulador de colonias de granulocitos
y macrofagos). Al cabo de 8 dias de cultivo, se obtuvo
una poblacién con 90% de DC (CD11c+), las que se in-
cubaron durante 48 horas con extracto acelular del tu-
mor LB, con extracto acelular del tumor MC-C o con una
mezcla 50:50 de ambos extractos (1 x 10 DC en 1 ml de
medio con 0.25 ml de extracto tumoral). Mas detalles de
la preparacion y maduracion de DC fueron dados previa-
mente'?. Las DC estimuladas con los diferentes extrac-
tos fueron analizadas por citometria de flujo para evaluar
su estado de maduracién, el cual se determiné, usando
anticuerpos fluorosceinados especificos, por un aumen-
to en el % de DC que expresaban las moléculas coesti-
muladores CD80 y CD86 y del complejo mayor de histo-
compatibilidad clase Il (MHCII) y/o por un incremento de
la expresion media (por DC) de estas moléculas.

Una dosis de 2 x 10°DC de cada uno de los grupos se
inoculd en la almohadilla plantar de ratones normales en
dos oportunidades con un intervalo de 7 dias. Siete dias
después de la segunda inoculacion, los ratones recibie-
ron, por la via subcutanea, diferentes dosis de células
tumorales vivas con el propésito de medir el poder inmu-
nizante de las DC. Ratones no pretratados o pretratados
con DC inmaduras sirvieron como control. La capacidad
inmunizante de los diferentes protocolos de vacunacién
se evaludé mediante la determinacion de la dosis tumoral
50 (DT,,) en los animales vacunados y controles, defi-
niendo DT, como el nimero de células tumorales que
es capaz de crecer en el 50% de los animales. Se consi-
dera que cuanto mayor es el incremento de la DT, por
arriba de los valores controles, mayor es la resistencia
de los animales al tumor y en consecuencia, mayor es la
capacidad inmunizante de la vacuna que provoco ese
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Fig. 1.— Expresion de los marcadores de maduracion CD80,
CD86 y MHCII en células dendriticas (DC) sin estimular o
estimuladas con extracto de esplenocitos normales (Con-
trol, a) o en DC estimuladas durante dos dias en cultivo
con extracto del tumor MC-C (DC+MC-C, b), con extracto
del tumor LB (DC+LB, c) o con la mezcla de los extractos
de ambos tumores (DC-MC-C+LB, d). Los marcadores de
maduracion fueron revelados con anticuerpos fluoros-
ceinados especificos y medidos mediante citometria de
flujo. % Células: indica el porcentaje de células con
fenotipo CD11c+ (DC) que expresan el marcador corres-
pondiente. MFI: intensidad media de fluorescencia. Los
resultados representan el promedio (media * error
estandar) de 3 experimentos independientes.

CD11c/CD80: % de células: *b vs. a: p < 0.01; b vs. c: p<0.02;
b vs. d: p<0.05. ** d vs. a: p<0.05; d vs. c: p < 0.05.

CD11 c/CD80: MFI: * b vs. a: p<0.05; b vs. c: p<0.05.

CD11 c/CD86: % de células: *b vs. a: p < 0.01; bvs.c:p<
0.05. ** d vs. a: p < 0.05.

CD11 c/CD86: MFI: *b vs. a: p < 0.01: b vs. c: p<0.01; **d
vs. a: p < 0.05; d vs. c: p < 0.05.

CD11 c/MHCII: % de células: * d vs. a: p < 0.05.

CD11 c/MHCII: MFI: * b vs. a: p < 0.05; b vs. c: p < 0.05.
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Fig. 2.— Medicion de la Dosis Tumoral 50 (DT, ) en ratones
que no recibieron tratamiento (Control, a) o que recibie-
ron 2 dosis de 2 x 10° de DC estimuladas con extracto
del tumor MC-C (DC + MC-C, b), o con extracto del tu-
mor LB (DC + LB, c) o con la mezcla de extractos de am-
bos tumores (DC+MC-C+LB, d). Las dos dosis de DC fue-
ron inoculadas en la almohadilla plantar de los ratones 14
y 7 dias antes del desafio subcutaneo con diferentes dosis
de células tumorales LB vivas (desde 1 x 10° a 1 x 10?).

DT,, de LB: Nimero de células tumorales LB capaces de cre-
cer en el 50% de los ratones.

DT,,de LB:dvs. a, by c:p<0.05. Los datos son el resulta-
do de 3 experimentos independientes (media + error
estandar) que involucraron 41 ratones en el grupo vacu-
nado con DC +LB+MC-C; 49 ratones en el grupo control,
42 ratones en el grupo pretratado con DC+LB y 14 rato-
nes en el grupo pretratado con DC+MC-C.

incremento. La significacion estadistica fue determinada
por el test de ANOVA de una sola via, post t test de
Bonferroni, considerandose significativas las diferencias
p = 0.05 o menores.

Los resultados de estos experimentos revelaron que al
estimular DC in vitro con extracto del tumor espontaneo
LB, las DC no exhibieron un aumento significativo de la
expresion de los marcadores de maduracion CD80, CD86
y MHCII respecto de las DC sin estimular o estimuladas
con extracto acelular de esplenocitos normales (Fig. 1), ni
inmunizaron in vivo contra implantes de células LB (Fig. 2).

Por otro lado, los extractos del fibrosarcoma MC-C
inducido por metilcolantreno, hicieron madurar las DC
(Fig. 1) y las convirtieron en poderosas vacunas contra
implantes de MC-C. La DT, de MC-C en ratones contro-
les (media * error estandar) fue: 4 x 10* + 0.4 x 10* célu-
las MC-C, mientras que en ratones vacunados fue > 1 x
108, en 3 experimentos que incluyeron 18 ratones vacu-
nados y 21 controles, p < 0.001.
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Por ultimo, cuando DC fueron estimuladas con una
mezcla de los extractos de los tumores LB y MC-C, ex-
presaron marcadores de maduracién en un nivel supe-
rior al observado en DC inmaduras y en DC tratadas con
el extracto de LB solo (Fig. 1). Asimismo, exhibieron una
capacidad vacunante contra LB —reflejada en un aumen-
to significativo de la DT, respecto de los controles— que
no mostraron las DC estimuladas sélo con extracto de
LB (Fig. 2). Este efecto no puede atribuirse a una su-
puesta reaccion cruzada entre los antigenos de MC-C y
LB, dado que DC estimuladas sélo con extracto de MC-
C no mostraron capacidad vacunante contra LB (Fig. 2).

Discusion

La gran mayoria de los tumores murinos de origen es-
pontaneo, y probablemente muchos de los canceres hu-
manos comunes, carecen de detectable inmunogeni-
cidad. Este hecho ha sido invocado como una de las cau-
sas mas importantes que impedirian la aplicacion de te-
rapias inmunoldgicas en la clinica. En este trabajo nos
hemos preguntado si esta falta de inmunogenicidad se
debe a la falta de antigenos o a la existencia de meca-
nismos que impedirian a esos eventuales antigenos ini-
ciar una respuesta inmune. Los resultados de los experi-
mentos informados aqui, sugieren que el tumor esponta-
neo LB tendria antigenos especificos de tumor. Sin em-
bargo, careceria de otras sefiales madurativas (heat
shock proteins u otras) que junto con los antigenos, se-
rian necesarias para estimular y hacer madurar a las DC,
bloqueandose de este modo el primer paso para el de-
sarrollo de una respuesta inmune antitumoral. Esto ex-
plicaria por qué, en condiciones normales, ninguna de
las técnicas de inmunizacion usadas en el pasado** ni la
utilizada en este trabajo, con DC estimuladas con extrac-
to de LB, pudieron vacunar contra implantes de LB. Por
otro lado, cuando se mezclaron los extractos de los tu-
mores LB y MC-C, aquellas sefiales habrian sido provis-
tas por el tumor inmunogénico MC-C. Como consecuen-
cia de la accién combinada de los antigenos de LB y de
las sefales madurativas de MC-C, las DC estimuladas
con la mezcla de extractos habrian podido madurar y lue-
go actuar como vacunas eficientes contra LB.

Silo que hemos observado con LB se aplicara también a
otros tumores murinos y humanos de origen espontaneo,
entonces, las terapias inmunes contra el cancer serian
todavia posibles, porque si los tumores espontaneos tu-
vieran antigenos especificos, podrian ser reconocidos
como extrafios por el sistema inmune. Sin embargo, para
gue una terapia inmunolégica contra este tipo de tumo-
res tuviera la posibilidad de ser eficiente, no bastaria la
aplicacion de vacunas antitumorales —como se ha inten-
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tado sin éxito hasta ahora— sino que se requeriria de un
protocolo que afadiera a esas vacunas, las sefiales
madurativas para DC que faltarian en las células de esos
tumores y cuya naturaleza queda por determinarse.
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