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RESUMEN

Aunque existen vacunas para prevenir la apariciéon de tumores en animales de experimentacion, la
mayoria de los intentos por aplicar aquellas vacunas con fines terapéuticos contra tumores establecidos
no han sido exitosos. Para comprender la naturaleza de esta refractariedad, nosotros estudiamos un
tumor de raton fuertemente inmunogénico inducido por el carcindgeno quimico metilcolantreno. En
nuestro modelo, el inicio de esta refractariedad coincidid con el comienzo de un estado de
inmunosupresion conocido como “eclipse inmunoldgico” caracterizado por una pérdida o bloqueo de la
respuesta inmune antitumoral después que el tumor ha superado cierto tamafio critico. Este eclipse
inmunologico fue acompafiado por un proceso de inflamacion sistémica en el organismo. El tratamiento
de los ratones portadores de tumor con una tUnica dosis del corticoide sintético dexametasona (DX)
redujo los parametros de inflamacion sistémica e indujo la reversion del eclipse. Esta reversion no fue
por si misma curativa pero permitié que un tratamiento inmunoldgico basado en células dendriticas
estimuladas con antigenos tumorales, que por si solo era absolutamente ineficaz, pudiera ejercer un
significativo efecto inhibidor sobre un tumor en crecimiento. El esquema de dos pasos que comprende,
primero, un tratamiento antiinflamatorio para revertir el eclipse y segundo, una estrategia de vacunacion
basada en células dendriticas destinada a estimular la respuesta inmune antitumoral, podria servir,

eventualmente, como un modelo de inmunoterapia contra tumores en animales y seres humanos.
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ABSTRACT: Reversion of the immunological eclipse and therapeutic vaccination against cancer

in an experimental model

Although animals can be prophylactically immunized against the growth of tumor implants, most of
the attempts to use immunotherapy to cause the regression of animal and human tumors once they
become established have been unsuccessful. To understand the nature of this refractoriness we have
studied a methylcholanthrene-induced and strongly immunogenic murine fibrosarcoma. In our model,
the onset of this refractoriness was associated with the beginning of an immunosuppressive state known
as “immunological eclipse” characterized by a loss of the antitumor immune response when tumor
grows beyond a critical size. This immunological eclipse was accompanied by the emergence of a
systemic inflammatory condition. Treatment of tumor-bearing mice with a single dose of a synthetic
corticosteroid, dexamethasone (DX), reduced significantly all parameters of systemic inflammation and
simultaneously reversed the immunological eclipse. The reversion of the eclipse upon DX treatment was
not curative itself, but allowed an immunological therapy based in dendritic cells pulsed with tumor
antigens, which was itself absolutely ineffective, to exert a significant inhibitory effect against an
established growing tumor. The two-step schedule using an anti-inflammatory treatment to reverse the
immunological eclipse plus a dendritic cell-based vaccination strategy aimed to stimulate the anti-tumor
immune response, could serve eventually as a model of immunotherapy against animal and human

tumors.
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La eficacia de las terapias contra el cancer no ha mejorado en proporcion directa con el esfuerzo
invertido en la investigacion de esta enfermedad .

En la actualidad existen tres tratamientos convencionales contra el cancer: la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia. Los dos primeros cumplen su objetivo terapéutico cuando las células tumorales se
encuentran localizadas; cuando por el contrario éstas se han diseminado desde su punto de origen, estos
métodos van perdiendo eficacia por lo que se requiere un procedimiento que destruya las células
cancerosas dondequiera que se encuentren y en tal propiedad radica la importancia de la quimioterapia.
No obstante, los procedimientos quimioterapéuticos son en mayor o menor medida, toxicos para las
células normales y su continua aplicacion genera resistencia en el organismo y estos hechos son los que
en definitiva limitan su eficacia '. Una terapia ideal deberia combinar la especificidad y la eficacia:
especificidad, para eliminar s0lo las células tumorales, dejando indemnes a las normales; eficacia, para
eliminar todas las células tumorales. La inmunoterapia reuniria, al menos tedricamente, ambos
requisitos y de hecho la idea de que el cancer podria ser tratado por terapias inmunologicas data de
1890 con la propuesta de Paul Ehrlich y William Coley % aunque hasta hoy no ha sido la herramienta
eficaz que imaginaron sus primero impulsores.

Hasta comienzos de los 90, la mayoria de las vacunas contra el cancer se preparaban mezclando células
tumorales irradiadas o extractos de tumores, con adyuvantes bacterianos como la BCG, que
incrementaban su inmunogenicidad. Una nueva estrategia de vacunacion que ha resultado, en algunos
casos, mas efectiva que las anteriores para prevenir la aparicion de tumores en animales de
experimentacion, ha sido desarrollada sobre la base de la capacidad de las células dendriticas
estimuladas in vitro con antigenos tumorales o fusionadas con células tumorales, de activar el sistema
T citotoxico antitumoral °. Otras estrategias basadas en el uso de células tumorales transfectados para
producir citoquinas que estimulan la respuesta inmune también han sido desarrolladas recientemente *.
Sin embargo hasta hoy, todos estos procedimientos de vacunacion han dado escasos resultados
terapéuticos contra tumores establecidos, tanto en animales de experimentacién como en la clinica *°.
El fracaso de la mayoria de los tratamientos inmunologicos contra el cancer se ha atribuido a diversas
causas. En primer lugar, se ha invocado la falta de inmunogenicidad o la poca inmunogenicidad de los
tumores tratados, sobre la base de que tumores espontdneos de raton, de rata, y presumiblemente
humanos, exhiben por lo comun una inmunogenicidad mucho menor que la de tumores experimentales
inducidos por dosis masivas de carcindgenos quimicos y virales . Otra posibilidad es que los tumores,

aun cuando pueden ser inmunogénicos al iniciar su crecimiento, pueden sufrir mutaciones a medida que



crecen dando como resultado la pérdida o la disminucion de la expresion de sus antigenos, evadiendo de
este modo el sistema inmunologico®.

Implicita en estas causas, invocadas para explicar la refractariedad de los tumores establecidos a los
tratamientos inmunoldgicos, subyace la idea de que la eficacia de estos tratamientos dependeria
basicamente de la inmunogenicidad del tumor, independientemente del estado del organismo donde éste
se desarrolla. Por tal motivo la gran mayoria de los protocolos de inmunoterapia antitumoral han
procurado y procuran mejorar la forma de presentar los antigenos tumorales al sistema inmunolégico de
manera tal de estimular mas eficazmente la respuesta inmune destinada a rechazar el tumor, antes de que
éste pudiera modular su expresion antigénica.

Pero, ;son necesariamente validas estas consideraciones? Si un tumor es muy inmunogénico, y persiste
como tal durante todo su crecimiento, ;va a ser relativamente sencillo eliminarlo con terapias
inmunologicas? , ;o0 por alguna razon un organismo portador de tumor se hace refractario a las terapias
inmunolodgicas independientemente de la inmunogenicidad del tumor?

Para responder a estas preguntas, hemos trabajado en nuestro laboratorio con un fibrosarcoma de raton
de la cepa BALB/c, inducido por el carcindgeno quimico metilcolantreno al que hemos denominado
MC-C. Este tumor demostrd ser fuertemente inmunogénico dado que diferentes métodos de vacunacion
fueron capaces de impedir el desarrollo de implantes de MC-C, incluso cuando el nimero de células
tumorales implantadas fue muy alto (5x10” células) comparado con el suficiente para crecer en ratones
controles (5x10* células). Los métodos de vacunacion empleados, cuyas caracteristicas han sido
descriptas previamente®®’, fueron: implantacion y extirpacion de tumor, pretratamiento con dosis
subletales de células tumorales, pretratamiento con células tumorales irradiadas con rayos X o
inactivadas por calor, pretratamiento con células dendriticas estimuladas in vitro con lisado tumoral o
con células tumorales irradiadas y transferencia pasiva de esplenocitos inmunes.

Sin embargo, estos mismos procedimientos utilizados no ya como vacunas preventivas sino como
posibles herramientas o vacunas terapéuticas para tratar el mismo tumor MC-C una vez que se encuentra
establecido, no tuvieron ningun efecto aun cuando el tamafio del tumor a tratar fue muy pequeno. La
Unica excepcion fueron las células dendriticas estimuladas in vitro con lisado del tumor MC-C (células
dendriticas maduras). En efecto, cuando 3x10° de estas células fueron inoculadas en la almohadilla
plantar de ratones que albergaban un tumor MC-C de 10-70 mm® (para célculo del volumen tumoral ver

cita 8), se observo un retardo del crecimiento tumoral y una mayor sobrevida (76.0 £ 8.4 dias; n= 6) que



la observada en ratones controles portadores de MC-C de igual tamafio inoculados con células
dendriticas inmaduras o solucion fisioldgica (60.1 £+ 3.2 dias; n= 11, p<0.05).

Sin embargo tumores poco mayores que 70 mm’ no fueron afectados por ninguna de las terapias
inmunolégicas utilizadas, incluida la terapia con células dendriticas maduras. Ahora bien, la causa de
esta refractariedad a los tratamientos inmunoldgicos, no puede atribuirse ni a la falta de
inmunogenicidad del tumor (ya que, segun vimos, éste es fuertemente inmunogénico), ni tampoco a la
pérdida de sus antigenos por mutacién una vez que el tumor ha superado cierto tamafo, ya que
independientemente del tamafio del tumor del cual nosotros obtenemos células tumorales, hemos
demostrado que éstas son eficientemente eliminadas in vitro por esplenocitos de ratones inmunes al
tumor MC-C e in vivo en animales previamente inmunizados contra el tumor MC-C (datos no
mostrados).

En nuestro modelo, el inicio de la refractariedad a los tratamientos inmunoldgicos coincidié con el
comienzo de un estado de inmunosupresion conocido como “eclipse inmunoldgico” ' caracterizado por
una pérdida o bloqueo de la respuesta inmune antitumoral después que el tumor MC-C ha superado
cierto volumen critico ®. A su vez el inicio del eclipse se correspondi6 con el comienzo de un proceso
de inflamacion sistémica progresiva caracterizado por un aumento en el nimero de neutrédfilos
circulantes y en bazo (muchos de ellos activados y con alta expresion de GR1+MACI1+) y elevada
concentracion sérica de TNF-a, proteina C reactiva (CRP) y proteina A Amiloide (datos no mostrados).
Este fendmeno de inflamacion sistémica ha sido también observado en otros modelos de tumores de
raton''; ademds, en algunos canceres humanos como los tumores colorectales, hepatocelulares y
cervicales, un proceso inflamatorio ha sido reconocido indiscutiblemente como un cofactor que
promueve el crecimiento tumoral .

Sobre la base de que esta inflamacidon sistémica podria ser uno de las causas del eclipse y
consecuentemente de la refractariedad a las terapias inmunologicas observada en los ratones portadores
de tumor, nosotros realizamos un tratamiento antiinflamatorio usando un corticoide sintético
(dexametasona) como paso previo a una terapia inmunoldgica basada en células dendriticas. Aunque el
tratamiento con dexametasona puede ser inmunosupresor si se lo realiza en forma continuada, la
aplicacién de una sola dosis ha demostrado ser eficaz para revertir la tolerancia a ciertos antigenos > y
para aumentar la inmunidad antitumoral en algunos modelos de ratén .

En nuestro modelo, la aplicacion de una sola dosis de dexametasona (0.75 mg/Kg de peso por via

intraperitoneal) revirtié parcial o totalmente los marcadores de inflamacion sistémica y, como se ha



mostrado previamente ', también revirtio el estado del eclipse inmunolégico lo cual fue demostrado
por la recuperacion de los siguientes indicadores de respuesta inmune antitumoral: capacidad para
transferir pasivamente inmunidad contra MC-C, capacidad para generar inmunidad concomitante contra
implantes secundarios de MC-C y presencia de gran numero de linfocitos en la periferia y en el interior
de estos implantes secundarios, lo cual es revelador de una respuesta inmune antitumoral (datos no
mostrados).

El efecto terapéutico de un tratamiento combinado con dexametasona y células dendriticas fue evaluado
en dos condiciones experimentales que simulaban dos situaciones clinicas.

En el primer experimento, ratones portadores de MC-C de 600 mm” (en una etapa donde ya se ha hecho
claramente manifiesto el eclipse inmunoldgico) recibieron dexametasona y tres dias después células
dendriticas estimuladas con lisado de tumor. Como se observa en la figura 1 los ratones que recibieron
este tratamiento combinado mostraron una profunda inhibicion del crecimiento tumoral. De hecho, en
los primeros 7-10 dias de iniciado el tratamiento, el tumor virtualmente no creci6. A partir de los 10-12
dias comenzo6 a hacerlo pero a un ritmo mucho mas lento que el de los otros grupos resultando en una
sobrevida de 90,5 + 3,0 dias lo que excedi6 significativamente (p<0,001) la sobrevida de los grupos
tratados solo con células dendriticas (54,8 + 2,8 dias), s6lo con dexametasona (57,2 + 5,2 dias) o con
solucion fisioldgica (55,3 + 0,6 dias). Adicionalmente, cabe notar que en los ratones que recibieron
solo células dendriticas, el tumor crecidé mas rapido en la semana posterior al tratamiento que en
aquéllos que recibieron s6lo dexametasona o solucion fisiologica (p<0.05, dia 27), lo que sugiere que
bajo ciertas condiciones, cuando el tumor ha alcanzado cierto tamafio y el eclipse inmunologico no ha
sido eliminado, una terapia inmunol6gica puede exacerbar el crecimiento del tumor de acuerdo a las
predicciones de la teoria inmunoestimulatoria de Prehn'”.

En el segundo experimento, se utilizaron ratones a los que se habia extirpado quirdrgicamente un tumor
MC-C de gran tamafio (>2000 mm"®). Cuando se opera un tumor de este tamafio el eclipse inmunolégico
no desaparece (como hemos comprobado por pruebas inmunolédgicas hasta cuatro meses después de la
operacion) y la cirugia es habitualmente no curativa ya que, transcurridos 7-10 dias después de la
operacion, se presentan recidivas locales en la mayoria de los casos. Esta situacion no varid
sensiblemente cuando los ratones fueron tratados s6lo con dexametasona o s6lo con células dendriticas.
Sin embargo, la aplicacién combinada de dexametasona tres dias antes de la extirpacion del tumor y

células dendriticas dos dias después de la misma, disminuy6 la incidencia de recidivas de 76-100 % a



un 25% y los pocos ratones que exhibieron recidivas murieron mas tardiamente que los de los otros
grupos (figura 2).

Estos dos experimentos demuestran que un tratamiento inmunologico basado en células dendriticas, que
por si mismo era absolutamente ineficaz para controlar el crecimiento de un tumor establecido de
considerable tamafio o de prevenir la aparicion de recidivas en animales a los que se habia extirpado un
tumor de gran tamafio, generd una profunda inhibicidon del tumor establecido y previno la aparicion de
recidivas cuando fue precedido por un tratamiento antiinflamatorio que elimin6 o redujo la inflamacion

sistémica y el eclipse inmunologico a ella asociado.

En conclusion, todos los resultados presentados en esta comunicacion parecen demostrar que el éxito
obtenido con un determinado protocolo de vacunacion aplicado como preventivo de la aparicion de un
tumor, no garantiza en absoluto la eficacia de este mismo protocolo utilizado ahora como terapéutico
contra ese mismo tumor en crecimiento, si previamente no se corrige el estado particular del organismo
responsable de la refractariedad a los tratamientos inmunoldgicos antitumorales. De hecho, el protocolo
combinado de terapia en dos pasos que hemos disefiado donde el primero estaria destinado a eliminar el
eclipse inmunologico y la refractariedad a la inmunoterapia, y el segundo a inducir un fuerte estimulo
de la respuesta inmune antitumoral una vez que aquella refractariedad hubiera desaparecido, podria
servir como punto de partida para elaborar modelos de inmunoterapia racional contra tumores

experimentales y humanos.
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Figura 1: Cinética de crecimiento del tumor MC-C en ratones que recibieron un tratamiento combinado de
dexametasona (Dexa) y células dendriticas estimuladas con lisado de MC-C (mDC) cuando el tumor MC-C
tenia 600 mm® (Dexa + mDC, n=6). Otros ratones portadores de MC-C fueron tratados con mDC (n=8)
solamente; con Dexa (n=6) solamente o con solucidn fisiolégica (SF, n=11).

: Dia de inoculacion de Dexa. : Dia de inoculacion de mDC.

La diferencia entre los grupos tratados con mDC + Dexa y los otros grupos fue altamente significativa en
todos los puntos evaluados (p<0.01 vs. Dexa y p<0.001 vs. mDC o SF).

Diferencia entre grupo que recibié sélo mDC y el conjunto de los que recibieron SF o Dexa (p<0.05, dia 27).
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Figura 2: Sobrevida de ratones a los que se habia extirpado un tumor MC-C >2000 mm® y que
experimentaron recidivas en el sitio de la operacion. Estos ratones fueron sujetos a distintos tratamientos.
Control: sin tratamiento adicional(ratones con recidiva/total=30/31); Dexa antes: recibieron
dexametasona tres dias antes de la extirpacion del tumor(ratones con recidiva/total=19/25); Dexa
después: recibieron dexametasona tres dias después de la extirpacion del tumor(ratones con
recidiva/total=6/6); mDC: recibieron células dendriticas estimuladas con lisado de tumor dos dias después
de la extirpacion del tumor (ratones con recidiva/total=6/6); Dexa + mDC: recibieron dexametasona tres
dias antes de la extirpacion del tumor y células dendriticas estimuladas con lisado de tumor dos dias
después de la extirpacion del tumor(ratones con recidiva/total=2/8).*p<0.001 vs control, Dexa después y
mDC; p<0.01 vs Dexa antes.
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