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RESUMEN

La Organizacién Mundial de la Salud declaro que el céncer es una de las principales
causas de muerte en el mundo, para el 2012 se presentd un total de 8.2 millones de
defunciones. A pesar de la gran cantidad de recursos invertidos en investigacion, la
tasa de mortalidad no ha sido disminuida, por lo tanto es necesario el desarrollo de
nuevas terapias efectivas contra el cincer. Desde sus inicios, en el campo de la
inmunoterapia se han realizado numerosos ensayos en humanos con cancer y en
modelos animales, obteniendo algunos casos de regresiéon tumoral completa. En el
presente trabajo se evalud el efecto de la terapia autéloga en perros inoculados
experimentalmente con Tumor Venéreo Transmisible (TVT). Se inocul612 hembras
de raza mixta con TVT (1x10° células) intragenital, una vez que el tumor alcanzo
un volumen de 10cm’, se colecté una biopsia con la cual se extrajo el antigeno
tumoral total (300 pg/mL) el cual fue agregado (30ug/mL) en cultivos de células
dendriticas inmaduras. Linfocitos totales obtenidos del mismo paciente y CPAs
(CD80" 80.3%, CD83" 76.4%, DLA 1I 86.5%) cargadas con antigeno tumoral fueron
co-cultivados en presencia de estimulos con IL-21 (50ng/mL) o IL-2 (20ng/mL),
posterior a la activacion de los linfocitos (746.88 pg/mL IFNy), las células T CD8"
especificos de tumor fueron separadas por seleccion negativa (Dynabeads
Untouched) con un 82.6% de pureza para finalmente ser expandidas con OKT3. Se
llevé a cabo un ensayo de in vitro de la citotoxicidad de los Linfocitos T CD8"
especificos de tumor contra las células de TVT, obteniendo 100% de lisis de la
célula tumoral cultivada en presencia de linfocitos CD8" especificos de tumor
estimulados con IL-21 y un 90% de citotoxicidad tumoral cuando los CD8" fueron
especificos pero estimulados con IL-2, cuando los CD8" no fueron especificos de
tumor el porcentaje de citotoxicidad fue muy poco (10%). In vivo el grupo 1 fue
tratado con terapia autéloga, linfocitos T CD8" (5x10’célulaspor ciclo) especificos de
tumor estimulados con IL-21 y aplicados en 3 ciclos en intervalos de 2 semanas.
Como grupos control se utilizaron perros con tumor sin tratamiento (grupo 2), perros
con tumor tratados con suero glucosado (grupo 3) y perros con tumor tratados con
transfusion sanguinea autéloga (grupo 4). Después de la terapia autdloga la
inmunidad celular (CD4" y CD8") e IFNy fue incrementada observando regresion
tumoral en los perros del grupo 1. Estos resultados indican que la terapia autéloga es

eficaz en la destruccion del TVT.
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ABSTRACT

The World Health Organization declared that cancer is a leading cause of death
worldwide by 2012 presented a total of 8.2 million deaths. Despite the large amount of
resources invested in research, the mortality rate has not been reduced, on the contrary
is increasing, therefore the development of new effective therapies against cancer is
necessary, proposing the immune system as the best tool to eliminate the disease.
Since its inception, in the field of immunotherapy they have been numerous trials in
humans with cancer and animal models, obtaining some cases of complete tumor
regression in animal models and extending the life of the same. In this work the effect
of autologous therapy in experimentally inoculated with transmissible venereal tumor
(TVT) dogs was evaluated. 12 dog females mixed race TVT (1)(108 cells) intragenital,
once the tumor reached a volume of 10cm’, a biopsy in which the total tumor antigen
(300ug/mL) was extracted which was added was collected was inoculated (30ug /mL)
in cultures of immature dendritic cells generated from peripheral blood monocytes for
phagocytosis. Total lymphocytes obtained from the same patient and CPAs (CD80"
80.3% CD83" 76.4%, DLA 1I 86.5%) loaded with tumor antigen were co-cultured in
the presence of stimulation with IL-21 (50ng/mL) or IL-2 (20ng/mL), after the
activation of lymphocytes (746.88 pg/ml IFNy), CD8" T cells specific tumor were
separated by negative selection (Dynabeads Untouched) with a 82.6% purity to be
finally expanded with OKT3. Was conducted a test in vitro cytotoxicity of T
lymphocytes specific CD8" tumor against cells TVT, obtaining 100% tumor
cytotoxicity in the presence of CD8" tumor specific stimulated with IL-21 and 90%
tumor cytotoxicity when specific CD8" stimulated with IL-2, when the CD8" were not
specific to tumor the percentage of cytotoxicity was very low (10%). In vivo Group 1
was treated with autologous therapy, CD8" T cells (5x10’ cells per cycle) tumor-
specific stimulated with IL-21 and applied for 3 cycles at intervals of two weeks. As
control groups were used dogs with untreated tumor (group 2), dogs with tumor treated
with dextrose (group 3) and dogs with tumor treated with autologous blood transfusion
(group 4). After therapy autologous cellular immunity (CD4" and CD8") and IFNy was
increased tumor regression observed in dogs in group 1. These results indicate that

autologous therapy has citotoxic effect on TVT.

Xvi



1. INTRODUCCION

El cancer a nivel mundial representa la segunda causa de muerte, después de las
cardiopatias, las muertes por cdncer aumentan todos los afios y se cree que a lo largo del
siglo XXI el céncer serd la causa principal de muerte en los paises desarrollados. Las
enfermedades neopldsicas afectan a personas de todas las edades nifios, jovenes y
adultos, sin embargo, el riesgo de desarrollar cdncer aumenta con la edad. De acuerdo
con la organizacion mundial de la salud 8.2 millones de personas en el mundo murieron
por céncer en el 2012. El céncer es una alteracion celular que resulta por cambios
genéticos en la célula, principalmente por mutaciones inducidas o espontidneas que se
van acumulando en el material genético celular a través del tiempo, por lo cual la
alteracion en multiples genes puede predisponer al desarrollo de tumores en los
distintos tipos celulares. También existe la llamada “hipotesis etioldgica infectiva del
cancer”, esta se refiere a que algunos virus tumorales inducen transformacion
maligna, al incorporarse directamente al genoma de la célula con la activacion de
oncogenes virales (Lu and Han, 2003). Las terapias convencionales como
quimioterapia, la radioterapia y la cirugia siguen siendo los tratamientos mads aceptados
para el céncer en la actualidad. La cirugia reduce el tamafio y la carga tumoral, la
radiacion destruye las células tumorales residuales y la quimioterapia elimina células
tumorales a nivel local y sistémico eliminando células metastdsicas que migraron a otros
tejidos y 6rganos (Sondei et al., 1989). No obstante la quimioterapia y radiacién no son
especificas del tumor, ambas destruyen también células normales, por ejemplo células de
la medula 6sea, tracto gastrointestinal y foliculos pilosos, causando importantes efectos
secundarios como pérdida de pelo, caquexia, anemia, leucopenia y en muchos casos la

muerte (Emens and Jaffee, 2007).

La importancia de esta enfermedad sugiere la generacion de nuevas terapias efectivas
contra el cdncer, la inmunoterapia del cancer; término que se refiere a la estimulacion
del sistema inmune para la eliminacién del tumor es considerada la cuarta terapia del
cancer después de las antes mencionadas. Desde sus inicios, en el campo de la

inmunoterapia se han desarrollado numerosos ensayos clinicos en humanos y en
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modelos animales como ratones, ratas y cuyos para evaluar el efecto de la inmunoterapia
celular y moduladora (Ross and Steele, 1984). Se han propuesto a los glébulos blancos
y sus factores inmunomoduladores como terapia para eliminar células cancerosas en
glioma, mieloma multiple, cidncer de pulmén, cdncer de mama triple negativo,
adenocarcinoma (Chan et al., 2003; Huang et al., 2001; Ingram et al., 2000; Xiaoyi et
al., 2013; Young et al.,, 2007). En 1900 William Coley observé que algunos pacientes
con céncer, que accidentalmente contraian y desarrollaban alguna infeccién bacteriana,
sobrevivian mds tiempo que aquellos que no presentaron ninguna infeccion,
relacionando la infecciéon bacteriana como estimulacién del sistema inmune Yy
produccién de un efecto antitumoral (Bergman, 2010). A principios de 1980 se llevé a
cabo el desarrollo de técnicas y metodologias eficaces para proliferacion y expansion de
c€lulas efectoras linfoides in vitro para su empleo como terapia del céncer (Lopez et al.,
2004). Las primeras inmunoterapias utilizaron células asesinas activadas por linfocinas
(LAK), monocitos asesinos activados (AKM) y Linfocitos infiltrantes de tumor (TIL)
(Joannei and Wroblewski, 2004). Por lo anterior el propdsito de este trabajo fue evaluar
el efecto de la terapia autéloga con linfocitos T CD8" estimulados con antigeno
tumoral total e IL-21 en perros inoculados experimentalmente con Tumor Venéreo

Transmisible (TVT).



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

Se le denomina céncer a un grupo de enfermedades que se caracterizan por el crecimiento
celular auténomo de manera descontrolada a nivel local y que puede ir acompaiiado de
invasion a tejidos circundantes y dispersion de células a sitios distantes, denomindndose
metdstasis. La célula cancerosa pierde el control de su propio desarrollo, de modo que se
divide en gran cantidad de células a mayor velocidad que el resto del tejido al que
pertenece sin cumplir con las funciones para la que fue creada (Lu and Han, 2003), el
crecimiento anormal de células puede llegar a formar masas de tejidos llamados tumores,
una caracteristica del cdncer es la alteracion de los mecanismos reguladores del
crecimiento, proliferaciéon y muerte celular programada, entre ellos destacan; la evasion de
la apoptosis por alteracién o mutacién de los genes pro-apoptéticos (también llamados
genes supresores de tumor) como pS3, pRb, APC, NF1, WT1, DCC o en algunos casos la
sobreexpresion de genes que inducen proliferacion celular myc, jun, fos, sis, neu, N-ras,
Kras y src, otro gen también relacionado con el cdncer es bcl-2 que en estado de
hiperactividad participa en el desarrollo de una gran cantidad de patologias neopldasicas
por supresion de la apoptosis (Erolesa et al., 2012). El proceso por el cual se origina el
cancer (carcinogénesis) es causado por anormalidades en el material genético de las
células, el ADN, estas alteraciones pueden ser provocadas por distintos
agentes carcindgenos, como laradiaciéon ionizante, radiacion ultravioleta, productos
quimicos procedentes de la industria, humo del tabaco por errores naturales que se
producen durante el proceso de replicacion del ADN y que no son reparados, o bien
son heredadas y por consiguiente se presentan en todas las células desde el nacimiento y
originan mayor probabilidad de que se presente la enfermedad (Harrington ef al., 2007).
La dieta también se ha mencionado como un factor clave que puede predisponer al
desarrollo de cdncer, las vitaminas pueden actuar como antioxidantes previniendo la
aparicién del cdncer, en cambio una dieta rica en carbohidratos puede predisponer a
cancer de colon y rectal, la inflamacién crénica puede conducir a un estado de
transformacion maligna por aquellos metabolitos téxicos o especies reactivas de oxigeno

que se producen durante el proceso de inflamacion en el combate de las células del
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sistema inmune contra patdgenos de dificil erradicacion y que pueden lesionar al ADN de
células normales circundantes (Jones and Cross, 2004). A nivel molecular el cancer se
desarrolla a partir de la acumulaciéon de mutaciones genéticas en el ADN (deleciones,
inserciones, sustituciones) de secuencias que codifican proteinas criticas para el control
del crecimiento, proliferaciéon y muerte celular, también se ha evidenciado que existen
protooncogenes celulares que pueden ser activados por mutacion y la expresion anormal
de estos conduce a la transformaciéon en una célula cancerosa, también algunos
mecanismos celulares de reparacion del ADN pueden verse afectados durante el proceso
de replicacién del ADN (falla en el rompimiento de doble cadena e inicio de reparacion
por recombinacién, falta de eliminacién de dimeros de timina generados por luz
ultravioleta, etc.), por lo que hay mayor probabilidad del desarrollo tumoral (Meza et
al., 2006). También se han descrito otras causas de cancer en donde figuran los agentes
infecciosos, como el virus del papiloma humano o el virus de la hepatitis B, en el siglo
pasado se descubri6 que estos virus ADN o ARN son capaces de introducir oncogenes
virales en el material genético de la célula, resultando en la transformacion maligna de la
célula y desarrollo de cancer, por lo tanto el cancer es una enfermedad multifactorial con
caracteristicas especificas que dependen de cada tipo de tumor y que de no atenderse a
tiempo pueden terminar con la vida del individuo por falla del funcionamiento normal del
tejido u o6rgano afectado, aunado a la compresion que pueden ejercer ciertos tumores
sOlidos sobre tejidos circundantes (sistema nervioso central y periférico) y a la
complicacién con infecciones secundarias oportunistas por los estados de
inmunosupresién en los individuos con cancer (Gillison, 2004). En la actualidad se
conocen mads de 200 tipos de cancer. El 70% de todas las muertes por cancer registradas
en 2012 se produjeron en Africa, Asia, América Central y Sudamérica. Se prevé que los
casos anuales de cdncer aumentaran de 14 millones en 2012 a 22 millones en las proximas
dos décadas. Los canceres que causan un mayor nimero anual de muertes son los de
pulmoén, higado, estémago, colon y mama. Aproximadamente un 30% de las muertes por
cancer se deben a cinco factores de riesgo comportamentales y alimentarios (indice de
masa corporal elevado, consumo insuficiente de frutas y verduras, falta de actividad fisica
y consumo de tabaco y alcohol), por lo tanto, pueden prevenirse (Organizacion Mundial

de la Salud, 2013).
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2.1.1 Clasificacion del cancer

Todos los tumores, benignos y malignos, tienen dos componentes basicos en su estructura:
las células proliferantes que forman el tumor propiamente dicho y las células que
constituyen el parénquima y estroma de sostén, conformado por tejido conectivo y vasos
sanguineos, siendo tejidos no tumorales cuya formacién ha sido inducida por el propio
tumor. La nomenclatura oncoldgica se basa en el componente parenquimatoso, utilizando
dos criterios de clasificacion: la primera es con base en el tejido del cual derivan y como
segundo su caricter benigno o maligno. Los tumores benignos son de crecimiento lento,
crecen de manera ordenada y no se propagan a otros tejidos (Tobias, 2013). Los tumores
malignos son de crecimiento rdpido e invasivo que destruyen células normales y tejidos,
crecen de manera desordenada y se propagan a otros tejidos distantes. Los Carcinomas
son un tipo de cancer maligno, de origen epitelial que representa el 80 % de los tumores
malignos incluyendo; cdncer de mama, pulmon, prostata, etc. Los cdnceres que derivan de
los tejidos mensenquimatosos o capa mesodérmica se denominan sarcomas, estos
canceres se originan en tejidos conectivos y de apoyo, incluyendo los musculos, huesos, el
cartilago y la grasa. Hoy en dia la oncologia es una de las areas mds investigadas en el
campo de las ciencias biolégicas y a la cual se le destinan muchos recursos econémicos

para tratar de disminuir los casos de muerte por cancer (Loraine and Mendoza, 2010).

2.2 Inmunologia del cancer

Observaciones experimentales han demostrado que aunque las células tumorales derivan
de células propias del hospedador, los tumores desencadenan respuestas inmunitarias que
pueden conducir al rechazo o progresion del tumor, ya que en estudios histopatoldgicos se
ha detectado la presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL), que en algunos casos
puede ser de buen prondstico pero en algunas ocasiones estdn implicados en el
favorecimiento del crecimiento tumoral, quedando a debate el significado de los TIL en el
microambiente tumoral (Yu and Hyun, 2013). Es bien conocido el papel del sistema
inmunolégico en el reconocimiento de moléculas extrafias, incluidas las proteinas propias
alteradas producidas durante el crecimiento tumoral que se expresan de manera aberrante
o excesiva en las células transformadas, las cuales son conocidas como antigenos

asociados a tumor, por ejemplo; tirosinasa, gp100, HSP70, MAGE, BAGE, CEA y AFP.
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También existen antigenos que son exclusivos de la célula tumoral y que no se expresan
en una célula normal, llamados antigenos especificos de tumor, como ejemplo la fosfatasa
dcida prostdtica, en cdncer de prostata, cuyo antigeno es utilizado en la produccién de la
primer vacuna terapéutica a base de células dendriticas aprobada por la FDA, Sipuleucel
(Rescigno et al., 2007). En condiciones normales se plantea como hipétesis que el
sistema inmune puede desarrollar una eficaz respuesta antitumoral, es decir, el sistema
inmune puede controlar y destruir a las células cancerigenas que se producen en un
individuo, sin embargo la gran cantidad de muertes por cdncer hace pensar que esto no
siempre ocurre asi, por lo que deben existir mecanismos para evasion del sistema inmune.
En primer lugar las células tumorales que se producen de manera natural al derivar de
células normales tienden a ser poco inmunogénicas o casi indetectables para el sistema
inmune, a menos que sean causadas por agentes virales, causando tolerancia inmunoldgica
hacia el tumor y favoreciendo la progresion tumoral (Atsutaka et al., 2014). Segundo, al
ser genéticamente inestables las células tumorales tienden a cambiar la expresion de los
antigenos tumorales para los que se ha desencadenado una respuesta inmune. Tercero, las
células tumorales expresan bajas cantidades de co-estimuladores y moléculas del MHC
clase I, por lo que no pueden ser reconocidos por el sistema inmune. Por dltimo los
productos del tumor como citocinas supresoras (IL-10 y TGF-f) tienden a producir una
alteracion e inactivacion de las células del sistema inmune innato como células
dendriticas, macrdofagos, NK, TNK, que conduce a una falta de activacion de células
efectoras del sistema inmune adaptativo (Linfocitos T cooperadores y citot6xicos),
favoreciendo la diferenciaciéon de T reguladores y conllevando al crecimiento del tumor.
Por el contrario también ha sido reportada la regresion espontdnea de algunos tumores en
individuos sin ninguna intervencion terapéutica, atribuible a la respuesta inmune,
sugiriendo que las células T han reconocido a las células tumorales como extrafas

(Kaminski et al., 2003).

2.2.1 Sistema inmune innato y adaptativo en cancer
Se ha demostrado que las células del sistema inmune innato y adaptativo destruyen células
tumorales in vitro. Los mecanismos de proteccion del sistema inmunoldgico se encuentran

divididos en 2 grandes categorias: la respuesta inmune innata y la respuesta inmune



adaptativa (Figura 1); la primera es inespecifica y presenta componentes celulares como
los macréfagos, neutréfilos, células dendriticas (CD), eosinéfilos, basofilos, células
cebadas, c€lulas asesinas naturales (NK), TNK y moléculas solubles que sintetizan como
citocinas y factores de la inflamacién (Kees and Egeblad, 2011). El sistema inmune
adaptativo es especifico y se divide a su vez en respuesta inmune celular y respuesta
humoral; la respuesta celular esta mediada por los linfocitos TCD4" (Thl, Th2
cooperadores, Th17) y CD8" (citot6xicos), esta respuesta celular llevada a cabo por las
células T es la mds importante en el control y regresiéon del cancer, finalmente la
respuesta humoral estd conformada por los linfocitos B y diversos anticuerpos que son
secretados por las células plasmaticas (IgA, IgG, IgE, IgM e IgD) (Inui et al., 2013). La
respuesta inmune innata puede activarse por la estimulacion de receptores de superficie
como NKG2D y TLRs por ligandos producidos por las células tumorales, como MICA,
MICB, ULBP y moléculas de stress como HSP70 y HMGBI, respectivamente. Las
células NK participan en la respuesta inmune antitumoral empleando varios mecanismos
efectores, perforinas, FASL y produccién de IFNy, estas células tienen la habilidad de
destruir células con baja expresion de MHC clase 1. Ratones deficientes en NK mostraron
mayor susceptibilidad al desarrollo de tumores por metilcolantreno. Los linfocitos TNK
son células que expresan un receptor de célula T invariante (Vo24-Jal8 en humanos y
Val4-Jal8 en ratones) y marcadores de células NK. Los TNK presentan un TCR
especifico para antigenos lipidicos que son expresados sobre una molécula CD1d en la
superficie de una CPA o células tumorales, estas células median la destruccién tumoral a
través de la produccion de IFNy que contribuye a la activacion de CD8" y NK con el

rechazo del tumor (Sabry and Lowdell, 2013).

Los macréfagos pueden ser activados a través de la unidén de moléculas de stress a
receptores tipo toll, resultando en la produccién de especies reactivas de oxigeno, como el
oxido nitrico y citocinas inflamatorias como IFNo y TNFa. Los principales mecanismos
involucrados en el rechazo tumoral son llevados a cabo por la respuesta inmune adaptativa
que puede dirigir y aumentar una respuesta efectora citotoxica de tipo innata y por los
linfocitos TCD8". La respuesta adaptativa es iniciada por las CD que capturan células

tumorales muertas, las procesan y presentan estos antigenos cargados en moléculas MHC



clase I y II a los linfocitos T en los ganglios linfaticos (Biswas et al., 2008). Los linfocitos
TCD4" activados pueden secretar citocinas Thl y Th2 con estimulacién de la respuesta
inmune celular y humoral, los linfocitos TCD8" pueden ser activados por CD a través de
la presentacion cruzada de antigeno. La produccion citocinas Thl (IL2 e IFNy) puede
conducir a la activacién y expansién clonal de linfocitos TCD8" especificos de tumor con
destruccion de células tumorales. La producciéon de anticuerpos contra antigenos
tumorales es detectada en individuos con cancer, la principal funcién de los anticuerpos
son la activacion del complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo por

NK y macréfagos, ayudando a la regresion tumoral (Estrada et al., 2002).
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Figura 1. Respuesta inmunolégica innata y adaptativa contra tumores

(Fotografia tomada y modificada de Darcy et al., 2014).

2.3 Linfocitos TCD8*

La gran especificidad y sensibilidad de los Linfocitos T por sus antigenos hacen de estas
células atractivos candidatos para utilizarlos como tratamiento del céancer (Turtle and
Riddell, 2011). Las principales funciones de los linfocitos T CD8" o linfocitos T
citotoxicos es destruir a las células infectadas por virus y también a las células tumorales
que expresan en su superficie antigenos asociados a tumor, después de reconocer el
antigeno en unién con MCH clase I, estas células experimentan cambios fenotipicos que

reflejan mayor capacidad proliferativa y un incremento en la produccién de citocinas
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reguladoras, durante su division celular algunas células T se diferencian en células de
memoria presentando marcadores de superficie CD27%, CD28, CCR7, CD45RA™ y
células efectoras que presentan un fenotipo CD27, CD28 CCR7 CD45RA"/
(Parmigiani et al., 2011). Los linfocitos TCD8" antitumorales pueden ser expandidos in
vitro y obtener grandes cantidades de células antigeno especificas para ser transferidas de
manera autdéloga con el fin de erradicar tumores que el organismo de manera natural no
pudo eliminar (Toyoshima et al, 2012). Diversos autores han identificado antigenos
especificos de diversos tumores, por lo que estos antigenos pueden ser obtenidos en el
laboratorio para la activacion especifica de los linfocitos T CD8" in vitro y posteriormente
utilizar estas células citotoxicas in vivo (Mukaratirwaa and Gruys, 2003). Las células T
proliferan en respuesta a la estimulacién con células tumorales propias, secretando
citocinas como IL-2, IFN-y, factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF) y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) (Meehan et al., 2013). Los linfocitos
T citotoxicos presentan en la superficie el receptor de célula T (TCR), que se unen con
antigenos, que se encuentran cargados en una  molécula del MHC clase I, que es
presentado sobre la superficie de una célula presentadora de antigeno (APC), como
ejemplo las células dendriticas (CD), sin embargo la activacion de los linfocitos T
necesitan la presencia de moléculas co-estimuladoras, CD80", CD86" y CD40" (Harimoto
et al., 2013), la IL- 2 y el GM-CSF mejoran la activacion y proliferacion de los linfocitos
T (Kumar and Mason, 2012). Los linfocitos T citotéxicos presentan 2 mecanismos
complementarios para eliminar a las células tumorales; la principal forma de
citotoxicidad de un linfocito efector es a través de la excrecion de proteinas toxicas que
se encuentran en el interior de grinulos preformados en su citoplasma y que son
liberados ante el estimulo antigénico. Las proteinas mds importantes dentro de estos
granulos son la perforina y la granzima B, la primera se polimeriza en la membrana
plasmética de la célula blanco generando poros que permiten el paso de agua y
electrdlitos, induciendo un desbalance osmoético y muerte celular por lisis (Turtle and
Riddell, 2011). La granzima B es una proteina que es parte del grupo de las catepsinas,
que activa directamente la cascada de sefializacién de la apoptosis via caspasas. Los
linfocitos activos presentan el ligando Fas (FasL) que es una proteina de membrana,

miembro de la Familia del Factor de Necrosis Tumoral (FNT), se encuentra en gran
9



cantidad en la superficie de linfocitos T citotéxicos, por lo cual su unién al receptor Fas
(CD95) en la célula blanco, desencadenara la via extrinseca de la apoptosis, activacion de
las cascada de caspasas y muerte de la célula blanco (Hernandez and Becker, 2006). Las
células T CDS8" se pueden dividir en aquellas que nunca han estado en contacto con el
antigeno (Figura 2), células T naive (TN) CD45RA", CD62L, CD3, que contienen la
mayor diversidad de receptores de células T (TCR). También en linfocitos T de memoria
que pueden subdividirse en células de memoria central (TCM) CD62L", CD45RO vy
células efectoras de memoria (TEM) CD3, CD45RO (Cui and Kaech 2010). Los linfocitos
T citotoxicos son las células mds importantes del sistema inmunolégico para la
eliminacién y destruccion del tumor, estas células efectoras reconocen epitopos
antigénicos sintetizados de manera endégena en el tumor en unién con moléculas del
MHC clase 1 (Harimoto et al., 2013). Los linfocitos T citotéxicos tienen un rol critico en
la dltima fase de la respuesta inmunoldgica, resultando en la muerte de las células
tumorales especificas para antigeno, por lo que son grandes candidatos para su uso en la
inmunoterapia del cancer. La terapia de células T autdloga es una estrategia de tratamiento
para pacientes con diferentes tipos de cdncer, generando in vitro gran cantidad de células
T especificas para tumor, con el objetivo de erradicar el tumor en los pacientes con céncer

(Hinrichs et al, 2010).
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(Fotografia tomada y modificada de Turtle and Riddell, 2011).
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2.4 Células Dendriticas (CD)

La recoleccion de células dendriticas de tejidos periféricos y linfoides no es una técnica
viable y practica para su cultivo. Se ha demostrado con el empleo de monocitos
marcados con moléculas fluorescentes que estos migran a tejido linfoide y son capaces
de diferenciarse en células dendriticas funcionales, por lo que la habilidad de los
monocitos para diferenciarse in vitro a células dendriticas bajo ciertas condiciones
fisiologicas es un hecho (Tanaka er al., 2000). Al hablar de linfocitos T citotoxicos
especificos de antigeno en inmunoterapia del cancer, no podemos dejar desapercibidas a
las células dendriticas, cuyo papel principal es critico para la activacion de la respuesta
inmune celular. En humanos y animales las células dendriticas (CD) son las células
presentadoras de antigeno (APC) mds importantes en el organismo, indispensables para
producir una respuesta primaria por células T. Las células dendriticas se describieron
por primera vez en 1973, observadas al microscopio presentaron una morfologia
redonda y a partir de su membrana plasmatica se desprendian largas proyecciones. Se
encuentran principalmente en bazo, ganglios linfaticos, mucosa, piel, placas de peyer e

higado (Hargadon, 2013).

Las CD se clasifican en 3 subtipos con caracteristicas de fenotipo particular: las CD
intersticiales, localizadas en piel y drganos linfoides, las CD de linaje plasmocitoide
(CDI1" CD8") y las CD de linaje mieloide (CD11* CD8’) ambas localizadas en
circulacién. Una funcién primaria de las CD es vigilar en el medio celular la presencia
de patégenos y células tumorales, por lo cual se convierten en un importante centinela
del sistema inmune. Las CD son miembros del sistema inmune innato Yy estas células
empiezan la cascada inmunoldgica que activa la respuesta inmune adaptativa (Granados
and Delgado., 2008). Las CD llevan a cabo el procesamiento y presentacion de antigeno
a las células T, por la via del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I y
clase II que activa a los linfocitos T CD4" y CD8" respectivamente, por lo cual se
produce una respuesta inmune antigeno especifica. Son capaces de procesar antigenos
exdgenos y enddgenos, captandolos por fagocitosis, pinocitosis y endocitosis. También

inducen la diferenciaciéon de los linfocitos B de memoria en células plasméticas
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productoras de anticuerpos. Una funcion de las CD es su capacidad para activar a las
células NK en el sistema inmune innato (Rescigno et al., 2007). En los afios noventa se
encontr6 la posibilidad de generar grandes cantidades de CD in vitro a partir de
precursores monocitos, obteniendo células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
e incubando en RMPI en presencia de 1000 U/mL de GM-CSFy 500 U/mL de IL-4

durante, dichas células pueden ser utilizadas en terapia autéloga del cancer.

2.5 Microambiente tumoral

Es bien conocido el estado de inmunosupresion en pacientes con cancer, €s por esto que
la estrategia de inmunoterapia debe ser implementada con base en el tipo de tumor y
microambiente tumoral, ya que la estimulacion del sistema inmune puede verse afectado
por diferentes factores asociados a tumor (Ochsenbein et al., 1999). Sin embargo la
radioterapia, quimioterapia y la edad del paciente también pueden afectar la estrategia de
inmunoterapia. Las interacciones complejas entre los diferentes tipos de células y el
microambiente tumoral regulan el crecimiento tumoral, progresién, metdstasis y
angiogénesis. El microambiente tumoral es considerado inflamatorio, por lo que la
activacion del sistema inmune innato (macréfagos y otros) juega un rol importante en la
progresion del tumor (Harimoto er al., 2013). Algunos estudios han descrito factores
secretados por tumores implicados en la disfuncién de las células presentadoras de
antigenos. IL-10, VEGF y TGFp estan relacionados con la inhibicién en la diferenciacién
de las CD por supresion de la actividad de NF-xB (factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras Kappa de las células B activadas) a partir de precursores mieloides.
También factores solubles del tumor como TGF, IL-1pB, IL-12, PG y ROS permiten la
diferenciacion de precursores mieloides en células con actividad inmunosupresora MDSC
(CD11b, Gr-1 CD14-/+, CD15, CD33) que producen inactivacién y anergia de linfocitos
T efectores y expansion de los T reguladores via IDO (indoleamina 2,3-dioxigenasa) y
arginasa (Yu et al., 2013), otros factores asociados al tumor que participan en la
inhibicién de la maduracion de CD son TGFp, acido lactico, COX-2 y PGE2 (Hargadon,
2013). Finalmente in vivo las células dendriticas maduras, inmaduras, precursores
linfoides y mieloides de pacientes con cancer pueden ser transformadas en células

dendriticas reguladoras mieloides (CD11c, B7-H1, B7-DC) y reguladoras plasmocitoides
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(CD19, B220/CD45RBDCA-4) por secrecion de factores tumorales y membranales como
TGFB, PGE2, CCL2, CXCL1, CXCLS, IL-6, IL-10, TNFa e IFNa (Wang et al., 2013),
por lo tanto estas células reguladoras producen una disfuncién y deplecion de las APC con
disminucién e inhibicién de los linfocitos T efectores (CD4" y CD8") supresores de
tumor y aumento los T reguladores (CD4" CD25" FOXP3") que secretan IL-10 y TGFp
suprimiendo la actividad citolitica de los CD8" especificos de tumor con la consecuente
formacion de un microambiente tumoral con actividad inmunosupresora que permite la

evasion del sistema inmune y progresion del tumor (Steinman, 2012).

Hay evidencia que sugiere que en el microambiente tumoral también existe una poblacioén
de células que participan en la progresion del cancer, un subtipo denominado macréfagos
asociados a tumor (TAM) con fenotipo CD11b, CD206, CD68, CD163 (Liu et al., 2009)
que estd relacionado con un pobre prondstico para el paciente. Este subtipo celular expresa
un perfil parecido con los macréfagos activados por la via alternativa (M2), llevando a
cabo la secrecion de IL-10, TGF-B (implicadas en la diferenciacion de Th2 y Tregs),
presencia de receptores de manosa, arginasa, VEGF (angiogénesis), HIF, ROS y baja
expresion de IL-12, esta poblacion es diferenciada por factores asociados a tumor como
IL-10. Por lo tanto el microambiente tumoral influye en el sistema inmune innato y
adaptativo por lo que debe de ser considerado durante la seleccion del protocolo de

inmunoterapia (Tang, 2013).

2.5.1 Células madre tumorales (CSC)

Ultimas investigaciones han reportado que los tumores estdn conformados por diferentes
tipos de células, de las cuales la gran mayoria estan representadas por células cancerigenas
diferenciadas, el otro subtipo celular se encuentra en menor cantidad y lo conforman
células con capacidad de auto-renovacién y diferenciacion denominadas células madre
del cancer (CSC por sus siglas en inglés, Cancer Stem Cell), esta subpoblacion celular
permite el inicio y crecimiento tumoral, también es responsable del desarrollo de
metdstasis, hay evidencia suficiente que demuestra que las CSC son resistentes a las

terapias convencionales como la radioterapia y quimioterapia (Xiaoyi et al., 2013), por la
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cual pueden ser las responsables de la recurrencia de la enfermedad inclusive afios mas
tarde de que el paciente se ha recuperado de la neoplasia, por lo tanto la eliminacién
completa de estas células madre del cancer es indispensable para la erradicacion del
tumor y datos publicados en la actualidad (véase mas adelante; Inmunoterapia en modelos
animales) demuestran que la inmunoterapia es capaz de destruir a las células madre del
cancer (CSC), actuando de manera eficaz en modelos in vivo, produciendo regresion
tumoral, mayor tasa de sobrevivencia y alargamiento de la vida de los individuos con

cancer sometidos a inmunoterapia (Huang et al., 2013).
2.6 Inmunoterapia del cancer

El objetivo de la inmunoterapia del cdncer es potenciar la respuesta inmunitaria débil del
huésped frente a los tumores, logrando destruir las células cancerigenas con la
recuperacion clinica del paciente. Las respuestas inmunitarias frente a los tumores pueden
ser especificas de antigenos tumorales y no dafian a la mayoria de las células normales, por
lo tanto la inmunoterapia es considerada como un tratamiento especifico del cancer. La
eliminacion del cdncer por la estimulacion y activacion del sistema inmunoldgico fue
observado desde el siglo XVIII, cuando se determiné que pacientes con cdncer que
cursaban cierto padecimiento bacteriano presentaban un efecto antitumoral que permitia la
regresion tumoral con recuperacion clinica de la enfermedad, por ejemplo individuos con
cancer demostraron completa regresion tumoral después de recuperarse de una infeccion
por Erisipela spp. (Ito and Chang., 2013). En un estudio se utiliz6 una endotoxina extraida
de Streptococcus spp. y Serratia marcescens como vacuna terapéutica aplicada a mds de
300 individuos con linfoma y sarcoma, observando una respuesta eficaz de regresion
tumoral en 63% de los pacientes con sarcoma y de 52% en los pacientes con linfoma,
actualmente se conoce que los PAMPs (patrones moleculares asociados a patégenos)
presentes en los microorganismos producen una activaciéon del sistema inmune innato
inespecifico a través de las células dendriticas y macréfagos via receptores tipo toll (TLR),
NODI1 y NOD?2, receptores de manosa y lectinas (Akira et al., 2001), por lo cual estas
células presentadoras de antigeno pueden expandirse y empezar a procesar antigenos
tumorales y presentarlos al sistema inmune adaptativo, linfocitos T CD4" y CDS8*. La

cascada de activacion de los leucocitos también permite la secrecidn de citocinas que
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tienen como objetivo el reclutamiento y activacion de mds células citotoxicas con el
consecuente rechazo tumoral, algunas células también implicadas en estos mecanismos
son NK y TNK (Colvin et al, 2009). Por lo tanto hoy en dia la inmunoterapia es
considerada la cuarta terapia del cdncer (después de la cirugia, quimioterapia y
radioterapia) es una novedosa y eficaz alternativa para tratamiento del cancer, que puede
ser utilizada en etapas tempranas de la enfermedad o incluso en cancer avanzado con
metdstasis, en los dultimos afios diversos cientificos han publicado resultados
prometedores sobre el uso de la inmunoterapia en pacientes humanos con cancer (véase

mds adelante) (Engels and Uckert, 2007).

Uno de los principales problemas del uso de la inmunoterapia es debido a que en la
clinica es utilizada como ultimo recurso de terapia contra el cdncer, es decir, en etapas
tardias de la neoplasia, en lugar de ser seleccionada como primer método de tratamiento
(Friedmann and Eshhar, 2006). La terapia aut6loga con células T es un tratamiento que se
usa para ayudar al sistema inmunitario a combatir enfermedades tales como el cancer e
infecciones por virus (Leen et al., 2006). Este procedimiento incrementa el nimero de
células T in vitro con capacidad de destruir células cancerosas mediante efectos citotoxicos
y favoreciendo el reclutamiento de mas células antitumorales (Young et al., 2007). Estos
linfocitos T citotéxicos expandidos in vitro mediante el empleo de ciertas citocinas (véase
abajo) se devuelven al paciente para ayudar al sistema inmunitario a combatir el cncer
(Zhang et al., 2009). Por ejemplo a través del empleo de células de defensa, globulos
blancos o sus moléculas producidas como: inmunomoduladores; IL-2, IL-6, IL 8, IL-12,

IL-15, IFNy, IFNa, TGFp etc. (Gao et al., 2013).

2.6.1 Tipos de inmunoterapia

Existen diferentes tipos de inmunoterapia, como ejemplo el uso de citocinas exdgenas (IL-
2, IL-12, GM-CSF, TNF e IFNa) o el uso de células linfoides activadas in vitro, que
surgen en los afios 80s a partir del descubrimiento de la interleucina-2, se llevaron a cabo
ensayos en ratones con sarcoma inducidos por metilcolantreno, en los cuales se aplicaba
IL-2 hasta lograr suprimir el crecimiento del tumor (Bubenik, 1989), sin embargo, la

administracion exdgena de IL-2 requiere de dosis periddicas muy altas para llevar a cabo
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un efecto antitumoral, las cuales pueden ser muy toxicas y causar la muerte del paciente.
Afos mds tarde surgié un tipo de tratamiento contra el cdncer llamado terapia autéloga
que consiste en extraer poblaciones celulares de leucocitos del paciente y después de
haberlas expandido ex vivo reintroducirlas para el desarrollo de un efecto antitumoral
(William et al., 2006). Un ejemplo de las primeras inmunoterapias con células linfoides
activadas in vitro son las células asesinas activadas por linfocina (LAK) con IL- 2
utilizadas en protocolos de inmunoterapia en glioma maligno (Huang et al., 2001) (véase
adelante), también los monocitos asesinos activados (AKM) y linfocitos infiltrantes de
tumor (TIL) (Joannei and Wroblewski, 2004) con resultados controversiales por la gran
cantidad de células reguladoras en el microambiente tumoral que pueden favorecer la
progresiéon del tumor. Algunas terapias  utilizan linfocitos T citotéxicos (CTL)
especificos de tumor como terapia autéloga, estimulados in vitro con anti CD3 en
combinaciéon con IL-2 recombinante a dosis bajas (Burger et al, 1995); las células
dendriticas (CD) diferenciadas y expandidas ex vivo obtenidas a partir de monocitos de
sangre periférica también se utilizan actualmente como vacunas en el tratamiento de
diferentes tipos de cancer (vacuna contra cancer de prostata, aprobada FDA) (Chun et al.,
2011), publicaciones recientes manifiestan el uso de células CIK (células asesinas
inducidas por citocina) con actividad antitumoral y sin restriccién al MHC como terapia
de tumores solidos, dicha poblacion relacionada con el perfil de NK y TNK (Sangiolo,
2011). Inui et al., 2013 sostiene que la inmunoterapia del cancer debe ser un
procedimiento personalizado, es decir, terapia individual para cada paciente, que serd
seleccionada en base al estado inmunolégico del mismo y el tipo de tumor que presenta.
Son dos los principales temas de la inmunoterapia del cdncer, la inmunizacién activa (por
ejemplo; antigenos tumorales, células tumorales muertas, CPAs, vacunas de ADN), que
depende de la capacidad del paciente in vivo para generar una respuesta inmune
antigeno-especifica que pueda lograr la regresion tumoral mediante diferentes estrategias
de inmunizacién y la inmunoterapia pasiva (anticuerpos y linfocitos T) que es la
transferencia de células autdlogas especificas de tumor, que pueden ser expandidas y
sensibilizadas ex vivo y devueltas a su hospedador, por ejemplo linfocitos T CD8"
citotoxicos especificos de tumor extraidos a partir de sangre periférica en terapia integral

combinada con citocinas o el uso de anticuerpos monoclonales especificos de antigeno
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tumoral, que pueden neutralizar ciertas moléculas tumorales o activar la citotoxicidad

celular dependiente de anticuerpo (McLaughlin ef al., 2001; Kakimi et al., 2009).

2.6.2 Estudios de inmunoterapia en pacientes humanos

En los udltimos 20 afios se han reportado numerosos casos de inmunoterapia en pacientes
humanos con cancer, los cuales después de varios meses o anos de terapia convencional
no observaron la regresiéon del tumor por lo que aceptaron someterse a alglin
tratamiento alternativo. Multiples pardmetros clinicamente modificables pueden
comprender los protocolos de terapia celular autéloga, incluyendo la dosis celular y
fenotipo, la técnica de aislamiento y expansion de células del sistema inmune, la re-
estimulacién con antigeno in vivo y el apoyo en combinaciéon con citocinas. Sin
embargo, la contribucidn relativa de cada uno de estos componentes individuales a la
magnitud de la respuesta antitumoral ain no se han cuantificado en la mayoria de los

ensayos (Klebanoff ez al., 2011).

En un ensayo se llevé a cabo un protocolo de inmunoterapia interactiva en pacientes
con edad avanzada, el cual consisti6 en 100ng GC-MAF, via intramuscular por
semana, combinada con terapia de células LAK por dos meses, 1x10’ células por
semana, altas dosis de vitamina C via intravenosa por semana, acido alfa lipdico
(600mg) y vitamina D3 (10000UI) via oral por semana. El paciente 1 (71 afios) con
carcinoma timico con metdstasis pulmonar, recibié 24 semanas de inmunoterapia
integrativa, no se observo progresion del cancer en los siguientes 12 meses después de
finalizada la terapia. El paciente 2 de 74 afios con céncer de prdstata con metastasis 0sea,
recibié inmunoterapia integrativa 12 semanas, 9 meses después del inicio de la terapia
los tumores metastdsicos habian desaparecido, el paciente 3 es una mujer de 72 afios de
edad, con céancer de higado, recibié 24 semanas de terapia integrativa combinada con
radiacion, 12 meses pos-terapia ya no mostré recurrencia local o metéstasis (Kimura and
Yamaguchi, 1995). Un estudio de inmunoterapia se llevo a cabo con células LAK e IL-
2 en 105 pacientes con cdncer pulmonar  primario, después de una resecciéon no

curativa. La mitad de los pacientes (grupo control) recibieron una terapia estdndar de
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dos ciclos (vindesina, cisplatino y mitomicina C), la otra mitad recibié inmunoterapia,
7x10° U/dia de IL-2 via intravenosa por tres dias consecutivos, al segundo dia 1-5
x10° (dosis tnica) de células LAK via intravenosa fue administrada, el criterio principal
de valoracion fue la supervivencia de los pacientes, los resultados indican que la tasa de
supervivencia de 7 afios fue estadisticamente mayor en el grupo de inmunoterapia que

en el grupo control (39.1% vs. 12.7%, P< 0.01) (Ingram et al., 2000).

Se report6 el caso de un joven con glioma maligno recurrente, el individuo no respondia
a tratamientos intensos de quimioterapia, radiacién y reseccidén quirdrgica, recibid
administracién autéloga de linfocitos asesinos activados (LAK) en combinaciéon con
dosis bajas de IL-2, once meses después del inicio de la inmunoterapia el paciente
alcanz6 la remision completa del tumor, confirmado por tomografia por emision de
positrones-glucosa (PET), veintiséis meses después el paciente continuo atn en estado
de remisiéon (Huang et al., 2001). Hayes et al., 2001 utilizaron un protocolo de
inmunoterapia celular adoptiva con LAK activados in vitro por 4-5 dias en
combinacion con altas dosis de IL-2 en 28 pacientes con glioma maligno (prondstico de
vida 56 semanas pos-tratamiento convencional), refractarios a la terapia convencional, el
protocolo consistié en ciclos cada dos semanas en un periodo de dos meses, los
resultados indicaron que seis pacientes mostraron un periodo de vida de mas de dos afios
pos-inmunoterapia, dos pacientes vivieron mdas de ocho afos, adicionalmente se
observo efectos secundarios de fiebre y dolor de cabeza con dosis altas de 1L-2 que
fueron controlados. En Hong Kong se realizé un estudio de inmunoterapia adoptiva en
21 pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC) en atapa Il y IV
(prondstico de vida un afio), con previo tratamiento de quimioterapia y radiacion, la
inmunoterapia consistié en un ciclo de vacunas, células de tumor autélogas irradiadas,
tomadas a partir de biopsia (ganglios linfaticos, higado, pulmén y hueso),
adicionalmente se aplic6 GM-CSF al dia uno, seguida por solo GM-CSF al dia dos y
cinco, el tratamiento se repitid6 a los 10-14 dias posteriores. Los linfocitos fueron
colectados dos semanas después de sangre periférica y expandidos in vitro con IL-2 'y
anti-CD3, los linfocitos activados fueron devueltos via intravenosa. 19 de 21 pacientes

presentaron reacciones de hipersensibilidad (DTH) después de la vacunacién, la
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sobrevivencia medio de todos los paciente fue de 18.6 meses con reduccién de los
tumores (Chan et al., 2003). Un paciente de 52 afios con presencia de melanoma
recurrente y metdstasis a pulmén, cavidad abdominal, cavidad pélvica y sistema
nervioso central, diagnosticado por PET y CT, recibi6 una terapia aut6loga de Linfocitos
TCD4" expandidos in vitro, especificos para antigeno tumoral de melanoma NY-ESO-1,
el paciente recibié una Unica infusion de 3.3x10° células TCD4" por m’ de superficie
corporal, 2 meses después de la inmunoterapia por medio de PET y CT se rebel6 la no
presencia de la enfermedad, 22 meses después no se mostré evidencia de recurrencia, a
los 26 meses el estado de rendimiento del paciente era de 90-100%, no se observaron

efectos autoinmunes secundarios (Hunder ef al., 2008).

Las células presentadoras de antigeno (CPA) juegan un papel critico en el inicio de la
respuesta inmune antitumoral. En un estudio se generaron células dendriticas a partir de
precursores sanguineos, con estimulos de varias citocinas (IL-4, GM-CSF, TNFa, IL-6)
por 7 dias y al final se mezclaron con células muertas de mieloma para captacion y
procesamiento de antigeno, se administraron como terapia autéloga para activar la
respuesta inmune humoral y celular, seis pacientes humanos con mieloma multiple en
estado avanzado fueron sometidos a 1x10% células dendriticas por ciclo, via subcutinea,
por 4 ciclos, la respuesta inmunolégica de CD4" y CD8" incremento después de la
segunda inmunoterapia, se observé en cinco de los seis pacientes una reduccion del
25% de proteina monoclonal del mieloma con un mejoramiento clinico los préximos
meses después de la terapia (Rosenblatt, 2008). Se llevé a cabo la terapia celular
autéloga con linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) en pacientes con melanoma, en el
pasado los TIL presentaron resultados controversiales en protocolos de terapia autéloga
debido a la gran cantidad de células reguladoras en el microambiente tumoral, sin
embargo, estudios anteriores mostraron una correlacion entre periodos cortos de cultivo
de TIL y una respuesta clinica. Por lo tanto, se utiliz6 una nueva técnica de produccion
de TIL en un periodo corto de cultivo (18 dias). 20 pacientes con melanoma fueron
transfundidos con un promedio de 20-40 x 10° TILs via intravenosa. El 50% de los
pacientes logré una respuesta clinica objetiva de acuerdo con los criterios de evaluacion

en tumores solidos, incluyendo dos remisiones completas en curso y ocho respuestas
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parciales. La mitad de los 20 pacientes que respondieron fueron aquellos que fueron
infundidos con la mayor cantidad de células. Los 10 pacientes que respondieron
actualmente (2013) siguen vivos. Cuatro pacientes demostraron estabilizaciéon de la
enfermedad. Los efectos secundarios fueron transitorios y manejables (Besser et al.,
2010). Un ensayo de fase II examino la viabilidad de la infusion de células expandidas
ex vivo enriquecidas en células T NKG2D* CD3* CDS8", se infundieron 1x10° células
por ciclo, 1, 2, 4 y 8 semanas, en combinacién con dosis bajas de IL-2 (6 x 10°
IU/m*/dia) por 4 semanas. 19 pacientes con mieloma fueron evaluados, todos los
pacientes terminaron el protocolo de inmunoterapia, todos los pacientes mostraron un
aumento en el ndmero de células circulantes NKG2D" CD3" CD8"* células/mL (P
<0.004), CD3" CD8" células/mL (P < 0.04), CD3" CD8" CD56" células/mL (P <0.004) y
NKG2D" CD3” CD56" células/mL (P<0.003). La citotoxicidad dirigida por las células
mononucleares circulantes a células de mieloma aumenté después del trasplante (P <
0.002). La adicién de células enriquecidas para NKG2D" CD3" CD8* aumentaron la
inmunidad especifica de tumor, como se demuestra por un aumento de la lisis de células

de mieloma autologas (P= 0.02) (Meehan et al., 2013).

2.6.3 Ensayos de inmunoterapia en modelos animales

Los modelos animales juegan un papel critico en la evaluacion de la inmunoterapia.
Dada la funcién como factor de crecimiento de los linfocitos T la IL-2 ha sido
ampliamente utilizada en numerosos protocolos de inmunoterapia; en ratas Wistar con
cancer de mama (LDLX43) Grupo 2 (12 ratas): recibieron una dosis diaria intratumoral
delL-2 (5 X 10° IU /dia) por 7 dias, y 1x10” TIL (linfocitos infiltrantes de tumores)
que fueron inyectados cada 2 dias por 6 dias. Grupol (10 ratas): grupo control. El
grupo con inmunoterapia respondié en un 42%, del cual el 25% mostré una regresion
parcial del tumor y el 17% mostré una regresion completa tumoral, mostrando
infiltracion linfocitaria, indicando que las células T median la respuesta antitumoral (Liu
etal., 1996). El requerimiento de células T especificas para antigeno en la erradicacion
del cdncer ha sido demostrada en multiples modelos animales, sin embargo, la
combinaciéon con células dendriticas en terapia de células T autéloga requiere de

intervalos Optimos de administracién para obtener un sinergismo de ambos tipos
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celulares. En un modelo murino, inoculados con adenocarcinoma (MC38/CEA2) se
establecié un protocolo de inmunoterapia con células dendriticas y transferencia de
células T especificas (ensayo in vitro IFN-y Elispot), los ratones fueron inyectados (iv)
con 1x107 células T 'y siguiendo con 1x10° (sc) células dendriticas, al dia 1, 3y 7. La
administraciéon al mismo tiempo de ambas células mostré un efecto de sinergismo
(55)4105 T), cuando el tratamiento fue solamente con células dendriticas el valor fue de
(23)(105 T) vy aplicando solo células T (15)(105 T), en este estudio se observd que las
células T empiezan a decrecer al dia 7 de la aplicacién final, sin embargo vuelven a
incrementar ante una inyeccion de CD. In vivo la combinacion de células dendriticas y
células T mostré6 mayor inhibicién del crecimiento del tumor compardndola con la
aplicacion de células dendriticas unica (Young et al., 2007). E1 CTVT (tumor venéreo
transmisible canino) en la actualidad es utilizado como modelo para el estudio de
cancer, por su caracteristica inusual de poder ser transmitido entre todos los individuos
de la especie canina, sin importar el haplotipo del MHC. Las células NK destacan por su
gran potencial para destruccion de células tumorales en el organismo, sin embargo
algunas células cancerigenas han desarrollado diferentes estrategias para escapar del
efecto antitumoral de las NK, por ejemplo, a través de un efecto inmunosupresor por
secrecion de Factor de crecimiento tumoral  (TGF-B) en el microambiente tumoral. Se
realiz6 un estudiopara evaluar los efectos de la inmunoterapia in vivo, utilizando
plasmidos IL-6 y IL-15 en un modelo de tumor venéreo trasmisible en caninos (TVT).
Se inocularon 6 perros Beagle, con una concentracién de 1x10° células de un cultivo
fresco TVT, via subcutdnea en la parte dorsal en 6 sitios, 15 dias posteriores a la
inoculacién cuando las masas tumorales median 2 cm aproximadamente, se prosiguio
con el tratamiento intratumoral de plasmidos mediado por electroporacion ; Grupo A
(3 perros) IL-6, IL-15 (Img/mL/cada una), Grupo B control, sin plasmidos. Los
resultados observados fueron que el tratamiento con pldsmidos inhibi6 el crecimiento
tumoral, pero el tratamiento sin pldsmidos permitié el crecimiento tumoral progresivo
(6 cm). La expresion de MHC en células tumorales se incrementd de un 5.9% a un 34%.
La proporcién de TIL también se elevd significativamente 6.96 + 0.23% a 21.63 +
5.40%. La IL- 6 es utilizada como un antagonista de TGF-B. La IL-15 tiene un efecto

promotor y de estimulacion de las NK (Chung et al., 2009). En un modelo murino se
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realiz6 la transferencia de células CD8" expandidas in vitro como tratamiento de
tumores grandes establecidos B16 de melanoma. Se comprobd que ademds de la dosis
de células (104, 105, 106, 107) y la reestimulacién in vivo de antigeno, también influy6
la dosis y tipo de citocinas incluyendo IL-2, IL-7, IL-15, e IL-21 en la regresion del
tumor. El mayor efecto antitumoral, tamafio del tumor y sobrevivencia se observd con
una dosis celular de 1x107. Se encontré que la dosis de células dependia del estado de
diferenciacion de las células T, encontrando un efecto similar antitumoral con el uso de
10* células madre de memoria central (TCM) en comparacion con los ratones infundidos
con 10’ linfocitos T CD8" poblacién total. Sorprendentemente, aunque el nimero total
de IL-2 dosis se correlaciond con la regresion del tumor, ningin beneficio significativo
se observo después de la administracion de la sexta dosis. Por otra parte, las demads
citocinas mostraron un efecto significativo similar antitumoral, con un efecto

dependiente del aumento de la dosis (Klebanoff et al., 2011).

En el 2011 se evalu6 un protocolo de inmunoterapia (vacuna terapéutica) basada en la
administracion de células hibridas de TVT/célula dendritica, en 3 perros Beagle se
inocularon 1x10% células de TVT via subcutdnea, 3 perros se utilizaron como control sin
vacunar, 2, 4 y 6 semanas posterior a la inoculacién se realiz6 en esquema de
vacunacién (1x10® células fusionadas) y se obtuvieron los resultados, el grupo vacunado
mostro una regresion tumoral en la semana 5 comparado con la regresion tumoral del
grupo control que ocurri6 en la semana 7, en esta etapa el tamafio del tumor sin vacunar
fue de 174cm’, comparado con los 52cm’ del grupo vacunado (Pai ef al., 2011). Se
realiz6 un estudio de inmunoterapia en roedores TA2 con cdncer de mama triple
negativo (TNBC), 60 ratones se dividieron al azar en 3 grupos: grupol: GM-CSF
combinado con antigenos asociados a las células madre del cancer de pecho y CpG;
Grupo 2: DC-CIK: Infusién de células dendriticas con citocina inductora de NK; Grupo
3: PBS control. Después de la terapia al dia 17, los tumores en el grupo 1 y 2 eran mas
pequefios de tamafio en comparacion con el grupo PBS, al dia 27 los tumores del grupo
1 eran mas pequenos que los del grupo 2 y 3, todos los ratones del grupo 3 murieron al
dia 32. Al dia 60, 8/10 ratones del grupo uno estaban vivos y en 3/8 hubo regresién

completa del tumor, en el grupo 2 solo 2/10 vivieron. Los linfocitos del bazo del grupo
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1 y 2 fueron activados, mostrando un 93.86%, 85.39% y 56.73% de células T CD3"
CD8" para el grupo 1, 2 y 3 respectivamente (Xiaoyi et al., 2013).Yang et al., 2013
realizaron un estudio in vivo en un modelo murino (Balb/C), en el cual utilizaron células
NK92 insensibles al TGF-B por modificacion genética de este subtipo celular, a todos
los grupos de ratones se les administré una dosis tnica de 1x 10°células Calu-6
(carcinoma pulmonar) subcutidneamente al dia O (24 ratones), como tratamiento los
ratones del grupo A recibieron solucién salina, los del grupo B fueron administrados
con 1x 10" células NK-92 transfectadas con un vector vacio y los del grupo C
recibieron 1 x 10" células NK-92 transfectadas con pIRES2-AcGFP-DNTMRII
administradas por la vena de la cola al dia 10 y 17 después de la administraciéon de
Calu-6. Todos los animales se sacrificaron al dia 65. El volumen del tumor mostr6 una
media de .302 cm’, .147 cm’, .047 cm® en el grupo A, B y C respectivamente, al dia 7
después de la segunda aplicacion de células NK92, demostrando que las células NK
modificadas previnieron el crecimiento tumoral. En el grupo C se vio disminuida la
metastasis pulmonar (p =0.008) y se increment6 la supervivencia, en el anélisis de
inmunohistoquimica de las muestras tumorales de los 3 grupos, no hubo infiltracion de
linfocitos en el grupo A 'y B, en el grupo C se observé gran cantidad de linfocitos
infiltrantes, concluyendo que la terapia adoptiva de células NK modificadas incremento
la respuesta inmune antitumoral. El uso de vacunas de DNA se ha llevado a cabo
mediante la inmunizacién con secuencias nucleotidicas en animales que codifican para
una proteina contra la que se busca obtener proteccion, bacterias, virus y céncer,
despertando una respuesta inmune de tipo Thl oTh2 de la via de inoculacién de la
vacuna. En un estudio con DNA xenogénico de pollo se buscé superar la barrera de
tolerancia inmunoldgica por antigenos asociados a tumor expresados por TVT en
perros, proteina shock térmico 70 (HSP70), en TVT se ha reportado la sobre-expresion
del antigeno propio HSP70. Se implementaron tres estrategias de vacunacién con DNA
xenogénico de pollo, la primera fue profildctica en la cual se aplicé 100ug DNA en cada
vacuna (3 dosis), la primera y segunda vacuna por via intradérmica seguida con
inoculacion del TVT, 15 dias después se aplic6 una vacuna por via intramuscular. El
segundo esquema consistid en lo mismo pero la tercera vacuna se aplic6 via

intradérmica también. El tercer esquema fue terapéutico se inoculo TVT enel dia 1 y
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una semana después se aplico 100ug de DNA, la segunda y tercer vacuna fueron una y
tres semanas después respectivamente, todas por via intradérmica. Los resultados
muestran inhibicién del crecimiento tumoral utilizando la primera estrategia de
vacunacion, la cual fue terapéutica y utilizo como variante la via intramuscular para
inoculacién del DNA, en esta el crecimiento tumoral fue suprimido a partir de la semana
seis logrando una regresion completa a la semana doce post-inoculacién del TVT,
contrario al grupo control que presentaban constante crecimiento hasta la semana 18 que
fue el fin del experimento. Los otros dos grupos experimentales no presentaron regresion

tumoral (Ying et al, 2011).

2.7 IL-21y activacion de linfocitos T

Las células dendriticas maduras presentan moléculas de MHC cargadas con antigeno a
linfocitos T CD8" actuando como sefial 1 de activacién, TCR-MHC, las moléculas co-
estimuladoras (por ejemplo CD80", CD68") actiian como Sefial 2 y finalmente las
citocinas actiian como sefial 3 en el proceso de generacion de células T CD8" efectoras
funcionales. La principal funcién de los linfocitos T CD8" citotéxicos linfocitos (CTL),
es destruir células infectadas viralmente y células transformadas malignas. El encuentro
con el antigeno entre una célula T CD8* y una CD induce la adquisicién de funciones
efectoras citotoxicas. Estas funciones son predominantemente mediadas por la liberacion
de perforina, una proteina que altera la membrana y granzimas, una familia de proteasas
de serina (Rochman et al., 2009). Las citocinas son las proteinas de comunicacion del
sistema inmunitario, que tienen funciones importantes relacionadas con la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia. Las citocinas se secretan como moléculas de
sefalizacion con efectos decisivos sobre la hematopoyesis, la inmunidad innata y
adaptativa (Boyman et al., 2007). Aunque la IL-2 fue identificada en 1976 y aprobada
para uso clinico en 1992, el entendimiento sobre su funcién efectora ain sigue
evolucionando. IL-2 promueve la activacién y proliferacién de CD8" y puede inducir la
regresion del cédncer cuando se administra a pacientes. Sin embargo, la IL-2 también
induce la muerte celular (AICD) y el desarrollo de las células T reguladoras
(Waldmann, 2006), por lo que es necesario la evaluacion de diferentes citocinas para el

desarrollo de CD8". La interleucina 21 (IL-21) es una novedosa citocina producida por
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las células activadas del subtipo T CD4", células T asesinas naturales (NKT) y CD. La
IL-21 es parte de una familia de citocinas que incluyen a IL 2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15
que tienen en similitud compartir el receptor de IL-2 cadena y comun (yc) también
conocido como CD132. La glicoproteina yc es un miembro de la familia de receptores
de citocina tipo 1 que se expresa en la mayoria de los las poblaciones de linfocitos. Por
otro lado el receptor de IL-21 (IL-21R) se expresa ampliamente tanto en células de
linaje mieloide y linfoide (Spolski and Leonard, 2007). IL- 21 tiene como accién la co-
estimulacién de la diferenciacion de células B y produccién de inmunoglobulinas, actia
como mitégeno de células T, estimulaciéon de NK y diferenciacion de T CD8"
citotoxicos. Inicialmente la IL- 21 fue reconocida por su propiedad anti tumoral en
varios modelos preclinicos de cdncer, que justifican su desarrollo clinico como una
inmunoterapia del cdncer. Por otra parte, la IL-21 aumenta la capacidad de las células T
CD8" para mediar la regresién del tumor en la terapia autloga. Por su capacidad para
promover respuesta antitumoral mediada por CTL, la IL-21 ha entrado en ensayos
clinicos humanos en pacientes con melanoma metastasico y carcinoma de células renales
(Thompson et al., 2008). La IL-21 al igual que la IL-2 estdn codificadas por genes
adyacentes, separados por aproximadamente 180kb en los seres humanos y 95 kb en
ratones, presentan secuencias similares de intrones y exodnes, lo que sugiere que
surgieron por la duplicacion de genes, también gran homologia en cuanto a estructura.
IL-21R estd mas estrechamente relacionada con la IL-2R (Parrish et al., 2002). Al igual
que la IL-2, la IL-21 puede promover la funcién efectora de citotoxicidad en células T
CD8". Se sabe que la IL-21 regula positivamente la funcién efectora citotxica y la
expresion de la molécula co-estimuladora CD28. Por otra parte, IL-21 promueve la
actividad antiviral del VIH-1 inhibiendo su replicacién in vitro. Por lo tanto, la IL-21
puede ser una molécula favorable para la inmunoterapia y un adyuvante de vacuna
adecuado en individuos infectados por el VIH. IL-21 induce su funcién por la
fosforilacion de STAT?3. Por el contrario, las demas citocinas de la misma familia
preferentemente activan STATS (Hinrichs et al., 2008). En un estudio se compar6 el
potencial citotoxico de células T cultivadas con IL-21 o IL-2, IL-7, IL-1 y reactivadas
con antiCD3. La lisis dirigida a células diana promovidos por los linfocitos T pre

activados con antiCD3 y estimulados con IL-21 fue aproximadamente dos veces mayor
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que lo observado por las otras citocinas (p<0.01). La adicién de dcido (EGTA) durante
el ensayo de citotoxicidad redujo la lisis de las células blanco, lo que sugiere que la
actividad de citotoxicidad promovido por la IL-21 es dependiente en gran medida del
Ca2 que induce la liberaciéon de granulos citotéxicos. Para confirmar estos datos, se
analiz6 la transferencia de granzima B de LTc a las células diana. Las células efectoras y
diana se co-cultivaron en una relaciéon de 10:1 en presencia de solucién de sustrato
granzima B. la transferencia de la actividad de granzima B impulsado por las células T
estimuladas con IL-21 fue significativamente mds alto que el promovido por las células
tratadas con IL-2 (p<0.05). La adquisicién de moléculas citotéxicas en la linfocitos T
estimulados con IL-21 es acompafiado por la expresion sostenida de marcadores

caracteristicos de las células T de memoria (BCL6, CD27", CD28", CD62L y CD127%).

Esta observacion es consistente con otros estudios que describen la acumulacién in vivo
de células T CD8" de memoria en ratones transgénicos que sobreexpresan IL-21. Las
células T de memoria son capaces de auto-renovarse y mantener la capacidad para la
proliferacion y la diferenciacion secundaria. Por lo tanto, la IL-21 se consideraria
favorable para la inmunoterapia adoptiva con linfocitos T CD8" citotéxicos estimulados

por esta citocina (Parmigiani et al., 2011).

2.8 Tumor Venéreo Transmisible (TVT)

El Tumor Venéreo Transmisible Canino (TVT) también conocido como linfosarcoma
transmisible, sarcoma infeccioso, tumor de Stiker o granuloma venéreo es una enfermedad
tumoral genital que se presenta en perros (Canis familiaris) de ambos sexos (Kennedy et
al, 1977). Aunque de manera experimental puede ser transmitido a miembros de la familia
canidae como coyotes, lobos y zorros. Se describid6 por primera vez en 1876 por
Nowinsky como un tumor cuya transmision ocurre por trasplantacion de células tumorales
viables entre perros durante el contacto fisico-sexual (Harmelin et al., 2002). Tumor
venéreo transmisible (TVT) es conocido por ser un tumor inusual, con una caracteristica
transmision diferente al resto de los tumores hasta la fecha estudiados, su propagacién
clonal ha perdurado desde su origen (250-2500 afios atrds), junto con la enfermedad

tumoral facial del demonio de Tasmania (DFTD) que afecta a miembros de la especie
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Sarcophilus harrisii son los unicos tumores llamados canceres contagiosos no inducidos
por microorganismos (Murchison, 2009), ya que pueden trasplantarse entre todos los
individuos de su respectiva especie sin importar el haplotipo del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) entre el donador y receptor (Hsiao et al.,2002). Por lo tanto
desde su descubrimiento cientificos alrededor del mundo se han dado a la tarea de utilizar
el TVT como un modelo popular de estudio del céncer; enfocandose principalmente en
los mecanismos de evasion utilizados por el TVT para escapar de la vigilancia del sistema
inmunolégico y estudios de trasplante de tumor antes del desarrollo de modelos singénicos
de roedores, aunque para tener mas de un siglo de haberse descrito, hoy en dia su
naturaleza de propagacion clonal entre individuos y rompimiento de las reglas de la
barrera conocida como MHC es pobremente entendido (Siddle and Kaufman, 2013), sin
embargo, algunos autores apoyan esta teoria de la transmision clonal del cancer, donde
proponen que el TVT es causado por la propia célula cancerigena que es trasplantada e
implantada en el nuevo individuo, es decir, la misma célula tumoral es el agente
infeccioso que se desarrolld6 como un pardsito y adquiri6 la capacidad de poder ser
transmisible, siendo el tnico tumor que puede ser trasplantado entre individuos de la
misma especie superando la barrera del complejo mayor de histocompatibilidad
(Mukaratirwa and Gruys, 2003). Por el contrario otros investigadores sugieren que el
TVT tiene causa viral, ya que en estudios con células neopldsicas de TVT han encontrado
la presencia de particulas virales de la familia del papilomavirus (Allejo and Gimbo,
1965), este tema todavia presenta controversia, por lo que el agente etioldgico es atin

desconocido.

Figura 3. Tumor con forma de coliflor caracteristico de TVT en la vagina de una hembra

(Fotografia tomada y modificada de Pineda et al., 2010).
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La distribucion del TVT es mundial, ha sido reportado en los cinco continentes y no tiene
predisposicion alguna, ya sea por raza o sexo dentro de la especie canina, pudiendo estar
en mayor riesgo aquellos canidos que han pasado la etapa de madurez sexual y que estdn
en constante contacto fisico, se presenta con alta prevalencia en regiones tropicales,
considerada endémica de estas zonas, encontrdndose principalmente en poblaciones de
canidos de vida libre (Chiang et al., 2012). La exfoliacién y trasplante de células es su
principal forma de transmisiéon. Naturalmente su propagacién ocurre entre canidos a
través del contacto sexual (coito), sin embargo, también se menciona el contagio del tumor
por mordeduras, lamidos o rascados de zonas infectadas por individuos susceptibles. La
implantacion del tumor se ve facilitada por la presencia de cualquier lesién en la mucosa o
pérdida de su integridad. TVT presenta una localizacion predominante en las membranas
mucosas de 6rganos genitales (Figura 3); la base del pene en machos y vestibulo de la
vagina en hembras, también se ha reportado metéstasis en cachorros o perros
inmunocomprometidos hacia regiones extragenitales como o0jo, nariz, pulmén, higado,

cerebro, piel, bazo y ganglios linfaticos cercanos al tumor (Ramirez et al., 2010).

Por otro lado de manera experimental el TVT presenta un comportamiento de
crecimiento caracteristico conformado por 3 etapas que culmina con su regresion
espontdnea a partir de las diecisiete semanas después de su inoculacién; primero con una
fase de crecimiento progresivo con duracion de doce semanas, una fase estdtica sin
disminucién o crecimiento alguno (cinco semanas) y una fase de regresion tumoral que se
presenta después de la semana diecisiete post-inoculacién con un periodo de duracién de
dos a doce semanas, conociendo poco del mecanismo celular y molecular que conlleva a
su regresion espontdnea, sin embargo, no hay reportes que concluyan con datos, cifras o
frecuencias sobre la aparicion de una u otra forma de presentacion: metastdsica o de
regresion espontdnea del TVT en la naturaleza, aunque se cree que la apariciéon de una
forma de presentacion o la otra dependa del estado del sistema inmunolégico (Linfocitos
infiltrantes de tumor y citocinas, respuesta humoral), por ejemplo la metastasis aparece en
perros irradiados o cachorros recién nacidos inoculados experimentalmente, o contrario

aquellos individuos que se han recuperado de la enfermedad son protegidos frente a la re-
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infeccion, también se ha observado menor susceptibilidad a la enfermedad en cachorros

cuyas madres estuvieron expuestas al TVT (Salamanca et al., 2008).

2.8.1 Caracteristicas clinicas y citologicas del TVT

El TVT es un tumor con rara mortalidad, que responde de manera eficiente a protocolos
de quimioterapia (90% efectividad) (sulfato de vincristina O.5—O.7mg/m2, cada semana por
2-8 semanas) Yy radioterapia, sin embargo, puede haber un 58-68% de recurrencia en los
casos tratados (Gonzélez et al., 2000). El periodo de incubacién es de 15-60 dias después
de su inoculacién, puede crecer lentamente o ser rdpidamente invasivo. El TVT es un
tumor de 6rganos genitales vulva y pene de los canidos (presencia de descarga vulvar y
prepucial). En la clinica se puede describir al tumor del TVT con la apariencia de una
coliflor con un didmetro 10 cm o mas, conformada por multiples pequefios nédulos que
pueden observarse a partir de los 15 dias-6 meses después del contagio, la masa presenta
una apariencia friable y coloracién rojiza de la cual se desprende sangre de manera
constante que fluye al exterior de la vagina o pene, siendo un signo clinico tipico del TVT
que puede ser confundido en hembras con la etapa de celo, en muchas ocasiones el tumor
puede estar combinado con infecciones secundarias oportunistas que le dan a la zona
genital una apariencia blanquecina y exudativa. En el macho puede aparecer como signo
clinico la fimosis del pene (De la Sota et al., 2000). Al anélisis microscépico (Figura 4)
se observa un cultivo de células con forma de redonda a poliédrica, con un nucleo central
y prominente nucléolo, 1 o 2 nucléolos, el citoplasma es ligeramente granular, con
presencia de vacuolas y eosinofilico, sin embargo, se han descrito 2 tipos de células en las
diferentes etapas de TVT (progresion y regresion), en la primera con apariencia redonda y
microvellosidades y en la etapa de rechazo con apariencia fusiforme. Al anélisis
histopatologico TVT es un tejido homogéneo cuyas células crecen con frecuencia en
hileras. Como se coment6 al principio el TVT no tiene predisposicién por el sexo, pero
algunos autores mencionan mayores casos de metdstasis en hembras que en machos,
sugiriendo sensibilidad hormonal, mientras que otros manifiestan mayo predisposicién en
machos. En perros con TVT con tumores voluminosos se puede observar en

agrandamiento de ganglios linfaticos regionales (Harmelin ef al., 2002).

29


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242702000363

-e
»
oD
-

é"
2

el

Fats:
30
=

Figura 4. Microscopia de células de TVT con aspecto vacuolar en el citoplasma (Fotografia tomada y

modificada de Salamanca ef al., 2008).

2.8.2 Origen e inmunogenética del TVT

Los genes DLA (Dog leukocyte antigens) clase I y clase Il en el perro (complejo mayor de
histocompatibilidad) son altamente polimorficos. Genes clase I: DLA12, DLA79, DLASS8
y DLAG64. Genes clase II: DLA-DRB1, DLA-DQAI1, DLA-DQB1 y DLA-DRAI. Hasta la
fecha han sido reportadas, 100 DLA-DRBI1, 18 DLA-DQAT1 y 47 DLA-DQB1 secuencias
alélicas para clase II. DLA 88 clase I es el mds polimérfico clase I, 51 alelos han sido
identificados (Wagner et al., 2000). El TVT se clasifica en el grupo de tumoraciones de
células redondas junto con los linfosarcomas, mastocitomas e histiocitomas. El cariotipo
aneuploide del TVT a través de los afios ha permanecido estable, se analizaron perros de
Europa, Asia, América, Sudamérica y Africa y todos presentaron 57-59 cromosomas
difiriendo con las 78 cromosomas presentes en las células normales del perro, este
cariotipo incluye 15-17 cromosomas metacéntricos difiriendo de los 2 cromosomas
metacéntricos del perro, estas similitudes encontradas en todas las muestras procedentes
de los 5 continentes sugieren un origen comun del TVT (Bridgett and Ostrander, 2006).
La hipoétesis de que el TVT es causado por la propia cé€lula que puede ser trasplantada
como un aloinjerto se basa de estudios en los cuales se analizaron microsatélites, DNA
mitocondrial y el locus del complejo mayor de histocompatibilidad del perro (DLA) y de
una célula con TVT. Un dato importante es que el tumor solo puede ser trasplantado por
c€lulas viables de TVT y no por células muertas o filtrados celulares, como se mencion6
antes el cariotipo aneuploide de 59 cromosomas se mantiene en todas las muestras

tomadas de distintas partes del mundo, un marcador utilizado como diagnéstico molecular
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de TVT es la inserciéon de LINE 1 (transposable genetic element sequence) cerca del
oncogen Myc-c (5° primer exén) se ha encontrado en todos los especimenes analizados
hasta la fecha, pero que no se encuentra en las células normales del hospedador, todas
estas caracteristicas sugieren que el agente causal del TVT es la misma célula Murgia et

al.,2006).

Mukaratirwa and Gruys, 2003 mencionan resultados similares analizando muestras de
TVT de Francia, Jamaica, Jap6n, Kenia, Nigeria, Uganda, URSS y EUA, mismo ndmero
de cromosomas en todos los tumores (59 cromosomas), misma frecuencia de cromosomas
metacéntricos, esto se mantiene después de varios pasajes in vitro € in vivo. El nimero de
cromosomas se mantiene en el lugar primario y durante la metdstasis a tejidos distantes
(cerebro). Rearreglos del ADN que se mantienen en todos los tumores (Line 1 cerca de c-
Myc). Incluso en un modelo de xenoinjerto de TVT, en ratones SCID, las células
tumorales de TVT retienen las caracteristicas antes mencionadas. En un andlisis de
comparacion con muestras de TVT de diferentes paises, se evalu6 el DLA (4 genes) de los
hospedadores con tumor y los genes del MHC de la célula de TVT y se mostré que en
todos los casos el DLA (MHC clase I los exones 2 y 3 DLA88, MHC clase Il ex6n 2 de
DRB1, DQBI1, DQA1) de todas las muestras el haplotipo del hospedador y de la célula
de TVT era diferente, pero se confirmé que haplotipo de todos los tumores era el mismo
(Figura 5). Se llevé acabo la amplificacion por PCR de 21 microsatélites que estdn
dispersos en diferentes cromosomas en la célula normal del perro y se compararon en 11
perros de 5 los continentes las secuencias del tejido normal y las secuencias del tejido
afectado con TVT, mostrando que los tumores y el tejido normal estidn genéticamente
separados, logrando agrupar todas las muestras tumorales y presentando similitudes

genéticas las neoplasias evaluadas de los 5 continentes (Chianga et al., 2013).
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Figura 5. Amplificacién por PCR de marcadores caracteristicos de TVT, DLA clase I y Il y linel en

perros con tumor (Fotografia tomada y modificada de Murgia et al., 2006).

Algunos autores han propuesto que debido a la diferencia marcada en el DLA y
secuencias de microsatélites entre el perro y el TVT este ultimo puede que presente un
origen diferente a su hospedador, el alelo DQBI1 ha sido reportado en el lobo gris (Canis
lupus) de Norteamérica y DQAT1 ha sido reportado en perros de Asia (Huskies), el TVT
presenta 2 alelos no descritos en el DLA del perro: DLA88 y DRBI1 que estdn
relacionados en el lobo gris y con perros de Asia, este andlisis de DLA sugiere que el
origen del TVT esta en el Canis lupus o algunas cruzas de razas antiguas de perros de Asia
(Figura 6) y que todos los tumores en la actualidad de TVT datan de una célula ancestral
comin que surgié hace 250-2500 afios (Murgia et al.,2006). Choi and Kim, 2002
demostraron una mutacion del gen p53 a nivel del codon 316 (posicion de nucledtido 964
de una T a una C, una mutacion en este punto cambia el aminodcido codificado de
fenilalanina a serina) en la célula de TVT, sugiriendo ser la razén etioldgica del TVT. Sin
embargo, recientemente (Vasquez-Mota et al., 2008) han demostrado que esta mutacion
pudo ser adquirida en un estadio tardio del origen clonal del TVT. Ademads, argumentan
que dada la alta mutabilidad de este gen se pueden generar diversas variantes genéticas del

TVT en diferentes partes del mundo.
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Figura 6. Relacion de lobos y perros con TVT (Fotografia tomada y modificada de Murgia et al., 2006).

Las proteinas de shock térmico son moléculas relacionadas con el stress celular, etapa en
la cual son abundantes, ejemplos de estas son HSP60, HSP70, HSP90 y HMGB1 que
activan a macréofagos y células dendriticas a través de los TLR (receptores tipo Toll) y
estimulan la secrecion de IL-12. Algunas células tumorales son caracterizadas por la
liberacion de moléculas de stress (melanoma, carcinoma renal), TVT es caracterizado por
la secrecion de HSP60, HSP70 por lo cual se puede utilizar estas proteinas como
marcadores moleculares ya que en tejidos normales del hospedador la presencia de ambas

proteinas son indetectables, HSP60 esté relacionada con la etapa de regresion tumoral.

Las células de TVT son termoresistentes por lo cual esta caracteristica puede estar
conferida por HSP60 y HSP70. Con base en las proteinas de shock térmico en TVT,
esta puede ser utilizada como antigeno para el desarrollo de vacunas a base de ADN
xenogénico (Chu et al., 2001). Mayor cantidad de linfocitos infiltrantes de tumor,
moléculas de MHC II y anticuerpos son detectados en la fase de regresiéon tumoral del
TVT comparado con la fase de progresion tumoral en la cual la cantidad de TIL es menor,
esto fue confirmado en un estudio de inmunohistoquimica en el que se evalud la presencia
de linfocitos T CD3", linfocitos B (CD79"), macréfagos (L1), subclases de IgG2, IgG3,

IgG4 y MHCII utilizando anticuerpos especificos, obteniendo como resultado que el
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numero de células y moléculas reactivas fue mas alto en la etapa de regresion tumoral
(p<0.05), sugiriendo que estas células y moléculas estdn implicadas en el proceso de
rechazo del TVT, con la participacién de macréfagos, linfocitos T en conjunto con
(linfocitos B) células plasmdticas productoras de 1gG2, 1gG3, IgG4 (via citotoxicidad

celular dependiente de anticuerpo) (Perez et al., 1998).

2.8.3 Inmunofenotipo del TVT

En un estudio de 14 casos de TVT se emplearon diferentes anticuerpos monoclonales
para una variedad de antigenos de superficie y citoplasmaticos (Tabla 1), encontrando
reactividad al antigeno ACMI1 en 11 de 14 casos (sistema fagocitico mononuclear),
lisozima en todos los casos (histiocito), enolasa neuronal especifica en 11 de 14 (neuronas
y células de schwann), vimentina en 10 de 14 (células mesenquimales), proteina acida
glial fibrilar (4 de 14) y desmina (1 de 14), sugiriendo un origen histiocitico (Marchal et
al., 1997). También se ha reportado la presencia del marcador A-1 antitripsina en células
de TVT (Mukaratirwa and Gruys, 2003). Los antigenos MHC se expresan en muy bajo
porcentaje en células de tumor venéreo transmisible, por lo que esta caracteristica puede
llevar a cabo con éxito el trasplante tumoral en perros adultos inmunocompetentes. En la
fase 1 de progresion las células tumorales carecen ambas clases de MHC, pero en la fase
de regresion las células expresan de un 30-40% de MHC de ambas clases, por lo que esto

puede producir una respuesta inmune adicional que permita el rechazo del tumor (Pérez et

al., 1998).

Tabla 1. Caracterizacion inmunofenotipica del TVT (Fotografia tomada y modificada de Mukaratirwa

and Gruys, 2003).

Marcadores del TVT
Ab especifico Especificidad celular Resultado

Queratina Células epiteliales -
Vimentina Células mesénquimales +

| Desmina | Células musculares | - |
a-SMC Células musculares -

| CD3 | Linfocitos T | - |
IgG e IgM Linfocitos B -

| Lisozima | Histiocitos | + |
ACM1 Histiocitos +

| o-lantitripsina | Histiocitos | + |
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2.8.4 Etapas del TVT: Crecimiento y regresion

El TVT de forma experimental es caracterizado por una fase de rdpido crecimiento
(Progresiva, P) que ocurre después de la implantacién de las células viables sobre la
mucosa epitelial, durante la cual solo un pequefio porcentaje de células 1-3% presentan
moléculas del MHC clase I y MHC clase II sobre su superficie plasmética, algunos
tumores llevan a cabo el silenciamiento de genes relacionados con el procesamiento del
antigeno como TAP 1 y 2, LMP 2 y 7, calnexina, 2 microglobulina o cadenas de MHC,
por lo cual no pueden ser formadas las moléculas del MHC o estas no pueden exponerse
de manera estable en la superficie celular (Hsiao ef al.,2002), esto trae como resultado la
evasion del sistema inmune que no puede reconocer al CTVT como aloMHC vy llevar a
cabo su rechazo debido a lo poca cantidad de las moléculas de histocompatibilidad en
células tumorales por lo cual la inmunidad adaptativa por medio de los linfocitos TCD8+
son incapaces de montar una respuesta de citotoxicidad, por otro lado algunos
investigadores han relacionado la secrecion de TGF-B1 por parte de las células tumorales
tanto en la etapa de progresion como en la etapa de regresion (R), TGF-B1 es reconocida
por sus efectos reguladores del sistema inmune, inhibicion de generacion de células
dendriticas a partir de monocitos, inhibicién de la actividad de NK y células LAK,
disminucién de la maduracién y proliferacion de timocitos y células B, mayor apoptosis
de NK y menor transcripcién de Bcl-2 (Liao et al., 2003). Sin embargo, la citocina
inmunosupresora TGF-f estaria relacionada con el bloqueo de las células del sistema
inmune innato NK (natural killer), estas tienen como blanco la lisis de células que
expresan bajas cantidades de MHC en la superficie, por lo cual la disminucién de
expresion de MHC clase I y II aunado a la secrecion del TGF-f son necesarias para
escapar de la inmunovigilancia por parte del tumor manteniendo un estado de
inmunosupresion en el microambiente tumoral y conllevando a una ineficacia por parte
de la inmunidad innata y adaptativa en esta etapa de progresiéon tumoral, se ha
investigado la presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) en las etapas del TVT
(Hsiao et al., 2004), sugiriendo la presencia de CD5"/CD25" reguladores en la etapa de
crecimiento tumoral. La etapa antes mencionada es seguida por una fase de estasis
tumoral (S) la cual se caracteriza por no haber crecimiento ni disminucién del tamafio

tumoral, con una duracién de 5 semanas. En algunos casos el rechazo de tumor se lleva a
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cabo de manera espontdnea, etapa de regresion (R), la principal caracteristica de esta fase
es el aumento de moléculas del MHC clase I y II en la superficie de las células (40%), la
secrecion de TGF-B es sostenida aqui también, se ha demostrado la presencia de
subpoblaciones de TIL (CD4", Thl) secretadores de citocinas neutralizantes de TGF-,
como la IL-6, que estaria relacionada de manera indirecta y sinérgica en el funcionamiento
y actividad del IFNy sobre las células tumorales con aumento de expresion de MHC clase
I y II, activacién de macréfagos, cambios de subclase de IgG por linfocitos By mayor
diferenciacion a Th1, también se ha reportado la presencia de IL-15 que presenta un papel
critico que conduce a la activacién de células NK y manteniendo la actividad
antiapoptética Bcl-2, por lo tanto se atribuye el rechazo del tumor a la via linfocitos
TCDS8" y células NK, aunado a una respuesta humoral, participando en conjunto la
inmunidad adaptativa e innata. Se ha demostrado que la IL-6 es una importante molécula
iniciadora de la reversion tumoral que participa en la transicion de la etapa de progresion
hacia regresion, algunos genes involucrados en la activacién de la IL6 por los TIL son
PLTP que participa como mediador de la inflamaciéon, GPNMB (expresado en células
dendriticas participando también en la diferenciacién a Th2) y TIMD-4 secretado por
células T y macréfagos. Algunos autores mencionan en la etapa de regresion la presencia
de células Th17 que estdn implicadas en patologias autoinmunes y que son generadas en
presencia de IL-6 y TGF-f, los genes expresados por Th17 fueron detectadas mediante
RT-PCR amplificando IL-17C, IL-17A e IL-21 por lo que las Th17 pudieran también
participar en el rechazo del TVT (Hsiao et al., 2008 c). Las células dendriticas participan
en la respuesta inmune innata y adaptativa, teniendo un papel critico en la presentacion de
antigenos especificos de tumor e inicio de la respuesta inmune por los linfocitos T. TGF-
B1 es un factor secretado por TVT que participa en disminucién de maduracién de células
dendriticas (CD) a través de menor expresion de CDla, CD40, CD83, CD86, CD80 y
MCH II sobre la superficie de estas, con una consecuente baja habilidad para llevar acabo
sus funciones. Se ha encontrado relacion en la expresion de IL-6 con la restauracion de la
actividad funcional de CD, atribuido al bloqueo de translocacién del factor nuclear Smad
2/3 en célula dendriticas (Lin et al., 2013). En un estudio se evalu6 en sangre periférica la
poblacién de linfocitos B y anticuerpos después de la inoculacién con el tumor, en etapa

de progresion y regresion de TVT, la proporcién de linfocitos B decrecié después de la
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inoculacién con TVT, lo mismo ocurrié con la concentracion de anticuerpos, después de la
regresion tumoral los linfocitos B y anticuerpos retornaron a sus niveles normales, se
reportd la presencia de una molécula citotdxica sensible al calor proteinasa K que destruye
los linfocitos B de sangre periférica (Liao er al.,2003). El suero de perros en fase de
crecimiento tumoral inhibi6 la respuesta de linfocitos a células viables de TVT, sin
embargo el suero de perros en fase de regresion tumoral mostr6 mayor actividad del
sistema inmune inhibitoria contra células de TVT, sugiriendo la participaciéon de la
respuesta humoral in vivo en el rechazo de TVT, por lo cual una manera de evadir la
respuesta inmune por parte del tumor es la deplecion de linfocitos B con disminucién en la

concentracion de anticuerpos para prevenir su rechazo.
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3. HIPOTESIS

La terapia autéloga con linfocitos T CD8" estimulados con antigeno tumoral total e

IL-21 afecta el crecimiento del tumor en caninos inoculados con TVT.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antitumoral de la terapia autéloga con linfocitos T CD8 especificos

de tumor en caninos inoculados con TVT.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

* Generar linfocitos T CD8" especificos del TVT utilizando CPAs y estimulos de
IL-21.

* Determinar la actividad citotéxica de los linfocitos T CD8* contra las células

de TVT in vitro.

* Comparar el volumen tumoral en caninos con o sin terapia autéloga especifica de

TVT.

 Cuantificar las poblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" en sangre periférica de

caninos con terapia autologa especifica de TVT.

e Determinar la actividad de los linfocitos T mediante cuantificacion de los

niveles de IFN-y en suero de caninos con terapia autdloga especifica de TVT.
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S. MATERIAL Y METODOS

5.1 Diseiio experimental

Paciente 0

Recoleccién y preparacion del TVT

v

Inoculacién experimental del TVT en hembras
via vaginal 1x10® células

Periodo de incubaci@éo dias, 10cm’

N

Recoleccion del tumor

Recoleccion de sangre

|

v

Extraccién antigeno total con 1-Butanol

Separacion por gradiente Ficoll

Incubacion

Captacion del antigeno 20pg/mL

Ensayo de citotoxicidad in vitro
contra células de TVT
(Evaluacion de LDH)

}

Interpretaciéon de resultados

/I\

-Evaluacion Volumen tumoral
-Actividad CD4" y CD8"

v N

Monocitos
l

Linfocitos

v

\

Generacion Células
dendriticas (48 horas)

Estimulos con
IL-21 por 48 horas

-Niveles IFNy \
Grupo 2 Grupo 3
Con tumor Con tumor

Sin tratamiento

Suero glucosado

Co-cultivo 10:2\ <

Activacién linfocitos T CD8*
x 7 dias

\’

Separacién magnética CD8*(Dynabeads
Untouched)

v

Expansién CD8" con OKT3 e IL-21 x 3 dias

\

Terapia aut6loga con CD8"
1x10® linfocitos por ciclo (4)

v

Grupo 4
Con tumor
Transfusion
sanguinea
autoéloga

Grupo 1
Con tumor
Terapia Autdéloga
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5.2 Recoleccion del Tumor Venéreo Transmisible

Una muestra tumoral se obtuvo de una hembra canina labrador de 3 afios de edad con
Tumor venéreo transmisible canino (paciente 0), este paciente no recibié previo
tratamiento de cirugia, quimioterapia o radioterapia, la muestra tumoral tomada de la
vagina fue preparara y cultivada en DMEM (véase adelante), posterior a esto se realizd
un conteo de exclusion celular con azul de tripan y se prepararon alicuotas de células
tumorales de TVT (1 X10® células) las cuales se inocularon a los animales descritos en
los grupos de trabajo (Hsiao et al, 2002).La muestra tumoral fue identificada y
diagnosticada como TVT por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UANL presentando las siguientes caracteristicas: localizacion del tumor en O6rgano
genital vagina en la cual se encontraron multiples nédulos de 2-3 cm con aspecto de
coliflor los cuales presentaron una consistencia friable con zonas de hemorragias. En la
histopatologia se encontr6 una morfologia celular; 14-30uM, redonda a poliédrica,
nucleo central, 1 o 2 nucléolos, citoplasma ligeramente granular con presencia de

vacuolas, también se encontraron multiples linfocitos que infiltraban al tumor.

El presente estudio fue implementado con perros de raza mixta (hembras) de 1-3 afios de
edad, adquiridos en el centro antirrabico del municipio de Guadalupe, Nuevo Ledn, los
cuales fueron seleccionados con base en los siguientes criterios: libre de las
enfermedades infecciosas; Parvovirus canino, Destemper canino y Erliquiosis
determinado con el uso del kit comercial prueba rapida IDEXX, libre de endoparasitos y
ectopardsitos, condicién corporal 3 segun el sistema de medicién 1-5, aparato
reproductor completo y sexualmente maduros. Se utilizaron 12 perros distribuidos en los
diferentes grupos de trabajo (Tabla 2).Durante el desarrollo del experimento los
animales tuvieron acceso libre al agua limpia y alimento 2 veces al dia, mafiana y tarde.
Los perros fueron mantenidos individualmente en jaulas de cemento: 1.20m x90cm
x90cm, las instalaciones corresponden al Centro Antirrdbico del municipio de
Guadalupe, Nuevo Leoén, a cargo del MVZ Rubén Hernandez, los animales fueron

supervisados diariamente durante el tiempo del experimento y siempre actuando en
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favor de las necesidades de cada animal, atendiendo y fomentando el bienestar de los

mismos (Chou et al., 2009).

Tabla 2. Grupos de canidos.

Grupos Tratamientos Animales por grupo
1.Experimental con Terapia autéloga 3
Tumor
2. Control con tumor Sin Tratamiento 3
3. Control con tumor Suero glucosado 3
4. Control con tumor Transfusion sanguinea 3
autdloga

5.2.1 Cultivo primario de las células de TVT

Una muestra tumoral de 10 gramos fue tomada de la vagina, la biopsia tumoral fue
extraida quirdrgicamente de la hembra con TVT (paciente 0), el canido fue
tranquilizado con xilazina al 10% y anestesiado localmente con lidocaina, como
analgésico se utilizé carprofeno via subcutdnea, todo el proceso se realizode manera
aséptica, el tejido tumoral fue depositado en 90 mL de solucién PBS 1X estéril la cual
contiene 100 UI/mL de penicilina, 100U/mL de estreptomicina y 25 pg/mL de
anfotericina B (anti-anti Gibco 100X), posteriormente la muestra se sometid a digestion
mecdnica y enzimdtica con tripsina (tripsina-EDTA .25%, Gibco) incubando a 37°C
por 5 minutos, continuando la disgregacion del tejido con la ayuda de pinzas y tijeras
metalicas, después la suspension se filtro a través de una membrana milipore de 30uM,
se tomaron 8 mL de la suspension celular y se mezclé con 4 mL de Ficoll (Sigma
Histopaque, densidad 1.077) para separacién por gradiente, se centrifugd a 820 x g a
18°C por 25 minutos, después de la centrifugacién las células de TVT se depositaron en
la interface y los TIL en el fondo, las células de TVT fueron colectadas y lavadas 2

veces con 10 mL PBS 1X estéril, un tercer lavado se realizé con 10mL de medio
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DMEM (Gibco), al final se obtuvieron células purificadas de TVT que se incubaron en
placas de 6 pozos en un volumen final de 2 mL de medio DMEM suplementado con
suero fetal bovino al 10% a 37°C por 48 horas en una atmésfera de 5% de CO,. Pasadas
las 48 horas de incubacién se determiné la concentracion celular por medio del método
de exclusion celular de azul de tripan, ajustando a 1 x10® células/mL (Harmelin ef al.,

2002).

5.3 Inoculacion experimental de TVT en perros sanos

Una alicuota de células de TVT (1 X10%x sitio) recién cultivadas (48 horas) fueron
inoculadas en cada animal de los grupos antes mencionados, se inocularon las células
de TVT intragenital en 2 sitios (pared izquierda y derecha) por via intramucosa, con
previa sedacién y anestesia local con xilazina al 10% y lidocaina respectivamente,
antes de la inoculacion el area fue desinfectada con iodopovidona y alcohol al 70%, para

evitar la contaminacién del inoculo de TVT (Chou et al., 2009).

5.4 Extraccion del antigeno total de TVT

Una vez que los animales del grupo 1 desarrollaron las masas tumorales con un
volumen de 10cm’ (periodo de incubacién 15-30 dias aprox.) (Kahan et al., 1982) fue
extraida una pequefia muestra del tumor de cada paciente (terapia autdloga) para
preparacion del antigeno tumoral total. Un gramo de tumor fue mezclado con 9 mL de
solucién PBS 1X estéril con 100 UI/mL de penicilina, 100UI/mL de estreptomicina y 25
ug/mL de anfotericina B (anti-anti Gibco 100X), la muestra fue disgregada
mecanicamente en un sistema automatizado de cuchillas (Becton Dickinson,
Medimachine) separando el tejido y creando una suspension de células que fueron
filtradas a través de membrana milipore 30uM, 8 mL de la suspension celular se mezcld
con 4 mL de Ficoll (Sigma Histopaque, densidad 1.077) para separaciéon por gradiente,
se centrifugd a 820 x g por 25 minutos a 18°C, después de la centrifugacion las células
de CTVT se depositaron en la interface y los TIL en el fondo, se realizé el conteo y
ajuste de células (1X10®*) en 50mL y se incubaron a 37°C por 30 minutos en 5mL de
colchicina 1uM para disrupcién de la organizacién de microtibulos en el citoesqueleto

y liberacion de antigenos, seguido de este pre-tratamiento se realizé un lavado con PBS
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1X estéril y se incubaron a 37°C por 5 minutos en 5 mL 1-butanol (2.5% v/v) (Kahan
et al., 1982). Después las células se centrifugaron a 500g por 10 minutos, se tomo el
sobrenadante (50mL) y se realizéuna didlisis 1:10 (Spectra/Por, MWCO 12-15KD) en
500 mL de sacarosa 50% por 24 horas a 4°C, seguida de una equilibracién contra PBS
(1:10) a 4°C por 24 horas y recuperando la solucién dentro de la bolsa. Continuando con
un ultracentrifugado a 165,000 g (Max) por una hora, tomando el sobrenadante y
produciendo una preparaciéon denominada antigeno total de TVT, la suspension fue
titulada por el método de Bradford, se formaron alicuotas con 300ug de antigeno
suspendido en ImL PBS 1X de cada animal del grupo 1. A la par se tom6 20 mL de
sangre periférica para generacion células dendriticas y activacion de linfocitos TCD8" in
vitro reactivos contra el TVT. Parte de la sangre extraida de cada individuo fue
analizada determinando los niveles de IFN-y y evaluando de las poblaciones de
CD3"/CD4"/CD8" en sangre periférica.Todo el procedimiento de aqui en adelante se

realiz6 de manera individual (Hinrichs et al., 2008).

5.5 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica

Para la obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PMBC). Se colectaron
40 mL de sangre periférica de cada paciente del grupo 1 (terapia aut6loga) por medio de
puncidén venosa utilizando tubos al vacio heparinizados. Se colocaron 20 mL de Ficoll-
Hypaque en 1 tubo 50 de mL de fondo cénico. Se tomaron 20 mL de la muestra de
sangre periférica heparinizada y se vierten despacio por la pared del tubo de 50 mL que
contienen Ficoll-Hypaque (Thacker et al., 2009).Se centrifugd a 400 x g por 30 minutos
a una temperatura de 20°C.Una vez que transcurren los 30 minutos, se observaron en los
tubos 4 capas (Figura 7): la capa superior que es el plasma rico en plaquetas, la
siguiente capa que es densa y de color blanco que es donde se encuentran los linfocitos y
monocitos, la siguiente capa es el reactivo Ficoll-Hypaque donde se encuentran en su
mayoria células granulociticas y en el fondo del tubo los eritrocitos (Zavala et al,

2008).
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Figura 7. Separacion de leucocitos por gradiente en Ficoll-Hypaque (Fotografia tomada y modificada
de Tanaka et al., 2000).

Con la micropipeta de 1000 pL, se colectaron en un tubo de 15 mL de fondo cénico, la
segunda capa que son las células mononucleares (linfocitos y monocitos). Una vez que
se colecto la capa de células mononucleares, se realizaron dos lavados utilizando PBS
1X estéril. Para el primer lavado, se afnadié un volumen de 10mL de PBS 1X a los tubos
de 15 mL que contienen las células mononucleares y se llevaron a centrifugacién a 400
x g por 10 minutos a 20°C. Transcurridos los 10 minutos, se decant6 el sobrenadante y
se conservo el pellet celular. El pellet se resuspendi6 en 10 mL de PBS 1X y fue llevado

nuevamente a centrifugacion, a 200 x g por 10 minutos a 20°C (Klebanoff ef al., 2011).

Transcurridos los 10 minutos, se decantd el sobrenadante y el pellet celular se
resuspendié en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB).
Se tomé una alicuota de 20 pL, la cual fue utilizada para contar el nimero total de
células mononucleares que se tienen por mL por medio del método de exclusién con
azul tripan, las células fueron tefiiddas y contadas en un hemocitometro (Tanaka et al.,
2000). Una vez que se determiné el numero total de células obtenidas en la separacion,
se ajusté el nimero a 1.5-2 x 10° células y se sembrd en placas de cultivo de 12 pozos en
un volumen final de ImL de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB por
pozo. Estas placas se incubaron por un periodo de 2 horas, en una incubadora con
atmosfera de 5% de CO; y una temperatura de 37°C (Oberling, 1997).Tras este periodo
de incubacion de 2 horas, los monocitos que son células con capacidad de adherencia al
plastico, quedaron pegadas a la superficie de la placa, el resto de las células,
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principalmente linfocitos permanecieron suspendidas en el medio. Se retiraron los
sobrenadantes de las placas y fueron transferidas a un tubo de 50 mL de fondo cénico. A
este tubo de 50 mL que contiene los linfocitos fue sometido a un lavado, agregando 10
mL de PBS 1X estéril y centrifugando a 1600 rpm por 10 minutos a 20°C. Se contaron
el nimero de células recolectadas por el método de exclusidn por azul tripan y se ajusto
la cantidad a 1-1.5 x 10° células que fueron cultivadas en placas de 12 pozos en un
volumen final de medio de 1 ml de RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB que
fueron mantenidos en presencia de los estimulos de IL-21 o IL-2 (R&DSistems) durante

48 horas, tiempo de generacion de las células dendriticas (Rasmussen ef al., 2010).

5.5.2 Generacion de células dendriticas a partir de monocitos de sangre periférica

Las células que permanecieron adheridas a la superficie pléastica de la placa, fueron
lavadas 2 veces con PBS 1X estéril utilizando la micropipeta de 1000 pL y tratando de
barrer todas aquellas células que no fueron adheridas. Finalmente se agregé 1 mL de
medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB a los pozos con las células adherentes
y estas fueron sometidas a un proceso rapido de generacion de células dendriticas en 48
horas (Dauer et al., 2005). Las placas que contienen las células adherentes fueron
incubadas a 37°C en una atmdésfera de 5% de CO; en donde el primer lapso de 24 horas
de incubacién, se estimularon con GM-CSF recombinante canina (R&DSistems) a una
concentracion de 1000 U/mL e IL-4 recombinante canina (R&DSistems) a una
concentracion de 500 U/mL. Una vez transcurridas las primeras 24 horas, se agregé el
antigeno total de TVT para la captacion por las células dendriticas inmaduras en una
concentracion de 30ug/mL por 2 horas, lo siguiente fue incubar las células por 24 horas
mas, bajo los estimulos de IL-1Brecombinante canina (R&DSistems) a una
concentracion de 10 ng/mL, TNF-arecombinante canina (R&DSistems) a una
concentracion de 1000 U/mL y PGE, en una concentracion 1 uM y KLH 20pg/mL.
Transcurrido el segundo periodo de 24 hrs. de incubacion se evalu6 la viabilidad celular
por el método de exclusion por azul tripan, se evalud la morfologia por medio de
visualizacién en el microscopio invertido (Figura 11) y finalmente se llevé a cabo una
fenotipificacion de la diferenciacion hacia célula dendritica (Figura 12) (Ramadan,

2011).
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5.5.3 Analisis del fenotipo de las células dendriticas obtenidas a partir de monocitos
de sangre periférica
Tras la incubacion de 48 horas bajo los estimulos de las citocinas antes mencionadas, las

células fueron lavadas 2 veces con PBS (1600 rpm por 10 minutos), ajustando la
cantidad de células a 5x10° - 1x10° y resuspendido en 100 pL de PBS en un tubo de
poliestireno de 5 mL e incubando por lapsos de 20 minutos en hielo y en obscuridad con
SuL de anticuerpo. Tras la incubacién con el primer anticuerpo, se lavé con 1 mL de
PBS 1X centrifugando a 1600 rpm por 10 minutos, se descart el sobrenadante para
eliminar el exceso de anticuerpo, se resuspendio el pellet nuevamente en 100uL de PBS
1X y se agregé el siguiente anticuerpo. El panel de anticuerpos que se utilizé para la
fenotipificacion de células dendriticas fueron dirigidos contra el epitopo monomérico
DLAII/FITC de Serotec (clon YKIX334.2) y CD8O/PE, CD83/PE-Cy y CD14/FITC
(BD Bioscience). Como control negativo, se utilizaron tres tubos con 5x10° células
marcadas con un anticuerpo de ratén anti-humano IgGIl/FITC e IgG2/PE (BD
Bioscience), con esto se determind las zonas de positividad y negatividad de los
histogramas para los marcadores antes mencionados. Las muestras fueron lavadas y
finalmente fueron sujetas a un andlisis fenotipico por citometria de flujo (Accuri C6
Becton Dickinson), la intensidad de la fluorescencia fue evaluada con el software BD

Accuri C6, Michigan USA.

5.5.4 Activacion de linfocitos T especificos contra el TVT in vitro.

Una vez que fueron generadas las células dendriticas maduras (cargadas con Ag de
TVT), fue reemplazado el medio de estos pozos y fue resuspendido en 500 puL de medio
RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB. Se recolectaron las células de las placas de
12 pozos que contienen los linfocitos de sangre periférica y se ajustaron a 1 x 10° células
en 500 pL, los cuales fueron agregados a las placas que contienen células dendriticas en
una concentracién de 2 x 10° células. La relacién final de este co-cultivo entre linfocitos
de sangre periférica y células dendriticas fue de 10:2.Estas placas de 12 pozos que
contienen ambas poblaciones celulares se incubaron en una atmésfera de 5% de CO; a
37°C durante 7 dias bajo los estimulos de IL-21 o IL-2. Cada tercer dia fue reemplazado

la mitad del medio en cada pozo y se volvié estimular con IL-21 o IL-2 (Parmigiani et
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al., 2011).Al finalizar el periodo de 7 dias, las placas se centrifugaron a 1600 rpm por 10
minutos a 20°C, se retird por completo el medio con ayuda de una micropipeta de 1000
uL, y se reemplazé con 1mL de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB que
contenga 2 X 10° células dendriticas frescas preparadas segun el protocolo
correspondiente. Se incubaron nuevamente las placas en una atmdsfera de 5% de CO; a
una temperatura de 37°C por 24 horas mas. Transcurridas las 24 horas, las placas se
centrifugaron a 1600 rpm por 10 minutos y se recolecté una muestra de 500 pL del
sobrenadante (Ho et al, 2006). Se agregaron 500 pL. de medio fresco RPMI 1640
suplementado con 10% de SFB para remplazar la alicuota tomada y la placa se mantuvo
en incubacion en una atmésfera de 5% de CO, a 37°C. Los sobrenadantes de cada pozo
se analizaron por un ensayo de ELISA para detectar la produccién de IFN-y, lo cual
representa la sefial que indica que los linfocitos T estdn activados. Una vez que se
identificaron los pozos productores de IFN-y se colectaron las células en suspension de
cada uno de ellos vy estos linfocitos T especificos contra el TVT fueron sometidos a un

protocolo de aislamiento de la poblacién CD8" mediante seleccién negativa.

5.5.5 Aislamiento de linfocitos T CD8 mediante seleccion negativa.

Las células no adherentes fueron separadas por seleccion negativa con Dynabeads
Untouched para obtener los linfocitos T CD8". Las Dynabeads fueron lavadas antes de
su uso. Se resuspendi6 las Dynabeads en el vial proporcionado en el kit en vortex por 30
segundos. Se transfiri6 el volumen deseado para el aislamiento (250 pL estdndar para 5
x 10" PBMC) a un tubo eppendorf de 2 mL. Se afiadi6 la misma cantidad de buffer de
aislamiento y se mezcla. Se coloco el tubo en el magneto por un minuto y se retir6 el
sobrenadante. Se retir6 el tubo del magneto y se resuspendieron las Dynabeads lavadas
en el mismo volumen de buffer de aislamiento que el volumen inicial que se tomé de
Dynabeads. Las células de cada pozo se ajustaron a 1-2 x 10° células en 500 pL de
buffer de aislamiento. Se Transfiri6 500pL 1-2 x 10° células en buffer de aislamiento a
un tubo de poliestireno de 5 mL. Se anadié 50uL de suero fetal bovino inactivado. A
continuacion se anade 20uL de la mezcla de anticuerpos del vial de 2 mL contenido en
el kit. Se mezclé e incubo por 20 min a 2-8 °C. Lo siguiente fue lavar las células

afiadiendo 3 mL de buffer de aislamiento. Se mezcl6 rotando el tubo varias veces y se
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centrifugé a 350 x g por 8 minutos a 2-8 °C. Al terminar se descarté el sobrenadante. Se
resuspendieron las células en 500 pL de buffer de aislamiento. Se afiadié 100 puL de
Dynabeads MyOne Depletion SA previamente lavadas. Se incubo por 15 minutos a 18-
25 °C agitando y rotando gentilmente. Se resuspendieron las células que se unieron a
las Dynabeads pipeteando vigorosamente mds de 10 veces con una pipeta de 1000 puL en
un drea estéril y utilizando puntas estériles. Se afiadié 1 mL de buffer de aislamiento. Lo
siguiente fue poner el tubo en el magneto por 2 minutos. Se retird el sobrenadante que
contiene las células CD8" untouched y se transfiri6 a un tubo nuevo y estéril. Se afiadi6
al tubo que contiene las Dynabeads atadas a las células 1 mL de buffer de aislamiento.
Se resuspendié pipeteando vigorosamente como se hizo previamente. Se colocd
nuevamente el tubo en el magneto por 2 minutos. Se retir6 el sobrenadante y se combiné
con el primero. Al finalizar la separacién magnética, se obtuvieron linfocitos T CD8"
(véase méas adelante). Se contaron el nimero de células recolectadas por el método de
exclusién por azul tripan y se ajusté la cantidad a 1-1.5 x 10° células que fueron
cultivadas en placas de 12 pozos en un volumen final de medio de 1 mL. de RPMI 1640
suplementado con 10% de SFB cultivandolos por 3 dias més en una atmoésfera de 5% de
CO;, a 37°C y en presencia de estimulos del anticuerpo anti-CD3 (OKT3), finalmente se
evalud la eficacia citotéxica de los CD8" contra las células de TVT in vitro (Teschner

et al., 2011).

5.6 Ensayo de citotoxicidad in vitro contra las células de TVT

El incremento en la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante del
cultivo es proporcional al nimero de células lisadas. Esta enzima estd presente
normalmente en el citoplasma de las células vivas y se libera al medio de cultivo al
permeabilizarse la membrana de las células muertas. Células de TVT frescas y
purificadas con Ficoll-Hypaque (vea el protocolo correspondiente) fueron utilizadas
como blanco de linfocitos TCD8" especificos de tumor en un ensayo de citotoxicidad
celular in vitro. Las células obtenidas de TVT (5x10° células ajustadas en 100uL de
medio RPMI 1640) fueron incubadas en placas de 96 pozos por 2 horas a 37°C en una
atmosfera de 5% de CO,. Transcurridas las 2 horas los linfocitos TCD8+generados con

CD cargadas con antigeno tumoral total e IL21 (tratamiento 1), linfocitos TCDS"
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generados con CD sin antigeno y con IL-21 (tratamiento 2), CD8" estimulados solo con
IL-21 (tratamiento 3), la misma secuencia de tratamientos fue utilizada con el uso de la
IL-2. Finalmente fueron transferidos en los pozos con células de TVT en una relacion
TVT: CD8"1:10, fueron incubados por 6 horas mas a 37°C, 5% CO,, por triplicado,
como control adicionalse utiliz6 células de TVT sin tratamiento y linfocitos T CD8"con
el objetivo de evaluar la liberacion espontdnea de LDH. Posterior al periodo de
incubacién se realizé el ensayo de medicion de la actividad de LDH en el medio de
cultivo, se utilizé el kit comercial TOX7 de SIGMA ALDRICH (preparado segtn
instrucciones del fabricante) que tuvo como fundamento la conversién de lactato a
pirtivico por la LDH y consecuentemente NAD* en NADH y H', en un segundo paso la
formacion de NADH se puede medir mediante una reaccion acoplada en la que la sal de
tetrazolium (amarilla) se reduce hasta un producto de formazan (rojo) que puede ser
medido. La cantidad e intensidad de color debido al formazan solubilizado puede
medirse espectrofotométricamente a 490 nm. Los resultados se expresaron como

porcentaje de citotoxicidad celular (Putnam et al., 2002).

5.7 Terapia autéloga con Linfocitos TCD8"

Una vez que la masa tumoral presento un tamafio de 3cm, se llevé a cabo la activacioén y
expansion in vitro de linfocitos TCD8" reactivos contra el CTVT, 14 (+2) dias después,
una vez listo el cultivo de linfocitos TCD8" se administr6 la terapia celular (1x 108
células por ciclo) en los perros del grupo 1. Se aplicaron 4 ciclos de terapia autéloga
al dia 14, 21, 35 y 56 tomando como base el dia 0 antes mencionado. Los linfocitos
TCD8" (1x 10°células) fueron mezclados con 250mL de suero glucosado y se
administraron lentamente via intravenosa en un tiempo de 15-30 minutos previa

tranquilizacion de los perros (Figura 8).

5.7.1 Efectos secundarios por terapia celular autéloga
Durante y después de la administracién de los linfocitos T CD8" se llevé a cabo el
monitoreo de posibles efectos secundarios como fiebre, inflamacién, anafilaxis,

anorexia, letargia, vomito, diarrea.
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Protocolo de generacion de
linfocitos TCD8*, 13-14 dias. 5X107 Linfocitos TCD8* por ciclo |

Inoculacion A
Experimental { \
TVT
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Periodo

Incubacion Tumory Dia 14 21 28 35 42 49 56
15-30 dias sangre

Figura 8. Ciclos de terapia celular autéloga en perros con TVT.

5.7.2 Evaluacion del volumen tumoral

Se midi6 el volumen tumoral cada 3 dias después de aplicado el tratamiento con
terapia celular autéloga, midiendo el didmetro y calculando el volumen del tumor (mm)
utilizando la siguiente férmula: longitud (mm) x anchura (mm) x altura (mm) x 7/4), con
el uso de calipers, finalmente se compar6 el volumen de la masa tumoral entre los

perros de los diferentes grupos (Chou et al., 2009).

5.7.3 Evaluacion de los linfocitos infiltrantes de tumor por histopatologia

Se tomo6 una muestra tumoral antes y después de la terapia celular autéloga (dia 0, 28 y
56) tomando como base el dia 0 anteriormente mencionado con el objetivo de comparar
mediante histopatologia los agregados linfocitarios dentro del tumor posterior al
tratamiento, una muestra de .5cm fue fijada en formaldehido al 10% durante 8 horas,
posterior a esto se realizaron cortes del tejido de un tamafio de 5-8um los cuales fueron
fijados en un portaobjetos para posteriormente ser tefiidos con hematoxilina y eosina y

ser vistos al microscopio.

5.7.4 Analisis de las poblaciones CD4" y CD8" en sangre periférica
Se realizé un andlisis por citometria de flujo con el propédsito de evaluar las poblaciones
de linfocitos T CD4" y CD8%en sangre periférica utilizando anticuerpos monoclonales

antiCD3, antiCD4, antiCD8, antes y después de la terapia autéloga (dia 0, 35 y 70). Se
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utiliz6 un kit comercial triple de anticuerpos monoclonales anti canino CD3":FITC/
CD4":RPE/ CD8":Alexa Fluor de Serotec, que fue preparado y utilizado con base en las
instrucciones dadas por el fabricante. Los porcentajes de células CD4" y CD8" serdn
analizados por citometria de flujo (Accuri C6 Becton Dickinson), la intensidad de la
fluorescencia serd evaluada con el software BD Accuri C6, Michigan USA (Chun et al.,

2011).

5.7.5 Determinacion de los niveles IFNy en suero por ELISA

Se llevé a cabo la evaluacion de la actividad de los linfocitos T mediante determinacion
de los niveles de IFNy del suero de perros sometidos a terapia aut6loga. El andlisis se
llevo a cabo antes de la terapia al dia O y después de la terapia al dia 35 y 70 por ELISA
sdndwich en fase sélida. El nivel de IFNy se determiné mediante el uso de un kit
comercial, ELIPACK de R&D System, especifico para IFNy canino, con una sensibilidad
de 60 pg/mL, siguiendo las recomendaciones del fabricante. S50uL del diluyente del
ensayo fueron agregados a cada pozo, lo siguiente fue agregar 50 uL. de suero canino a
cada pozo, golpear suavemente la placa por 1 minuto gentilmente, se cubrié6 con una
tapa para placas e incubo a temperatura ambiente durante 2 horas. Lo siguiente fue
aspirar cada pozo y lavar 5 veces. Se Agregéd 100uL del conjugado a cada pozo y se
cubrié con un nuevo sellador de placas incubando a temperatura ambiente durante 1
hora. Se aspir6 y lavo 5 veces. Se Agregd 100uL de streptevindina a cada pozo y se
cubrié con un nuevo sellador de placas y se incubo a temperatura ambiente durante 30
minutos. Se aspiré y lavé 5 veces mds. Se afiadié 100uL de solucién sustrato a cada
pozo. Se incubo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Protegiendo de la luz.
Finalmente se agreg6 solucion stop a cada pozo. Los niveles de IFNy se analizaran en un

lector de 450nm inmediatamente (Hsiao et al., 2008).

5.8 Analisis estadistico

Para comprobar estadisticamente si existe o no una diferencia significativa en el uso de
la terapia autéloga con CD8"especificosde tumor y perros sin tratamiento en caninos
inoculados experimentalmente con TVT se llevé a cabo el siguiente andlisis estadistico

entre los grupos; Grupo 1: con tumor y terapia celular autéloga, grupo 2: con tumor sin
52



tratamiento, grupo 3: con tumor y suero glucosado, grupo 4 con tumor y transfusién
sanguinea aut6loga. Para el presente trabajo se utiliz6 ANOVA de una via y se
determind si existe diferencia significativa mediante T-student. La diferencia fue

considerada como estadisticamente significativa cuando p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion de las células de TVT en cultivo primario

En la actualidad no existe una linea celular establecida del TVT, por lo cual en el presente
estudio se realizé un cultivo primario a partir de una biopsia de TVT diagnosticada por
histopatologia (Figura 9). Teniendo como objetivo llevar a cabo un ensayo de
citotoxicidad celular y la inoculacién experimental en hembras caninas. Al microscopio
se observaron células con un didmetro de 15-30um con una morfologia redonda, formando
algunas ocasiones racimos, con un nucleo prominente el cual ocupaba la mayoria del

citoplasma mismo que presentaba un aspecto eosinofilico el cual se encontraba vacuolado.

Figura 9. Células de TVT en cultivo primario. Se observo el cultivo celular a los 0 dias (a) sin tincion,
a los 2 dias (b) sin tincién, a los 5 dias (c) con tincién de Giemsa y a los 10 difas (d) con tincién de

Giemsa.
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6.2 Inoculacion experimental del TVT en hembras caninas
Para llevar a cabo el ensayo in vitro de citotoxicidad celular y la terapia celular autéloga
fue necesario implementar un modelo de inoculacion experimental en hembras caninas, las

cuales fueron inoculadas con TVT.

Una vez inoculado el tumor en la vagina del animal, se observé un crecimiento tumoral
dentro de las 3 y 5 semanas post inoculacién. A los 30 dias se observé una pequefia
nodulacién con un volumen de 10-12cm’ en la mayoria de los perros, periodo en el cual se
inici6 el protocolo de terapia aut6loga en los perros del grupo 1, la masa tumoral se
implant6 en la pared vaginal y presentd una consistencia laxa de aspecto redondo-ovalado
lo cual indicaba un desarrollo y crecimiento tumoral en el espacio subcutdneo. Los perros
de los grupos 2, 3 y 4 fungieron como control por lo cual el desarrollo tumoral a través de
los siguientes meses fue similar. En ellos a los 3 meses se observaron multiples
nodulaciones de lecm de didmetro con una consistencia suave las cuales comenzaron a
formar racimos. Para los 4 meses el crecimiento tumoral fue incrementando, el tejido
epitelial presentaba ulceracion por lo cual la masa de tumor comenzé a presentar una
forma de coliflor con una consistencia friable de la cual emanaban una gran cantidad de
vasos sanguineos. A los 6 meses post inoculacién la estructura normal de la vagina fue
pérdida, la masa tumoral estaba conformada por multiples racimos de nodulaciones con
aspecto rojizo-morado debido a la gran cantidad de hemorragias presentes en el tumor
(Figura 10). Por lo cual se confirmé que el modelo de inoculacién experimental de TVT
implementado en este estudio fue el correcto, mencionando que un perro del grupo 2 fue el
donador de sangre y tumor con lo cual se llevo a cabo el ensayo de citotoxicidad in vitro,

véase mds adelante resultados de terapia celular aut6loga.
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Figura 10. Implementacion, desarrollo y crecimiento tumoral en perro inoculado
experimentalmente con TVT. Las fotografias fueron tomadas de un perro del grupo 2 el cual se utilizé
como control y al cual no se le administré ningtn tratamiento. Se observé el crecimiento y progresién

tumoral al mes (a), a los 3 meses (b), a los 4 meses (c) y a los 6 meses (d).

6.3 Obtencion y titulacion del antigeno tumoral total con 1-butanol

Una vez finalizado el protocolo de extraccion mencionado anteriormente se obtuvo una
sustancia denominada antigeno total de TVT. A continuacién se titulé una muestra de
dicho antigeno por medio del ensayo de Bradford, obteniendo una concentracién final
de 300ug/mL de extracto proteico, el cual fue repartido en alicuotas de 30ug/100uL
suspendidas en PBS 1X para su posterior uso en el protocolo de generacion de linfocitos

TCDS8" especificos de TVT.

6.4 Generacion de células presentadoras de antigeno a partir de monocitos de sangre
periférica

Se realiz6 una caracterizacion morfolégica con tincion de Giemsa en monocitos y células
dendriticas a las O horas y 48 horas respectivamente, con la cual se observaron cambios

morfolégicos que sugieren una diferenciacion completa hacia el linaje de célula dendritica
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madura; en la cual se aprecian cambios muy marcados (Figura 11), aumento del tamafio
celular, citoplasma ovalado-alargado a partir del cual se proyectan largas prolongaciones
caracteristicas de las células dendriticas, nicleo denso y eosinofilico, observando al
microscopio una diferenciacién celular de un 85% a las 48 horas de incubacién. Como
criterio final de obtencion de células presentadoras de antigeno se realizé un comparativo
fenotipico de los monocitos y células dendriticas maduras evaluando la expresiéon de
algunos marcadores caracteristicos de ambas poblaciones celulares (CD14", CD80",
CD83", DLA 1I) utilizando anticuerpos monoclonales (véase materiales y métodos) y
evaluando por citometria de flujo. Las células adherentes a las O horas, expresaron el
marcador CD14" en un 80.1%, CD80" (15.6%), CD83" (0.4%) y DLA 1I (1.8%),
resultados esperados debido a que la mayoria de las células a las 0 horas son monocitos
que expresan en gran porcentaje la glicoproteina CD14" caracteristica del linaje monocito,
mientras que los demds marcadores son tipicos de células presentadoras de antigeno. Se
realiz6 una evaluacion a las 48 horas transcurrido el tiempo que tarda la generacién hacia
célula dendritica madura incrementdndose la expresiéon de los marcadores CD80"
(80.3%), CD83" (76.4%), DLAII (86.5%) mismos que son tipicos de CPAs actuando como
co-activadores y estimulando la activacién de los linfocitos CD4" respectivamente,
mientras que la expresién del marcador CD14" disminuy6 hasta un 8.7%. Por lo tanto se
sugiere que las células dendriticas generadas en el presente estudio presentan gran
posibilidad de ser CPAs eficaces capaces de activar linfocitos T (Figura 12). Trabajos
anteriores en nuestro laboratorio demostraron que a las 24 horas de incubacién con el GM-
CSF e IL-4 las células dendriticas inmaduras tienen la capacidad de fagocitosis por lo cual
en este periodo se pulso a dichas células con el antigeno tumoral total para que este sea
procesado, degradado y cargado en moléculas del MHC clase I y II para posteriormente

llevar a cabo la activacién de los linfocitos TCD8"y CD4", respectivamente.
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Figura 11. Aspectos morfolégicos de las células dentriticas inmaduras y maduras obtenidas a partir de
monocitos de sangre periférica. Células dendriticas inmaduras sin tefiir en 10x (a), células dendriticas

maduras tefiidas con giemsa en 10x (b) y célula dendritica en microscopio de campo claro 100x.
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Figura 12. Fenotipificacion de células dentriticas obtenidas a partir de monocitos de sangre periférica.
La muestra que fue analizada (a), histogramas en los cuales se analizan marcadores de superficie de las
células adherentes (monocitos) al inicio del protocolo (b), histogramas en los cuales se analizan la expresién

de marcadores de superficie de las células dendriticas maduras (c).
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6.5 Activacion de los linfocitos T en presencia de células presentadoras de antigeno
cargadas con antigeno tumoral total

A los 4 dias de incubacién se observaron células dentriticas maduras rodeadas en su
periferia y en cercania de linfocitos en lo cual se sugiere que el proceso de presentacion
de antigeno fue realizado, para el sexto dia de incubacién se observé un cambio
morfoldgico en las células dendriticas las cuales presentaron formacién de velos (células
dendriticas veliformes), es decir, células dentriticas maduras muy eficaces, que es
representativo de que los linfocitos T estdn siendo activados (Figura 13). A los 7 dias de
incubacién se tom6 una muestra de sobrenadante de los diferentes pozos y se analizé la
produccién de IFN-y ya que esta citocina es secretada por linfocitos activados. Se obtuvo
una alta produccién de IFN-y de 446.88 pg/mL cuando los linfocitos estuvieron en co-
cultivo con células dentriticas pulsadas con antigeno tumoral total y estimulados con IL-
21, cuando los linfocitos estuvieron en co-cultivo con células dentriticas que no fueron
pulsadas con antigeno o cuando los linfocitos solo fueron estimulados con citocina la
produccion fue inferior 265.83pg/mL y 28.87 pg/mL respectivamente, se utiliz6 la IL-2

como control observando mayor produccion de IFNy (Figura 14).

Figura 13. Evaluacion microscopica de la presentacion del antigeno en co-cultivos de células
dendriticas y linfocitos totales. Células dentriticas maduras que en su periferia estan rodeadas de linfocitos
en lo cual se sugiere estd ocurriendo el proceso de presentacion de antigeno (a), células dentriticas veliformes
formadas al sexto dia de co-cultivo debido a que los linfocitos T estdn siendo activados y estos ayudan a

maximizar la eficacia de las CPAs en una activacién mutua (b).
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Figura 14. Produccion de IFN-y por linfocitos T estimulados con células dendriticas cargadas con
antigeno tumoral total. Las barras en verde muestran la produccién de IFN-y en co-cultivos de linfocitos en
presencia de células dendriticas pulsadas con antigeno tumoral total ya sea estimuladas con IL-21 o IL-2, las
barras en rojo muestran la produccién de IFN-y de los linfocitos en presencia de células dendriticas que no
fueron pulsadas con el antigeno y finalmente las barras en azul muestran la produccién de IFN-y de los
linfocitos que solo fueron estimulados con citocina IL-21 50ng/mL o IL-2 20ng/mL. Al finalizar el séptimo
dia la concentracién de IFN-y fue medida por medio de ensayos de ELISA tomando los valores de P<0.05

como significativos.

6.6 Aislamiento de Linfocitos T CD8" especificos de tumor mediante seleccion

negativa

Una vez que los linfocitos T son activados fueron sometidos a un protocolo de aislamiento
de los linfocitos T CD8* mediante seleccién negativa utilizando un kit comercial
conformado por una seria de magnetos en los cuales quedan atrapados por conjugados de
anticuerpos biotinilados todas las células que no presentan el marcador CD8" permitiendo
el paso de todas las células que presentan el marcador CD8" sin ser tocadas. Los linfocitos
T que fueron activados con células dendriticas maduras pulsadas con antigeno tumoral
total e IL-21 fueron sometidos al proceso de seleccion negativa magnética (Figura 15),
obteniendo un 82.6% de pureza de aislamiento, estos linfocitos T CD8" fueron expandidos
con anti-CD3 para llevar acabo el ensayo de citotoxicidad o para utilizarlos en los ciclos de

terapia celular autéloga.
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Figura 15. Separacién magnética de Linfocitos T CD8* especificos de tumor estimulados con IL-21
mediante seleccion negativa. De los pozos activados (IFN-y 446.88 pg/mL) se tomé el sobrenadante con las
células en suspensién y estas fueron sometidas a un proceso de seleccién negativa. Las células aisladas
fueron ajustadas a 1x10° y tefiidas con 20pL anticuerpo anti-CD3, antiCD4 y anti-CD8 para corroborar la
pureza del aislamiento y después de un lavado con PBS 1X para retirar el exceso de anticuerpo fueron
evaluadas por citometria de flujo utilizando Accuri C6 Becton Dickinson. Resultados representativos de 1 de

3 experimentos.

6.7 Evaluacion de la citotoxicidad de los Linfocitos T CD8" especificos de tumor

contra las células de TVT

Se formaron co-cultivos con ambas poblaciones celulares en una relacion 1:10 a favor de
los linfocitos, tras un periodo de incubacion de 6 horas se midieron los niveles de
liberacion de lactato deshidrogenasa al medio y a través de una serie de formulas descritas
anteriormente se obtuvieron los porcentajes de citotoxicidad de la célula de TVT (Figura
16). Obteniendo 100% de lisis celular de la célula tumoral cultivada en presencia de
linfocitos CD8" especificos de tumor estimulados con IL-21, es decir, linfocitos que fueron
activados en presencia de células dendriticas pulsadas con el antigeno tumoral total y un
80% de citotoxicidad de la célula tumoral cuando los CD8" fueron especificos pero

estimulados con  IL-2, cuando los CD8" no fueron especificos de tumor, es decir,
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linfocitos estimulados en presencia de células dendriticas que no fueron pulsadas con
antigeno tumoral el porcentaje de citotoxicidad fue de 10% ya sea estimulados con IL-21 o
IL-2, observando un resultado similar de 10% de citotoxicidad del TVT cuando estuvieron
en co-cultivo con CD8" que solo fueron estimulados citocina IL-21 o IL-2, lo cual
demuestra una respuesta especifica contra la célula de TVT dependiente del antigeno por
parte los linfocitos TCD8" que estuvieron 7 dias en co-cultivo con CPAs que expresaban
el antigeno tumoral total de TVT. Por otra parte el 10% de citotoxicidad por parte de los
linfocitos CD8" no especificos de tumor puede deberse a reacciones de aloreactividad
debido a que algunos autores mencionan que la célula de TVT presenta algunas moléculas
del MHC diferentes al haplotipo del huésped. A continuacién se realiz6 una prueba
viabilidad celular con el objetivo de confirmar que la célula de TVT es la que esta siendo
blanco en los ensayos de citotoxicidad celular y también para evaluar la eficacia de los
linfocitos TCD8 especificos de tumor en detener el crecimiento tumoral a un tiempo mayor
de co-cultivo de 48 horas. Después de colectar una muestra de sobrenadante a las 6 horas
para evaluacion de la LDH esos mismos co-cultivos fueron mantenidos por mds tiempo
hasta alcanzar las 48 horas de incubacidn, al finalizar este periodo se evalu6 la viabilidad
celular por microscopia de epifluorescencia utilizando bromuro de etidio y naranja de
acridina. Las fotografias (Figura 17) muestran las poblaciones celulares a las 48 horas, los
controles CD8" y TVT por separado observando las células vivas en color verde.
Mostrando gran cantidad de células de TVT muertas en color rojo cuando estuvieron en
presencia de linfocitos TCD8" especificos de tumor estimulados con IL-21, siendo menos
eficientes los linfocitos TCDS8" especificos de tumor estimulados con IL-2 para detener el
crecimiento tumoral ya que se observa un proporcion similar de células vivas y muertas,
por lo que se podria pensar que los linfocitos generados con IL-2 podrian ser de un
fenotipo efector y también regulador ya que a las 6 horas se obtiene un 80% de muerte de
la célula de TVT pero conforme pasa el tiempo el tumor pudiera ejercer mecanismos para
evadir a los CDS8" superdndolos, sin embargo, también podria deberse a que los T
reguladores comienzan a ejercer una funcién supresora sobre los T efectores quedando esto
como sugerencia y perspectiva para el andlisis del subtipo funcional y fenotipico de

linfocitos CD8" generados con IL-21 o IL-2.
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Figura 16. Ensayo de citotoxicidad de linfocitos T CDS8"especificos de tumor estimulados con IL-21.
Transcurridas las 2 horas fueron agregados los linfocitos TCD8" generados con CD cargadas con antigeno
tumoral total e IL21 (tratamiento 1), linfocitos TCD8" generados con CD sin antigeno y con IL-21
(tratamiento 2), linfocitos CD8" estimulados solo con IL-21 (tratamiento 3), en una relacién 1:10, la misma
secuencia de tratamientos fue utilizada con el uso de la IL-2. Finalmente los co-cultivos fueron incubados por
6 horas mds a 37°C, 5% CO,, por triplicado, como control adicional se utiliz6 células de TVT sin tratamiento
y linfocitos T CDS8" con el objetivo de evaluar la liberacién espontanea de LDH, al finalizar el tiempo
establecido se tomaron 50uL del sobrenadante para analizar dicha enzima utilizando el kit comercial TOX7
de SIGMA ALDRICH midiendo la intensidad de color a 490 nm. Resultados representativos 1 de 3
experimentos independientes. Los resultados se expresaron como porcentaje de citotoxicidad celular,

tomando los valores de p <0.05 (*) como significativos.
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Figura 17. Evaluacién de la viabilidad de las células de TVT en presencia de Linfocitos T CD8"*
especificos de tumor. Al finalizar este periodo las células fueron tefiidas con naranja de acridina y bromuro
de etidio y fueron observadas con el microscopio de epifluorescencia determinando la viabilidad de las

células de TVT y de los linfocitos CD8".

6.8 Evaluacion del efecto de la terapia autéloga con linfocitos T CD8" especificos
de TVT

Durante la terapia celular autéloga 5x10’ linfocitos TCD8'especificos de tumor fueron
administrados en cada tratamiento a la semana 2, 4 y 6 tomando como base el dia 0
anteriormente mencionado. Posterior a la terapia celular se realizaron exdmenes fisicos
y de sangre periddicamente no presentando efectos secundarios exacerbados que
pusieran en riesgo la vida de los caninos, solo se presentd un caso de fiebre que fue
controlado inmediatamente, en general los caninos presentaron apariencia general y
buen apetito. Después de la terapia celular el crecimiento del tumor en los perros
tratados con Linfocitos TCD8" fue tempranamente suprimido. A partir de la primera
semana posterior al tratamiento se observé una diferencia significativa en el volumen
tumoral de los perros con terapia autéloga comparados con los grupos control (p <0.05)
(Figura 18). A las 3 semanas de iniciado el tratamiento el volumen tumoral de los

perros con terapia autologa fue de 2.3cm’ comparado con los grupos control con un
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volumen de 60.6-61.6cm® mostrando una clara diferencia significativa (p <0.05). Cabe
recalcar que a partir de la primera terapia el crecimiento tumoral fue totalmente inhibido
y posterior a la aplicacién del tercer tratamiento se observé una regresion tumoral
completa en todos los perros del grupo 1 comparando con los grupos control en los
cuales el tumor contindo su crecimiento durante todo el experimento (Figura 19). Al
final del experimento (14 semanas) el tumor de los perros con terapia autéloga mostro
una regresion tumoral completa y el volumen tumoral en los grupos control alcanzé un
tamafio maximo de 125.5cm”.Como un caso aislado un canino con TVT infectado de
manera natural y resistente a la quimioterapia con vincristina fue tratado con terapia
celular autéloga con linfocitos T CD8" logrando una regresién tumoral a partir de los 9
dias posterior a la terapia, dicha regresion tumoral fue evidente a los 28 dias logrando
disminuir en un 50% la masa tumoral (Figura 20). También se llev6 a cabo un anélisis
histopatolégico del tumor a partir de una biopsia tomada antes y después de la terapia
celular, mostrando antes de la terapia una gran densidad de células de TVT ordenadas y
apiladas en cordones, rodeadas por una densa matriz extracelular, presentando una
morfologia ovalada-redonda con prominente citoplasma eosinofilico y muy pocos
linfocitos infiltrantes (Figura 21), posterior al primer tratamiento (3 dias después) se
encontr6 una gran acumulacion temprana de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs)
mismos que formaron agregados por toda la masa tumoral, observando cambios en la
arquitectura histoldgica del tumor, como perdida en el orden de la estructura delos
gruesos cordones debido a la muerte de las células de TVT, también fue evidente la
degradacion de la matriz extracelular que desemboco en menor rigidez de la masa,
posterior a la segunda terapia se observaron focos de necrosis tumoral. Cabe recalcar
que durante y al final del experimento las biopsias de tumor tomadas de los grupos
control no presentaron ninglin cambio o alteraciéon en la estructura tumoral. Para
complementar el estudio se tomaron muestras de sangre de los caninos que recibieron la
terapia autéloga y los grupos control analizando las poblaciones de linfocitos T CD3",
CD4" y CD8" en sangre periférica, asi como también para determinar los niveles de
IFNYy en suero. Se mostré un incremento significativo (p <0.05) a los 15 dias posterior a

la terapia autéloga en el niimero de linfocitos T CD3*, CD4" y CD8"en sangre periférica
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(Figura 22), mostrando un 32.5% de células positivas para CD4"en los caninos con
terapia autéloga contrastando con un 26.7% (p <0.05) en los grupos control. Los
linfocitos TCD8" en sangre periférica fueron claramente incrementados 17.5% en los
perros con terapia autéloga comparado con los grupos control 6.5% (P<0.05), también
se mostrd diferencia significativa (P<0.05) en el nimero absoluto de linfocitos totales en
los perros con terapia celular comparado con los del grupo control (Figura 22). Por
ultimé examinamos los niveles de IFNy a la semana 0, 2, 4, 6 y 8mostrando una
diferencia significativa (P<0.05) a partir de la primera terapia entre el grupo tratado con
Linfocitos TCD8" (110 pg/mL) y los grupos control (10 pg/mL), alcanzando un pico
méximo de 150 pg/mL de IFNy en la semana § en los caninos con terapia autologa, las
concentraciones de IFNy en el suero de los caninos control fueron muy bajas durante

todo el experimento (Figura 23).
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Figura 18. Inhibiciéon del crecimiento tumoral en perros inoculados con TVT posterior a la Terapia
Autéloga con Linfocitos T CDS8". El esquema de vacunacién se muestra en la Figura 8, al inicio de la
semana 7 se administré la terapia celular autéloga, 5x10” linfocitos TCDS" especificos de TVT fueron
administrados por via intravenosa. Los resultados fueron analizados por ANOVA de una via tomando

como significativos los valores de p<0.05.
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Figura 19. Evaluacion de la regresion tumoral en perro inoculado con TVT posterior a la terapia
autéloga con Linfocitos T CDS8*. Se inici6 el protocolo de generacién de Linfocitos T CD8" especificos
de tumor y 2 semanas después se aplicé la terapia celular autéloga, a continuaciéon se muestra la regresion
tumoral de un caso independiente. Tumor antes de la terapia (a), 3 dias post-terapia celular (b), 5 dias

post-terapia celular (c¢), 28 dias post-terapia celular (d).
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Figura 20. Evaluacion de la Regresion tumoral en canino con TVT natural resistente a la
Vincristina tratado con Terapia autéloga con linfocitos T CD8". Se llevé a cabo la terapia celular
autéloga en una hembra de la raza Labrador con TVT infectado de manera natural, tras 1 afio de
progresion tumoral etapa avanzada se sometié a quimioterapia con vincristina, sin embargo el tratamiento
no fue un éxito debido a la alta progresién tumoral después de la quimioterapia. A continuacién se muestra
el efecto de la terapia con linfocitos TCDS sobre el tamafio tumoral. Antes de la terapia (a), 9 dias post

terapia (b), 16 dias post-terapia (¢) y 28 dias post-terapia (d).
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Figura 21.Evaluacion histolégica del TVT en perros con Terapia Celular Autéloga con Linfocitos T
CDS8*. Muestras del tumor fueron tomadas antes y después de la terapia autSloga y fueron fijadas en
formalina, posteriormente se realizaron cortes de Sum del tumor y finalmente fueron tefiidas con
hematoxilina y eosina y observadas en 20X. Antes de la terapia autéloga (a), 5 dias post-terapia autéloga

(b), al final de la terapia autéloga (c).
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Figura 22.Evaluacién de las poblaciones CD3*, CD4* y CD8" en sangre periférica en perros con
TVT tratados con Terapia autéloga con Linfocitos T CDS8’. La respuesta celular fue evaluada 2
semanas después de administrar la terapia celular autéloga. Para monitorear el sistema inmune adaptativo
de los caninos inoculados con TVT se tomaron 20 mL de sangre periférica, posteriormente fue separada
por gradiente de densidad con ficoll y se obtuvieron las PBMC, las cuales fueron ajustadas 1x10° y
teflidas con 20uL anticuerpo anti-CD3, antiCD4 y anti-CD8 (Abcam), se realizé un lavado con PBS 1X
para retirar el exceso de anticuerpo y fueron evaluadas por citometria de flujo utilizando Accuri C6

Becton Dickinson. Resultados representativos de 1 de 3 experimentos.
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Figura 23. Expresion en suero de IFNy en perros con TVT tratados con Terapia celular autéloga
con linfocitos T CD8*. Se evaluaron los niveles de IFNy en los caninos antes y después de la terapia
celular autéloga con el objetivo de evaluar la activacién y funcién de los linfocitos TCD8 que fueron
devueltos a los caninos con TVT. Se tomaron 5mL de sangre periférica en tubos sin anticuagulante,
después de 15 minutos se retiro el sobrenadante con el suero. La muestra fue analizada por ELISA
sandwich en fase so6lida. El nivel de IFNy se determiné mediante el uso de un kit comercial, ELIPACK de
R&D System, especifico para IFNy canino siguiendo las recomendaciones del fabricante. Finalmente se
agreg6d solucion stop a cada pozo y los niveles de IFNy fueron analizados en un lector de 450nm

inmediatamente.
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7. DISCUSION

Nuestro trabajo se enfocé en determinar la efectividad de la terapia celular autéloga con
linfocitos T CD8" como tratamiento del cdncer en perros inoculados experimentalmente
con TVT. La parte inicial de este trabajo fue obtener una biopsia del TVT y realizar un
cultivo primario, debido a que en la actualidad no existe una linea celular de TVT
establecida. Solo logrando mantener viable el cultivo primario durante un periodo corto,
diferente a lo reportado por Adams et al en el 2008 los cuales lograron mantener viable
las células de TVT por varios meses, sugiriendo que el establecimiento de lineas celulares
puede deberse principalmente a caracteristicas tnicas de estabilidad que son propias de las
clonas aisladas de hospedadores y no precisamente como caracteristica constitutiva de
todas las células de un tipo de tumor (Parmigiani et al., 2011). Debido a que en la
mayoria de los estudios con TVT la via de inoculacion experimental es subcutdnea en la
parte dorsal de los animales (Chung et al., 2009), lo siguiente fue implementar un modelo
de inoculacién del tumor en la zona genital externa. Se logré la implantacién del tumor en
el sitio natural, mismo que continud con su crecimiento a lo largo de los meses,
resultados que difieren a los realizados por (Hsiao et al, 2002), los cuales inocularon el
TVT en perros Beagle observando wuna regresidon espontdnea del tumor a las pocas
semanas después de la inoculacion, tal vez debido a que el lugar de inoculacién del TVT
fue en un sitio diferente al de su origen natural, esto sugiere que la implantacién del
tumor pudiera crear un microambiente poco favorable para el mantenimiento y progresion
del tumor (Sabry and Lowdell, 2013), encontrando que la regresion espontanea del tumor
estaba correlacionada con la gran cantidad de linfocitos infiltrantes de tumor (Rescigno et
al., 2007), mismos que secretan una sustancia termoldbil la cual aumenta la expresion
de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase I y II, por lo cual el
sistema inmune podia reconocer al tumor de una manera antigeno especifica. Tang, 2013
encontraron que dicha sustancia estaba compuesta principalmente por IL-6 e IFNy
citocinas que participan en el aumento en la expresiéon de moléculas del MHC en el
microambiente tumoral. Cabe mencionar que este es el primer trabajo en su tipo, en el cual

el tratamiento con linfocitos TCD8" estimulados con antigeno tumoral total e IL-21 es
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administrado en perros inoculados experimentalmente con TVT en la zona genital, sitio de

origen donde ocurre el crecimiento del tumor de manera natural.

Hoy en dia no existe un antigeno especifico del TVT y debido a que en la mayoria de los
casos es complicado encontrar un antigeno universal para cada tipo de tumor (Biswas et
al., 2008) y afiadiendo que un tipo de tumor puede expresar antigenos diferentes entre los
individuos con el mismo cancer (Salamanca et al., 2008), nosotros proponemos el uso de
los lisados celulares para la obtencién de los antigenos proteicos tumorales, ya que los
péptidos son las tnicas moléculas con la capacidad para activar a un linfocito T con
receptor off (Jones and Cross, 2004), se logr6 obtener eficazmente una sustancia
denominada antigeno tumoral total con una alta concentracion proteica que fue utilizada
para pulsar a las células dendriticas (Thompson et al., 2008), compartiendo esta
metodologia de manera parcial con (Tamura et al, 2008) los cuales generaron células
dendriticas de perros utilizando un lisado tumoral de una linea de melanoma canino,
administrando las CDs in vivo como una vacuna la cual fue efectiva en la induccién de
una respuesta inmune de tipo celular permitiendo el reclutamiento de linfocitos CD4" y
CDS8". Harimoto et al 2013 menciona la eficacia del uso de los lisados tumorales debido a
la gran diversidad de antigenos tumorales propios del tumor que podrian ser utilizados
como blancos terapéuticos por diferentes clonas de Linfocitos TCD8" y con esto superar
los mecanismos de evasiéon tumoral como la inmunoediciéon que ha sido reportada en
muchos tipos de canceres, contrario a lo reportado por Harmelin et al., 2002 que utilizan
WT1 como unico blanco antigénico contra cancer pulmonar, en una terapia especifica de

antigeno tumoral disminuyendo los riesgos de reacciones en contra de antigenos propios.

Continuando con nuestro estudio se llevo a cabo la estandarizacion y generacion de células
dendriticas maduras caninas derivadas de monocitos de sangre periférica. Nosotros somos
los primeros en demostrar una diferenciacion eficaz tanto morfolégica como funcional
de las CDm caninas utilizando de manera parcial un protocolo rdpido de generacion de
células dendriticas en 48 horas implementado por Dauer et al en el 2005 los cuales
generaron CDm de humanos en tan solo dos dias, sin embargo a diferencia de ellos

nosotros implementamos el uso del KLH como adyuvante mejorando y haciendo mads
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eficiente la maduracién de las células dendriticas, debido a que esta reportado (Spolski
and Leonard, 2007) su papel inmunogénico promoviendo la activacién y maduracion de las
CDs a través de la expresion de CD80", CD83", CD86" y CD40" y favoreciendo la
respuesta celular Thl con una consecuente activacidon de los linfocitos T citotéxicos
(Meehan et al., 2013). Los resultados mostraron una visible y exitosa diferenciacion
morfolégica de las CDs similar a lo reportado por Wang et al en el 2007 los cuales
también generaron CDm caninas, pero a diferencia de nosotros utilizaron un protocolo
largo de diferenciacion utilizando LPS como adyuvante, sustancia que no estd aprobada
para su implemento en protocolos de inmunoterapia. Besser et al., 2010 han reportado la
generacion de CDm humanas con diferencias morfolégicas minimas, contrario a lo
observado en nuestro estudio en el cual el estadio de maduracion de las CDm caninas llegd
hasta un estado morfolégico parecido al de una célula dendritica veliforme, las cuales en
humanos han sido reportadas como células presentadoras de antigeno muy eficaces para
la activacién de los linfocitos T (Ingram 2000), siendo nosotros los primeros en reportar
CD caninas con aspecto veliforme equiparable a las CD veliformes en humanos. Para
corroborar la  generacion eficaz de las CDm caninas se llevd a cabo un andlisis
fenotipico por citometria de flujo evaluando algunos marcadores de superficie
caracteristicos de los monocitos y CDm, CD14*, CD80*, CD83" y DLA II. Expresando el
marcador CDI14" en alto porcentaje en los monocitos de sangre periférica, pero
disminuyendo dramaticamente su expresion en las CDm caninas, resultado que concuerda
con Wang et al en el 2007 los cuales observaron una disminucién dramética del CD14"
conforme las células dendriticas caninas maduran, difiriendo de Banchereau et al en el
2004 el cual report6 la expresion del marcador CD14" en CDm caninas. Mientras tanto el
receptor de activacion CD80" si fue expresado pero en baja cantidad por los monocitos
de sangre periférica, similar con los datos reportados por Juan et al en el 2009 los cuales
también observaron la expresiéon de CD80" desde los estadios tempranos de diferenciacion,
sin embargo, al finalizar el periodo de generacion se presentd una homogenizacién en la
expresion, debido a que la mayoria de las CDm expresaron la molécula de activacion
CD80, difiriendo con lo reportado por Chédvez et al en el 2005 los cuales reportan CDm
caninas con poca expresion del marcador CD80", sugiriendo que esta poca expresién es

debido a que el LPS no sobreregula la expresion CD80* en CDm caninas, mecanismo que
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también es reportado en humanos y ratones . Con respecto a los marcadores CD83" y DLA
II estos no fueron expresados por lo monocitos de sangre periférica, sin embargo,
conforme avanzaba el periodo de transicion a CDm ambos marcadores fueron
sobreexpresados en la superficie de las CDs, resultados que concuerdan con los datos
reportados por Hunder ef al., 2008 debido a que estas moléculas han sido reportadas como
marcadores caracteristicos de células presentadoras de antigeno (Xiaoyi et al., 2013).
Charlo et al en el 2012 menciona que la expresion del DLA II se presenta de manera
constitutiva en todos los linfocitos en el perro. Los resultados anteriormente mencionados
nos indican que fue posible la aplicacién del protocolo rdpido de generaciéon de células
dendriticas humanas en monocitos de sangre periférica de caninos, sugiriendo que el
protocolo de generacion de 48 horas fue eficaz tanto funcional como morfolégicamente
en la diferenciacion de CDm caninas permitiendo un ahorro en tiempo, costos y menor

exposicion a la contaminacion.

Una vez generadas las CDm caninas fue posible llevar a cabo la formacion de co-cultivos
con CPAs vy linfocitos totales de sangre periférica, permitiendo llevar cabo el proceso de
presentacién del antigeno a los linfocitos T y generando CD8" especificos de tumor.
Tomando como parametro de activacién de los linfocitos T la liberacion y secrecion de
IFNy en el medio de cultivo, debido a que esta citocina es secretada por los linfocitos T
cuando el receptor de células T ha sido estimulado de una manera antigeno especifica
(Ingram et al., 2000). Cabe recalcar que en este estudio se utilizaron IL-21 e IL-2 como
terceras sefales de activacion de los linfocitos T. Nosotros proponemos el uso de la IL-21
proporcionando terceras sefiales en la activacion de los linfocitos TCD8in vitro ya que se
ha reportado que promueve en linfocitos virgenes la diferenciaciéon hacia un fenotipo T
de memoria central CD127, CD62L, con aumento de la sobrevivencia (Steinman, 2012),
también debido a que la IL-21 no promueve la diferenciacion de T reguladores (Parrish et
al., 2002), promueve una respuesta Th1 y finalmente la IL-21 conduce a los CD8" hacia
un potente efecto citotdxico a través de la activacion el factor de transcripcion EOMES
(Gillison, 2004). Se detectaron niveles incrementados de IFNy en co-cultivos de CPAs
pulsadas con antigeno tumoral total y linfocitos de sangre periférica estimulados con IL-2,

disminuyendo significativamente la produccion de IFNy en los co-cultivos con ambas
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poblaciones pulsadas con antigeno pero estimuladas con IL-21, resultados que concuerdan
con los datos reportados por Harimoto et al 2013 los cuales mencionan una maxima
expresion de IFNy en linfocitos estimulados con IL-2 correlacionado con la proliferacion
de T reguladores, mientras tanto la produccion de IFNy por la IL-21 fue mds controlada
debido a la activaciéon de vias diferentes como STAT 1, STAT 3 y STAT 5 activando
funciones criticas de citotoxicidad pero regulando la homeostasis en la produccion del
IFNy . Guaru et al 2004 menciona que la IL-21 impide una expresion excesiva del IFNy
como mecanismo de regulacién de la respuesta inmune. Gongora et al en el 2005
establecieron valores minimos de produccion de IFNy como pardmetro de seleccion de
linfocitos T para ser utilizados en inmunoterapia del cdncer, similar a nosotros mencionan
que cultivos de linfocitos T que secretan niveles incrementados de IFNy son buenos
candidatos para TCA. Cuando los linfocitos T estuvieron en co-cultivo con CPAs que no
fueron pulsadas con antigeno tumoral total, la producciéon de IFNy disminuy6
draméticamente de manera independiente a los estimulos con IL-2 o IL-21, resultados por
debajo de los valores minimos de seleccion del IFNy y que concuerdan con Magon et al
en el 2007 los cuales reportan que la falta de una estimulacion antigénica en el receptor de
células T conlleva a una falta de activacion de los linfocitos T, anergia y muerte celular
por lo cual la disminucion en la produccion de IFNy fue evidente, ademéas cuando los
linfocitos T fueron estimulados solo con IL2 o IL-21 la produccién de IFNy apenas fue
perceptible. Resultados que nos permiten sugerir una activacion completa por los linfocitos
T debido a que estos recibieron las tres sefiales, de activacion; estimulacion especifica de
su TCR, estimulacién de receptores de activacion y estimulacién con citocinas, quedando
como perspectiva el subtipo de poblacién de los linfocitos TCD8" generados con cada una
de las citocinas en este estudio. Continuando con nuestro trabajo lo siguiente fue evaluar la
actividad citotéxica de los linfocitos TCD8" especificos de tumor aislados por separacién
magnética y estimulados con IL-21 o IL-2. Los resultados mostraron un 100% de lisis
de la célula tumoral cultivada en presencia de linfocitos CD8" especificos de tumor
estimulados con IL-21 y un 80% de citotoxicidad de la célula tumoral cuando los CD8"
fueron especificos de tumor pero estimulados con IL-2, resultados que concuerdan con
Parmigiani et al en el 2011 los cuales reportan un incremento en la muerte de las células

blanco cultivadas con linfocitos TCD8* estimulados con IL-21 observando un menor
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efecto cuando los linfocitos T fueron estimulados con IL-2, IL-7 o IL-15. Cuando los
CD8" no fueron especificos de tumor el porcentaje de citotoxicidad disminuy6
significativamente de manera independiente a IL-21 o IL-2, esta respuesta puede deberse
a la interaccion de los CD8" con las células dendriticas permitiendo la estimulacién de
receptores de activacién pero sin promoverse la activacién completa de los CD8" (Erolesa
et al., 2012). Por otra parte puede deberse también a reacciones de aloreactividad debido a
que algunos autores mencionan que la célula de TVT presenta algunas moléculas del MHC
diferentes al haplotipo del huésped. A continuacién se realiz6 una prueba de viabilidad
celular con el objetivo de confirmar que la célula de TVT es la que estd siendo blanco en
los ensayos de citotoxicidad. Se confirmé la muerte de la célula de TVT mostrando mayor
eficacia de los linfocitos TCD8" especificos de tumor estimulados con IL-21 para detener
el crecimiento tumoral durante mayor tiempo, observando menor eficacia de los CD8"
estimulados con IL-2 para controlar el crecimiento tumoral, por lo que se puede sugerir
que la poblacién de CD8 generados con IL-2 podria estar conformada por una mezcla de
linfocitos efectores y reguladores debido a que en el inicio de la interaccion se obtiene
gran cantidad de muerte de las células de TVT pero conforme transcurre el tiempo los T
reguladores comienzan a ejercer una funcidén supresora sobre la parte efectora, otra
explicacion es debido a que los CD8" estimulados con IL-2 son mds susceptibles a los
mecanismos de evasion tumoral, sugiriendo nuevos trabajos para el andlisis del subtipo

funcional y fenotipico de linfocitos CD8" generados con IL-21 o IL-2.

Los resultados muestran una exitosa y temprana inhibicién del crecimiento tumoral
aumentando la respuesta antitumoral, demostrando una regresion tumoral completa a
diferencia de los grupos control en los cuales el tumor continuo con su crecimiento,
relacionando esto con la gran acumulacion de linfocitos infiltrantes de tumor, sugiriendo la
participacion del sistema inmune innato y adaptativo debido a que todo proceso canceroso
que es eliminado es obra de una participacion completa del sistema inmunoldgico total
(Colvin et al., 2009), también se demostré un incremento en las poblaciones de CD4" y
CDS8" en sangre periférica sugiriendo que puede ser debido a la funcién citotéxica de los

linfocitos TCD8" especificos de antigeno que desemboca en una amplificacién de la
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respuesta inmune innata y adaptativa (Hinrichs et al., 2008), el gran incremento en la
concentracion de IFNy en el suero de los caninos con terapia celular sugiere la activacion
de la respuesta celular debido al estimulo de los linfocitos T, Pedro et al argumentando la
tormenta de diversas citocinas Th1 (IL1B, TNFa, IL-6 e IFNy) que son liberadas tras la
lisis de las células tumorales, activacion del sistema innato y consecuente activacion de los
linfocitos T. Los resultados indican que los linfocitos TCD8" generados en el laboratorio
tienen la habilidad in vivo para eliminar el TVT de una manera acelerada similar a lo
reportado por Hsiao et al los cuales demostraron una temprana erradicacion del TVT
posterior a la administracion de una vacuna conformada por una fusién de células
dendriticas y tumorales mismas que activaron una respuesta especifica contra el tumor
conformada por una gran acumulacion de linfocitos infiltrantes resultando en la necrosis
tumoral. Harol et al recientemente llevaron a cabo un estudio de inmunoterapia utilizando
plasmidos que codifican IL-6 e IL-15 en perros inoculados con TVT, bloqueando la
actividad de TGFp, estimulando la actividad de células NK y similarmente aumentando la
poblacién de linfocitos T CD8" infiltrantes de tumor e incrementando la concentracién de
IFNy en suero. Otra caracteristica del TVT es la poca expresion de moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad en la superficie celular lo cual hace dificil su
reconocimiento por el sistema inmune adaptativo, sin embargo, los linfocitos T CD8" una
vez activados secretan IFNy el cual aumenta los niveles de expresion de las moléculas del
MHC y a continuacién el tumor puede ser reconocido y destruido (Klebanoff et al., 2011),
tras la lisis celular se lleva a cabo la liberacion de las alarminas las cuales a su vez pueden
activar a células del sistema inmune innato como células dendriticas, macréfagos, natural
killer y linfocitos B con la consecuente activacion de los linfocitos T virgenes especificos
de antigenos tumorales convirtiéndose en una retroalimentacion con la amplificacion de la
respuesta inmunolodgica (Meza et al., 2006). Rissuto et al mencionan algunos factores
clave para el éxito de la terapia celular aut6loga con linfocitos T CD8" en el tratamiento del
cancer destacando el numero de células, estatus de diferenciacién y reestimulacion
antigénica, no encontrando diferencia significativa en la funcién citotéxica y efectora de
los CD8"pulsados con IL-2, IL-7, IL-15 o IL-21. Por el contrario Parmigiani et al

menciona a la [L-21 como una molécula muy favorable para la inmunoterapia debido a la
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activaciéon de los linfocitos T con potente efecto citotoxico y funcién efectora, gran
actividad antitumoral y antiviral asi como la predisposicion de diferenciacién en linfocitos

T de memoria central.
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8. CONCLUSIONES

Se logré implementar el modelo de inoculacién experimental del TVT en su sitio

de origen natural en caninos sanos.

Se estandarizo el protocolo de generacién de células dendriticas en un periodo

corto de 48 horas en monocitos de sangre periférica de caninos.

Se logré generar linfocitos TCD8especificos de antigeno estimulados con IL-21

con capacidad citotéxica contra las células de TVT.

Se implemento la terapia celular autéloga en caninos con TVT utilizando linfocitos
TCDS8"incrementando la inmunidad celular y logrando la regresion tumoral

completa.
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9. PERSPECTIVAS

Establecer un cultivo primario de las células de Tumor Venéreo Transmisible

debido a que en la actualidad no existe alguno.

Eficientizar y economizar el protocolo de generacion de células dendriticas
maduras a partir de monocitos de sangre periférica debido a su importancia en la

TCA.

Evaluar el subtipo y capacidad funcional de los linfocitos TCD8" generados con

estimulos de IL-21.

Llevar a cabo nuevas investigaciones de la Terapia Celular Aut6loga con linfocitos
TCDS8"con el objetivo de probar su eficacia y esta pueda ser implementada de

manera rutinaria con seguridad y €xito en pacientes humanos con céncer.
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