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RESUMEN

La Seleccion Clonal ha sido el paradigma de la inmunologia desde 1959, postulando la eliminacién de linfocitos
autorreactivos para explicar cémo se tolera a los antigenos propios mientras se reacciona contra los fordneos. Un
paradigma alternativo, el de la Tolerancia Dominante (TD), ha emergido recientemente, sustentado en la existencia
de células T reguladoras (Treg) que controlan directamente la autorreactividad fisiolégica existente. Este trabajo
resume resultados experimentales y teéricos que captan precozmente las consecuencias de la TD para el tratamiento
del cancery la autoinmunidad. Se encontré que manipulaciones de inmunosupresion, que eliminan transitoriamente
las Treg, agravan la enfermedad autoinmune, contrariamente al dogma de que la inmunosupresién es beneficiosa
en la autoinmunidad. Asimismo se evalué la induccién de inmunidad antitumoral mediante inmunosupresion en
animales vacunados y no vacunados, evidenciando contraintuitivamente un aumento de la respuesta a la
vacunacién consecuente con la supresién de linfocitos T. En el plano teérico, estos resultados proponen la primera
definiciéon operacional que estratifica los autoantigenos segun su relevancia en la autoinmunidad natural, en
concordancia con el concepto de Homunculo Inmunolégico definido por Cohen en 1992. Adicionalmente, por
modelacién matematica de la TD, se evidencié un mecanismo de escape de los tumores, donde la dinamica del
crecimiento tumoral induce tolerancia y donde la estrategia de inmunosupresién resultaria beneficiosa. En el
orden prdctico estos resultados conducen al concepto de dependencia de esquema en las vacunas de cancery al
disefio de protocolos combinados de vacuna+inmunosupresién/quimioterapia+vacuna, que ya han sido introducidos

en ensayos clinicos en curso.
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Introduccién

Latoleranciainmune ha estado conceptualmente ba-
sada en lafaltade reconocimiento alos antigenos pro-
pios por la eliminacién intratimica de los clones
linfociticos autorreactivos en etapas tempranas del
desarrollo embrionario [1]. Bajo estemodelo de Tole-
rancia Recesiva o Pasiva, trastornos en los mecanis-
mos de purgaen érganos linfoides centrales permitirian
el escape a periferia de linfocitos patogénicos y la
aparicién delaenfermedad autoinmune, asi laterapia
de tales entidades se sustenta sobre la eliminacion o
atenuacion delas células autorreactivas[2]. Recientes
evidencias experimental es sustentan lapersistenciade
células autorreactivas inmunocompetentes y autoan-
ticuerpos en individuos sanos [3, 4], asi como lain-
duccién de enfermedades autoinmunes 6rgano-
especificas por linfopenia funcional transitoria de
linfocitos T [5, 6]. Los mecanismos no delecionales
de regulacion delatol eranciainmunol 6gica periférica
a los antigenos propios comienzan a caracterizarse
[7]. Este model o emergente de Tolerancia Dominante
o activapermite asumir al sistemainmune (Sl) organi-
zado sobre el reconocimiento alo propioy laexisten-
cia de un estado de autoinmunidad fisiol 6gica como
mecanismo de homeostasis del individuo, controlado
por células con funcién regul adora que contribuyen al
mantenimiento de la tolerancia periférica a los
antigenos propios [8, 9].

En el presente trabajo se exponen y discuten
integralmente potenciales implicaciones tebricas y
experimental es del modelo emergente de Tolerancia
Dominante o Activaen laenfermedad. Se examiné el
efecto de manipul aciones de la regul acién periférica
durante la fase de induccion de la respuestainmune
contra antigenos propios en cuatro situaciones bio-
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|6gicas: laenfermedad autoinmune experimentalmente
inducida, la induccion de actividad antitumoral sin
manipulacion antigénica, la induccién de respuesta
inmune contravacunas de cancer basadas en antigenos
propiosy lainduccion de actividad antitumoral con
vacunas de cancer, todas con unidad experimental
comun dadapor laevaluacion delarespuestainmune
frente a antigenos propios en el curso de procedi-
mientos generadores de linfopeniafuncional transi-
toria. Adicionalmente, por el método de modelacion
matematica se valida el fendmeno de toleranciaindu-
cida como mecanismo de escape de lostumoresala
respuesta inmune.

Materiales y métodos

Modelos animales

Se utiliz6 como model o de enfermedad autoinmunela
Encefalitis Autoinmune Experimental (EAE) inducida
por Glicoproteinade Mielina/Oligodendrocito (MOG)
en ratones adultos C57BL/6 H-2°, prototipo de la
EsclerosisMltiple humana[10]. Laexpresion clinica
de la enfermedad se estratificd en una escala de 0-5
con las gradaciones de 0.5 para valores intermedios.
Los signos clinicos puntearon segun los siguientes
criterios: grado 0= sin enfermedad, grado 1= debilidad
opardisisdelacola, grado 2=paraparesisdelasextre-
midades posteriores o hemiparesis, grado 3= pardlisis
delas extremidades posteriores o0 hemipardlisis, grado
4= pardlisis completa (tetraplegia), grado 5= estado
moribundo, o muerte.

Se utilizaron como modelos tumorales el Tumor
Ascitico de Ehrlich (TAE), carcinoma de origen
mamario de lacepaderaton BALB/c H-2¢[11] y la
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variante 3LL-D122 del Carcinoma Pulmonar de
Lewis, tumor espontaneo poco inmunogénicoy alta-
mente metastésico en ratones C57BL/6 H-2°[12]. El
tamafio del TAE se reporté como el producto del
diametro mayor del tumor (a) y el didmetro perpen-
dicular a este (b) en mm? La evolucién del tumor
3LL-D122 se evalué por medicién de sus diametros
cada 3 diasy se practico cirugia del tumor primario
(amputacién) cuando alcanzé los 8-9 mm de diame-
tro. El desarrollo de metéstasi s pulmonares esponta-
neas se estimo por el incremento del peso pulmonar.

Modelos antigénicos

Se utilizé el péptido sintético p35-55 (secuencia de
aminoécidos: MEVGWY RSPFSRVVHLYRNGK) de
laMOG, asi como el Factor de Crecimiento Epidér-
mico (EGF) murino (Boehringer Mannheim GmbH,
Alemania) y humano (Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia, LaHabana, Cuba), este ltimo sélo
o conjugado a la proteina P64k de la Neisseria me-
ningitidis (EGF-P64Kk).

Procedimientos generadores de linfopenia
funcional transitoria

Se utilizaron formulaciones estériles de Anticuerpos
Monoclonales (AcMs) obtenidas a partir de ascitis
o0 de sobrenadantes de cultivo celular purificadas por
precipitacion por sulfato de amonio al 50%. El
hibridoma YTS 191.1.1.2 produce AcMs dirigidos
contrael epitope A del antigeno murino L3T4, equi-
valente al CD4 en humanos. El hibridoma YTS
169.4.2.1 produce AcMs dirigidos contra el epitope
A del antigeno Lyt-2, equivalente al CD8 de cadena
a en humanos. Ambos AcMs son del isotipo 1gG2b
[13]. El hibridoma PC 61 5.3 produce AcMs de
isotipo 1gG1 dirigidos contrala cadenaa del recep-
tor deIL-2 (CD25) murino [14]. Todas las formula-
ciones se administraron por viaintravenosa.

Adicionalmente se utilizé la Ciclosporina A
(Sandoz, Basle, Suiza) aladosisde 10mg/kg de peso
deanimal, disueltaen 50 uL deaceitedeoliva(Sigma,
St. Louis, MO) por viaintraperitoneal [5] y laCiclo-
fosfamida (L emery, México) ala dosis de 50 mg/kg
por viaintravenosa.

Analitica

Laeficienciadelosprotocol osinductoresdelinfopenia
se evaluo por citometria de flujo a partir de muestras
de sangre periféricay células de bazo. Se utilizaron
AcMs conjugados, anti-CD4 | sotiocianato de Fluores-
ceina (FITC) o Ficoeritrina (R-PE), anti-CD8 R-PE,
anti-CD25 FITC y sus combinaciones (PharMingen,
San Diego, CA). El andlisisseredliz6 con un Citdbmetro
deFlujo FACScan (Becton Dickinson, Mountain View,
CA). Los anticuerpos anti-MOG se evaluaron por en-
sayo de ELISA segun protocolo descrito previamente
[15]. La respuesta proliferativa anti-MOG se evalud
in vitro en células de bazo no fraccionadas [10]. La
produccion deIL-2, IL-4, IL-10 e IFN-g se evalu6 en
los sobrenadantes coleccionados alas 72 horas de cul-
tivo por ELISA segln juego diagndstico comercial
(Pharmingen, San Diego, CA). La respuesta de anti-
cuerpos anti-EGF se evalué por ELISA [16]. Para el
andlisis histol dgico los fragmentos de tejido sefijaron
enunasoluciéndeformalinaa 10%y seincluyeronen
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blogues de parafina, posteriormente fueron secciona
dos en fragmentos de 5 micras y tefiidos con
hematoxilinay eosina. El andlisishistoldgico sereaizé
a100x y 200x devision.

Modelos matematicos

Se aplicé formalismo matematico basado en
ecuaciones diferenciales que permite la descripcion
de un model o dered inmune que incluye lapresencia
simultanea de clones linfocitariosB y T [17, 19].

Resultados y discusion

Manipulaciones inductoras de linfopenia
transitoria condicionan la transicion de la
autoinmunidad benigna a la inflamacién
inmune patogénica

Laexistenciade células T con capacidad reguladora
(Treg) delarespuestainmune es uno de los sustentos
tedricosdel modelo de ToleranciaDominante[7]. Ex-
perimentalmente las Treg estan pobremente caracteri-
zadas tanto fenotipica como fisiol égicamente, aunque
linfocitos CD4+CD25+ [20, 21] y CD8+ [22, 23] se
asocian con unafuncién inmunorreguladorain vivo.

La EAE inducida con el péptido p35-55 MOG es
un model o prototipico de enfermedad autoinmune me-
diadapor células Th1[10, 24]. Laformacronicapro-
gresiva de EAE desmielinizante manifiesta en este
model o es reminiscente en muchos aspectosdelaEs-
clerosis Mltiple humana, por lo que resulta atracti-
Vo parainvestigar lapatogénesis einmunorregulacion
de laenfermedad autoinmune [25]. La autorreactivi-
dad al MOG es parte del repertorio natural enindivi-
duos sanos, donde existen autoanticuerpos 1gG sin
enfermedad [15], por |0 que es razonable asumir que
mecani smos de regul aci6n inmune deben existir para
controlar laexpresion intrinseca de la autoinmunidad
aesteantigeno (Ag).

Se encontré que lainmunorregul acién del proceso
autoinmune puede involucrar diferentes subpoblacio-
nes celulares, con nivelesvariables de contribucion de
células T CD4+, CD8+ y particularmente de la
subpoblacion CD4+CD25+ [26]. Laeliminacion tran-
sitoria de Treg durante la fase inductora de la res-
puestainmune contra antigenos propios conduce a su
potenciacion y al agravamiento de la enfermedad
autoinmune, en un proceso que es dependiente de la
dosisy el esquemade tratamiento (Tabla 1). Resultd
deinterésencontrar quelaintensificacion delaenfer-
medad se acompafia del incremento de la respuesta
proliferativay la produccion de Interferon g por las
células T, asi como de la respuesta de anticuerpos
especificos contra el MOG, lo que permite inferir la
repercusion de tal manipulacion en lafase efectorade
larespuestainmune. Debe destacarse que larespues-
tainmune contra el derivado proteico purificado del
Mycobacterium tuberculosis contenido en el
adyuvante utilizado en la inmunizacién no se
incremento, lo que permite sugerir que la respuesta
inmune a los antigenos propios y foraneos se regula
diferentemente[21, 27]. Finalmente, el andlisisdees-
tos resultados desde el punto de vista del manejo de
|as enfermedades autoinmunes, donde | a base funda-
mental de su terapéuticaradicaen el uso de medica-
mentos inmunosupresores, ofrece una explicacion al
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efecto rebote de las manifestaciones clinicas de estas
enfermedades frecuentemente observado tras lainte-
rrupcién del tratamiento [28], lo que sugiere la
reevaluacion conceptual detal intervencion médica.

La respuesta autoinmune a antigenos
propios solubles se incrementa por
tratamientos inductores de linfopenia
transitoria

Derivado del surgimiento delainmunologiacomorama
delamicrobiol ogia sus bases experimentales provie-
nen fundamentalmente de la inmunizacion con
antigenosforaneos[29]. Sin embargo, existe unalimi-
tadadocumentacion referentealareactividad del Sl a
las molécul as propias ya que la mayoria de |l os expe-
rimentos de autoi nmuni zacién se restringen a un pu-
flado de enfermedades autoinmunes experimentales
en model osanimales[3]. Con el interés de extender el
andlisisanterior, seevalué el impacto delos mecanis-
mos de regulacién inmune periféricaa Factor de Cre-
cimiento Epidérmico (EGF). El EGF resultadeinterés
ya que es una molécula pequefia de sélo 53
aminoéacidos [30], contra la que existe respuesta na-
tural de autoanticuerpos |gG en individuos sanos[16]
y a diferencia del antigeno MOG, se encuentra en
bajas concentraciones en circul acion periférica, simi-
lar ahormonas que resultan blanco de respuestas au-
toinmunes patol égicas[31].

El fenébmeno de latoleranciainducida por altas do-
sis de inmunosupresion terapéutica [13] se confirmé
bajo nuestras condiciones experimentales. La induc-
cion de una deplecion linfoide profunda en ratones
BALB/c mediante la administracién consecutiva de
varias dosis de AcMs depletantes anti-CD4 y anti-
CD8 previo ala administracion intravenosa de EGF
humano (heterdlogo) indujo un estado de faltaderes-
puesta de anticuerpos especificos de larga duracion.
Esta aproximacion experimental constituyelabasera-
cional parael uso de AcMsantilinfocitarios como in-
munosupresores en el tratamiento de las enfermedades
autoinmunes humanas[32]. Sin embargo, debe notarse
quevariosfactoresinfluyen sustancialmenteen € efecto
observado, la dependencia de dosis de la deplecién
celular T, ladosisy laviadeadministracién del Ag. La
administracion deunadosisUnicade AcM anti-CD4 o
anti-CD8 previo alainmunizacion subcutaneaointra-
muscular con el EGF humano en adyuvante no reduce
significativamente la respuesta contra este Ag. Por €l
contrario, similar deplecion linfoide transitoria en el
curso del desarrollo delarespuestainmuneincrementa
los titulos asi como la velocidad de aparicién de la
misma, sin modificar el patron de subclases de
inmunoglobulinas especificas inducidas. Este efecto
se observo fundamentalmente con el uso de AcM anti-
CD4y anti-CD25, asi como con el medicamento qui-
mioterapéutico Ciclofosfamida (CY). Resulta de
particular interés que el incremento de la respuesta
inmune contrael EGF humano, también induceunin-
cremento significativo de la respuesta contra el EGF
autélogo. Estas molécul as portan un 70% de homol ogia
en su secuenciade aminoéacidos, lo que sugiere quela
especificidad de laregulacion de larepuestacontrael
EGF es compartida entre ambas moléculas y pudiera
ser unaevidenciade laconservacion evolutivade este
proceso. El incremento delarespuestainmune al EGF
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Tabla 1. Comparacién entre los esquemas combinados de inmunizacién y deplecion

transitoria de células T en la induccion de EAE
A)

Tratamiento Incidencia de la Dia del debut Pico del indice clinico”
I
Esquema enfermedad (%) (Media+SEM) (Media=SEM) | Maximo
Control 83 18.40+1.43 1.18+0.18 2.5
anti-CD4 0 - 0 0
\'A% anti-CD8 100 17.00+1.00 2.62+0.10 3
anti-CD25 100 17.33+0.33 2.12+0.21 3
anti-CD4 100 22.00+4.04 1.00+0.28 25
VIV anti-CD8 100 17.67+1.33 2.33+0.42 4.5
anti-CD25 100 17.00+0.00 3.37+0.22 4
B)
Esquema Ivv VIv
anti- . anti- . . anti-
Grupo Control CD4 anti-CD8 cD25 anti-CD4 anti-CD8 cD25
Control . * p<0.0001  p=0.0033 ns p=0.0060 p<0.0001
anti- _ * * * * *
CD4
anti- _
\4% cDs - ns p<0.0001 ns p=0.0063
anti- _ -
CD25 - p=0.0044 ns p=0.0005
anti- -
b4 - p=0.0156  p<0.0001
anti- _
VIV D8 - p=0.0405
anti- }
CD25

A) Expresién clinica de la enfermedad, B) Andlisis entre grupos individuales (se muestra el valor de
significacién estadistica). Para la induccién de la EAE se inmunizaron los animales por via subcutanea dos
veces con 200 ug del péptido p35-55 del MOG emulsificado en Adyuvante Completo de Freund
suplementado con 500 ug de Mycobacterium tuberculosis H37 RA inactivado por calor y siguiendo el
protocolo estédndar, 200 ng de la toxina del bacilo Bordetella pertussis se inocul6é inmediatamente después
de la primera inmunizacién y 72 horas mas tarde. Se administré por via intravenosa una dosis de 1 mg de
AcM depletante o IgG control basado en dos esquemas diferentes: 24 horas antes de la primera
inmunizacién (IVV) 6 24 horas antes de la segunda inmunizacion (VIV). (#) La significacién estadistica se
calculé mediante la prueba de t de Student (ns, no significativo), (*) La incidencia de la EAE igual a cero en

el grupo tratado con el AcM anti-CD4 segun esquema IVV.

como resultado de un protocolo combinado de inmu-
nizacién einduccion delinfopeniatransitoriasustenta
la intervencion de los mecanismos de regulacion
periféricaen larespuesta contraAg solubles.

Definicion operacional del homunculo
inmunolégico

Unade lasinnovaciones fundamental es que distingue
al modelo de tolerancia inmune dominante o activa
estadada en lavision de laautoinmunidad como natu-
ral y beneficiosa, méas que unaconsecuenciafortuitay
negativa de lainmunidad. Aqui, el SI se encuentraen
continuaactivacion referenciado en el reconocimiento
de un particular conjunto de Ag propiosy predice la
existenciade unacohorte de cloneslinfocitarios contra
tales especificidades con receptores presel eccionados
por su altaafinidad que estan involucrados en laregu-
lacién inmuney lahomeostasis [33].

Homunculo inmunoldgico (HI) es el término que
se aplica para designar el repertorio natural
autoinmune dirigido contra una fraccién de los Ag
propios [34, 35]. EL HI puede considerarse como
una representacion interna de ciertas mol écul as pro-
pias, andlogo al homuanculo neurol égico, figurafun-
cional del sistemanervioso del organismo individual
impreso en las cortezas sensoriales y motoras. El
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homuncul o neurol dgico esta compuesto por redes de
neuronas conectadas y €l HI por su parte, esta com-
puesto por linfocitos T y B que reconocen |los
epitopes dominantes de losAg propios. Al igual que
las neuronas, estos linfocitos autorreactivos se en-
cuentran regulados por redes celulares que incluyen
interacciones idiotipicas-antidiotipicas.

El HI aunque atractivo conceptual mente, se encuen-
tra pobremente operacionalizado, lo que limitasu al-
cance practico. La estratificacion del conjunto de los
autoantigenos en homunculares o no, seriarelevante
para €l disefio de vacunas contra Ag propios como
blancos de la inmunidad antitumoral. L os antigenos
homunculares adiferenciadelos no homunculares de-
ben estar sometidos aun nivel de regulacion fisiol 6gi-
ca, €l cual seriapreciso romper parainducir respuesta
inmune. La ruptura de esta tolerancia pudiera tener
implicaciones a largo plazo en €l individuo, seria el
equival ente alainduccion de una autoinmunidad pa-
tol 6gica, aunque pudieraderivar en unarespuestain-
mune més eficiente contra los tumores.

Losestudios sobre autoinmunidad ad MOGy a EGF
descritos nos permiten proponer una definicion opera
cional delos Ag del HI [16]. Asi, un antigeno propio
homuncular es aquel que (Tabla 2): es reconocido por
autoanticuerposnaturalesy células T enindividuossanos,
seexpresaen € timo, activa una respuestainmune més
efectivacuando estdacompafiado por sefial es accesorias
tales como adyuvantes y moléculas transportadoras, la
respuestainmune a Ag puede incrementarse mediante
supresion de la regulacion inmune y el Ag puede ser
molécula blanco en una enfermedad autoinmune. Taes
criterios se cumplen para estos dos antigenos y aunque
no se han descrito enfermedades autoinmunes contra el
EGF, se describié en pacientes con Lupus Eritematoso
Sistémico la presencia de autoanticuerpos circulantes
contra una region de la trombomodulina que contiene
dominios de EGF, lo que constituye un factor de riesgo
paralaocurrenciadetrombosis[36].

Impacto de las nociones emergentes de la
Tolerancia Dominante en la inmunidad
tumoral. Contraintuitivamente la linfopenia
transitoria induce efecto antitumoral

Larespuesta antitumoral puede ser un caso particular
de respuesta autoinmune. MUltiples evidencias sus-

Tabla 2. Definicién operacional del homunculo
inmunolégico

Criterio MOG EGF
F)ﬂsiencm dfe rgpeﬁorlo natural +[15] 6]
inmune en individuos sanos
Expresion en células epiteliales 2
timicas medulares +[48] ¢ [49]
Necewdud. de senale§ accesorias para +[10]* +[50]*
respuesta inmune mas efectiva
|ncremen1(.>,de la respuesta inmune +[20]* 6]
por supresion de la regulacién inmune
Antigeno blanco de enfermedad +[10] 2 [36]

autoinmune

Se resumen los criterios propuestos para la estratificacion
de los autoantigenos segun su relevancia en la
autoinmunidad. (+)-Existencia de datos que sustentan el
criterio correspondiente, (2)-Dato incompleto o no
concluyente, (*)-Dato obtenido o confirmado durante el
desarrollo del presente trabajo. Se incluyen entre corchetes
las referencias correspondientes.
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tentan la relevancia de los Ag propios como blancos
principales de la respuesta inmune contra las células
tumorales [37, 38]. De ser esta afirmacion correcta,
ambos tipos de respuestas deben estar sujetos a simi-
lares procesos de regul aci6n inmuney mani pul aciones
gue desencadenan enfermedades autoinmunes, deben
desencadenar a su vez respuesta antitumoral [38]. La
cepa de ratones BALB/c es ordinariamente resistente
a desarrollo de enfermedades autoinmunes esponta-
neas. Sin embargo, la administracion neonatal de la
Ciclosporina A (CsA), medicamento con reconocido
efecto inmunosupresor, sin otro tipo de manipulacién
antigénicainduce & desarrollo de autoinmunidad pato-
I6gica [5]. Por homologia se evalud similar interven-
cion en ratones BALB/c portadores del TAE, tumor
singénico inerte aalgun efecto directo potencial dela
CsA [11]. Sorprendentemente, este proceder desenca-
denaefecto antitumoral con reduccion significativade
su crecimiento eincremento delasobrevidadelos ani-
mal es, asociado alainduccién delesiones histopatol 6-
gicas tales como, infiltracién intensa de células
mononucleares y pérdida de la arquitectura tumoral
caracteristica[39]. Significativamente, un hallazgo his-
tolégico similar sereportaen las enfermedades autoin-
munes inducidas por CsA. Es de notar que la
administracion de CsA tiene solo un discreto impacto,
y bajo condiciones de inmunosupresion mas estrictas
en laevolucion tumoral en individuos adultos, 1o que
evidenciael reforzamiento ontogénico delos mecanis-
mos de regulacioninmune periférica[6]. Estos experi-
mentos se realizaron en ausencia de manipulaciones
antigénicas de tal manera que la movilizacion de los
mecani smos efectoresinmunes estuvo mediadapor Ag
propios expresados de forma natural. En general, la
inducci6n de respuesta antitumoral por inmunosupre-
sion transitoria sustenta la existencia de linfocitos
autorreactivos capaces de reconocer y destruir células
tumorales pero sélo cuando se elude €l efecto de los
mecanismos de regulacion periférica. Adiciona mente,
esto puede explicar laaparentefatadeantigenicidad o
insuficiente inmunogenicidad delosAg tumorales.

Modelaciéon matematica de red de linfocitos
B-T para el sistema inmune de un nuevo
mecanismo de escape de los tumores
basado en la induccién activa de tolerancia

Paraestudiar lasimplicaciones de unaconcepcion ted-
ricadel Sl basadaen laexistenciade unadensared de
interacciones entrelinfocitos B y T, tal como se pos-
tula anteriormente en este trabgjo, se desarroll6 [17]
y estudi6 una extension de un modelo de red inmune
gue propone un conjunto de ecuaciones diferenciales
gue describen la variacion de las concentraciones de
clones T y B, asi como de las Inmunoglobulinas (1g)
secretadas por estos Ultimos [18, 19]. Los Ag sein-
troducen con una concentracion constante y tienen
asociados un Unico clon T. Nuevos clones B seintro-
ducen periédicamentey sus afinidades de interaccion
se establecen por un procedimiento semialeatorio. La
activacion de esos clonestiene en cuentael reconoci-
miento del ligando por 1g de membranay el proceso
de cooperacion T-B. Respecto al modelo original se
modificé el procedimiento de generacion de afinida-
des para considerar la variacién de la conectividad
entre clones B durante el desarrollo ontogénicoy la
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funcién de activacion de clones T para considerar la
dependencia de este proceso de la concentracion de
Ag, proponiéndose una funcién de tipo campana.

El resultado mas significativo de este trabajo tedri-
co se obtuvo delasimulacion delarespuestadel Sl a
unAg externo cuyaconcentracion variacon el tiempo
(simulacién de un antigeno tumor asociado); mientras
més lento es el crecimiento del Ag, més tolerogénico
resulto parael Sl (Figura 1). Estainteresante depen-
denciaexplicael hallazgo experimental de unacorrela-
cion directa entre la velocidad de crecimiento de un
tumor y lainmunogenicidad del mismo [40]. Pero més
aun, propone un mecanismo de escape del tumor dife-
rente delos clasicamente considerados en laliteratura
[41]. En el mismo, la propiadinamicade crecimiento
del tumor induce tolerancia a partir de los mismos
mecanismos que garantizan latoleranciaalosantigenos
propiosen el Sl. El estudio ulterior con este modelo,
validé tedricamente la estrategia propuesta en este
trabajo de combinacion de inmunosupresion con va-
cunas para €l tratamiento de aguellos tumores que
utilizaran el mecanismo de escape antes descrito.

Postulado de una nueva modalidad de

inmunoterapia del cdncer sustentada en la
combinacién de vacunas de cancer basadas
en antigenos propios con inmunosupresion

Delosresultados anteriores se pueden extraer impor-
tantes nociones paralainmunologiatumoral [16], ta-
les como: vacunas de cancer inmunogéni cas pueden
estar basadas en el uso de antigenos homuncularesy
no sélo en neoantigenos tumor especificos, conclu-
sién razonable ya que la autoinmunidad natural esta
garantizadaen unarelativa altafrecuenciade células
T y B especificas. Para superar los mecanismos de
regulacion que controlan laautoimmunidad natural se
requieren altas dosis de antigeno, frecuentesyy repeti-
das inmunizaciones que incluyan adyuvantes
contentivos de potentes sefiales coestimulatorias.

-A-Tolerancia
-m- Rechazo

100
1 -@- Autoinmunidad

90 -

Por ciento del total de corridas

0 : : : : : : : : .
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Velocidad de crecimiento tumoral

Figura 1. Simulacién de la respuesta del Sistema Inmune a un
antigeno tumor asociado cuya concentracién varia con el tiempo.
Porciento del total de 100 simulaciones realizadas que resulté en:
Tolerancia (no aparecen anticuerpos contra el antigeno tumoral),
Rechazo (aparicién de anticuerpos especificos), o Autoinmunidad
(aparicién de anticuerpos contra el antigeno tumoral y contra
algun otro antigeno propio) inducida por el crecimiento de un
tumor (modelado como antigeno externo cuya concentracién
incrementa con el tiempo). Para un tumor que crece mas répido
la frecuencia de rechazos aumenta y la de tolerancia disminuye.
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Pero fundamentalmente, los protocolos de vacuna-
cion terapéutica del cancer deben incluir €l uso de
tratamientos inmunosupresivos 0 mejor, capaces de
eliminar o “relgjar” la regulacién inmune, entre los
gue pueden considerarse medicamentos quimiote-
rapéuticos no mieloablativos como la CY, farmacos
gue inducen linfopenias transitorias como efecto
secundario y ademas no afectan la répida recupera-
cion delos neutréfilos [42, 43].

Lademostracion formal de estos postulados (Figura
2) serealizd utilizando unavacunade cancer basadaen
el EGF conjugado a la proteina P64k de la Neisseria
meningitidis (EGF-P64k) en el adyuvante Montanide
ISA 51. Estavacunase encuentraen evaluacion clinica
para el tratamiento en pacientes con cancer de origen
epitelial, con lafinalidad de aprovechar los autoanti-
cuerpos producidos como via para inactivar el EGF
circulante, castrandolo delacirculacion periféricacon
el prop6sito de reducir la tasa de crecimiento de los
tumores dependientes de estefactor de crecimiento [44].
Desde el punto devistapréactico, unamayor eficaciade
este enfoque terapéutico estaria directamente ligada a
la induccion y mantenimiento de mayores titulos de
anticuerpos circulantes en los sujetos portadores de
tumores, lo que se constatd experimental mente.

El mecanismo del fendmeno de potenciacion de la
respuesta antitumoral inducida por linfopeniatransito-
riapuede sustentarse en laeliminacién delinfocitosre-
guladores o supresores que abrogan tal efecto[14, 45],
aungue complementariamente la apertura de espacio,
capaz de garantizar laregeneracién homeostéticaprefe-
rencia delinfocitos contralas especificidadesvacunales,
constituye una alternativa razonable [ 38, 46, 47].

Conclusiones

En general, el presentetrabajo tributaal sustento del
modelo emergente de Tolerancia Dominante y pos-
tula una aplicacién préactica para la terapia del can-
cer. Protocolos de investigacion clinica basados en
estos resultados ya se encuentran en gjecucion, con
resultados preliminares alentadores.
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Figura 2. Efecto antimetastdsico inducido con combinaciones de la vacuna de cancer EGF-P64k e inmuno-
supresion en ratones C57BL/6 inoculados con el carcinoma pulmonar 3LL-D122. Tras la inoculacién del tu-
mor primario se estratificaron los animales de acuerdo al esquema terapéutico. Un grupo permanecié sin
tratamiento (No tto) y a partir del segundo dia, los restantes se inmunizaron dos veces con 4 ug del prepa-
rado vacunal EGF-P64k en Montanide ISA 51 por via intramuscular (V-V). Adicionalmente, se administré
por via intravenosa una dosis de 50 mg/kg de CY o 1mg de AcM depletante anti-CD25 basado en dos es-
quemas diferentes: 3 dias antes de la primera inmunizacién (Grupo 1) 6 3 dias antes de la segunda inmu-
nizacién (Grupo 2). La inmunosupresion en el curso de la inmunizacién con la vacuna de can-cer EGF-P64k
(Grupo 2) incrementa la respuesta de anticuerpos anti-EGF y reduce significativamente la aparicién de me-
tastasis espontdneas evaluada por peso pulmonar segun prueba de Kruskal-Wallis (Anova No-paramétrica)
y la prueba de Comparaciones Multiples de Dunn (* p<0.05). El peso pulmonar normal se muestra en el

grupo de animales naive (No tumor).
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