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Resumen

Las iNKT son un subgrupo de linfocitos T que tienen caracteristicas que las situan entre el sistema inmune
innato y el adaptativo. Se caracterizan por tener un TCR invariante (en humanos) o semi-invariante (en
ratones) el cual es capaz de reconocer la aGC presentado a través de CD1d. A pesar de definirse por reconocer
esta molécula, pueden dar respuesta frente a otros glicolipidos presentados a través de CD1d, y se ha
documentado a lo largo de los afios que las caracteristicas de dichos glicolipidos pueden conllevar un espectro
de respuestas por parte de las iNKT muy amplio. Esta versatilidad combinada con el hecho que son capaces
de modular la activacidon del sistema inmune de forma temprana para poder desarrollar una respuesta
eficiente ha llevado a diversos investigadores a estudiar compuestos que sean capaces de dirigir la actividad
de esta poblacion en diversos modelos animales con el fin de desarrollar inmunoterapias contra diversas

patologias.

En nuestros estudios hemos analizado la actividad del AC11, un andlogo aminociclotol de la aGC, que en
ensayos previos demostré ser capaz de estimular una respuesta de perfil citotdxico por parte de las iNKT
murinas y humanas. Con estos datos, el objetivo era evaluar la actividad de nuestro compuesto en
comparacion con la aGC en modelos animales tumorales, analizar la respuesta inmune tras su inoculacion y
valorar si el tratamiento con este compuesto es capaz de generar una respuesta dirigida haca epitopos
tumorales. Se ha trabajado con las lineas de timoma RMA, EL-4 y EG-7 y con las lineas de mieloma B16-F10y
B16-F10-OVA. Para poder inducir actividad antitumoral contra antigenos especificos se han utilizado lineas
gue expresan OVA de pollo (B16-F10-OVA y EG-7). Pero, tanto para poder desarrollar respuestas antigeno
especificas en lineas sin antigenos conocidos como para poder tener una aproximacion mas similar a los
procesos observados en pacientes, se ha puesto a punto un protocolo de induccién de apoptosis a las diversas
lineas tumorales con radiacion UV. Estudiando el comportamiento de estas lineas y sus tratamientos se
demostré que las lineas B16-F10 y B16-F10-OVA, a pesar de ser la segunda derivada de la primera, no se
comportan de forma similar ni en cultivo ni tienen cinéticas de crecimiento en el animal similares, por lo que

no se puede asumir que su Unica diferencia es la expresion de OVA.

El tratamiento en los distintos modelos tumorales ha permitido determinar que nuestro compuesto es capaz
de inducir una respuesta inmune especifica tanto en machos como en hembras en todos los modelos testados,
con la salvedad del EG-7 en machos donde la combinacidn del AC11 con el OVA no ha tenido efecto alguno.
Ademas, nuestro compuesto ha mostrado ser capaz de controlar el crecimiento tumoral a largo plazo, ya que
al contrario que la aGC, que solo es capaz de retrasar el inicio del crecimiento de la masa tumoral, el AC11 ha
mostrado un cambio sostenido en el tiempo de la cinética de crecimiento del tumor, lo cual es un indicativo
que incluso en estadios avanzados nuestro tratamiento sigue teniendo efecto. Probablemente la falta de

actividad antitumoral frete a EG-7 en machos sea debida al dimorfismo sexual de la respuesta de las iNKT



mediada por IFNy, la cual es dependiente de estradiol en nuestra cepa murina. Ensayos funcionales también
han puesto de manifiesto dicho dimorfismo, viéndose como en hembras el tratamiento con nuestro
compuesto resulta tanto en una estimulacion local como en diferentes érganos mientras que en machos

nuestro compuesto practicamente solo tiene efectos significativos en el lugar de inoculacion.

Durante el desarrollo de nuestros estudios surgid la oportunidad de testar compuestos derivados del a-S-
galactosilceramida, de entre los cuales los XZ7 y 11 en estudios previos fueron capaces de estimular las iNKT
humanas in vitro. Al analizar su actividad en ratones, el X211 fue capaz de dar una respuesta detectable por
citometria de flujo, aunque en dosis varias veces mayores que las utilizadas para la estimulacién con el AC11.

Esto pone de manifiesto el grado de eficiencia del AC11 para estimular la actividad Th1 de las iNKT.

Con estos resultados, se puede concluir que el AC11 es capaz de inducir una respuesta citotdxica antigeno
especifica y duradera en el tiempo, hecho que lo postula como un compuesto con gran potencial para el

desarrollo de tratamientos antitumorales.



Abreviaciones

ADN: Acido desoxirribonucleico

APC: célula presentadora de antigenos

ARN: Acido ribonucleico

BCR: Receptor de los linfocitos B

BTK: Tirosin quinasa de Bruton

CDR: Complementary-determinig region
CMFDA: Diacetato de 5-clorometilfluoresceina
CSF1: Factor estimulante de colonias 1

DC: Célula dendritica

DMSO: Dimetilsulféxido

DP: Doble positivo

EAE: Experimental autoinmune encephalomyelitis
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

eLPA: ether lysophosphatidic acid

FBS: Suero bobino fetal

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de

granulocitos y macréfagos

HCMV: Human cytomegalovirus

HPV: High-risk human papillomavirus
ICAM: Intracellular adhesion molecule
IFNy: Interferon gamma

iGB3: Isoglobotrihexosilceramida

IL: Interleuquina

iNKT: Linfocitos T natural killer invariantes
K.O.: Knook out

LFA: Lymphocyte function-associated antigen
LLT: Lectin -like transcript

LPS: Lipopolisacarido

MHC: Complejo principal de histocompatibilidad
Mg: Macréfagos

NK: Células natural killer

NOD: Non obese diabetic mice

OVA: Ovoalbimina

PALS: Periarteriolar lymphoid tissue

PBS: Tampdn fosfato salino

Pl: loduro de propidio

PI3Ky: Fosfoinositol 3-quinasa gamma

pLPE: plasmalogen lysophosphatidic acid
PLZF: promyelocytic leukaemia zinc finger protein
PRR: Pattern-recognition receptor

PTHRP: parathyroid hormone-related protein
RPM: Revoluciones por minuto

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SAP: SLAM-associated protein

SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome

coronavirus 2
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SLAM: Signaling lymphocytic activation molecule TNF: Tumour necrosis factor
SYK: Tirosin quinasa del bazo VLDL: Very low-density lipoprotein
TCR: Receptor de los linfocitos T aGC: Alfa- galactosilceramida

TLR: Toll-like receptor
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1. Introduccién

La presente tesis pretende analizar la actividad del andlogo aminociclitdlico de la aGC, AC11, en modelos
animales de céncer. Este andlogo, previamente caracterizado funcionalmente ex vivo, deriva de un primer
compuesto, HS44, que era débilmente reconocido por las células iNKT pero que inducia una potente respuesta
antitumoral en modelos de metastasis pulmonar. AC11 presenta una configuracion mas semejante a la aGCy
estimulaba mas potentemente las células iNKT en cultivos celulares, asi como en la induccién de respuesta
sistémica de citoquinas in vivo. Por tanto, se ha estudiado en diversos modelos animales tumorales por cuanto
podria inducir una respuesta antitumoral mdas eficaz y universal, al inducir una respuesta inmune
exclusivamente Th1l, la mdas adecuada para controlar el crecimiento tumoral. Ademads, este agonista es capaz
de estimular las iNKT humanas en cultivo ex vivo, por lo cual tiene potencial inmunoterapéutico para la
aplicacion clinical. La necesidad de mejorar los tratamientos actuales contra el cancer basados en la activacién
de la respuesta inmune inducida por las células iNKT radica en las limitaciones mostradas por el uso del
agonista prototipico aGC en multiples ensayos clinicos, a pesar del alto potencial que mostraban los estudios
preclinicos en modelos animales. Esta tesis se ha centrado en intentar generar una respuesta antitumoral
especifica, comparando con la respuesta innata en ausencia de antigeno tumoral, mediante el uso de distintas
estrategias estimuladoras de las iNKT y en diversos modelos tumorales, con el objetivo de evaluar la distinta
eficacia del control del tumor en las distintas situaciones que permitiese una generalizacion del tratamiento o
bien la seleccidn del tipo de tumor mas adecuado para un futuro uso terapéutico. Ademas, se ha analizado las
diferencias de la respuesta en funcion del sexo, factor que puede ser relevante en determinados tipos

tumorales.

1.1. Los linfocitos NKT

Los NKT son un subgrupo de linfocitos T que engloban distintos tipos celulares con caracteristicas diferentes,
mayoritariamente especificos de estructuras lipidicas, en contraposicion a los TCR de linfocitos convencionales
que reconocen péptidos’. Esto se debe a que estdn mayoritariamente restringidos por moléculas
presentadoras de antigeno no clasicas (o MHC-like), la familia de moléculas CD13. Se usé la denominacién de
NKT o células T natural killer porque se describieron como linfocitos T que expresan el receptor NK1.1, si bien
esta definicion es muy amplia y abraca un conjunto heterogéneo de linfocitos, incluyendo células que no
expresan dicho marcador®. Funcionalmente se caracterizan por poder desarrollar una respuesta inmune
especifica contra lipidos, mayoritariamente glicolipidos, pero a su vez tienen caracteristicas de células de la
inmunidad innata como una rapida producciéon de citoquinas (debido a tener ARNm pre-formado),

permitiendo que sean de las primeras células en responder contra una infeccion, incluso en ausencia de
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reconocimiento especifico®. Esta rapida respuesta, su capacidad de produccién de citoquinas de amplio
espectro y la expresidon de moléculas coestimuladoras, les permite activar numerosos tipos celulares inmunes
dirigiendo la respuesta inmune efectiva contra el estimulo antigénico, considerdandose un puente entre la

respuesta innata y la adaptativa.

Dentro de esta familia de linfocitos, se han descrito 3 subgrupos principales: Las NKT de tipo |, mas conocidas
como iNKT, se caracterizan por tener un TCR semi invariante (o iTCR), estar restringidos por CD1d y responder
cuando esta molécula esta cargada con aGC, un glicolipido aislado en Agaelas mauritanus que constituye el
agonista prototipico®. Las NKT de tipo Il también son restringidas por CD1d pero no tienen un iTCR, motivo por
el cual no reconocen aGC pero siguen respondiendo a la presentacidn de otros antigenos lipidicos, como la 3-
O-sulfatogalactosilceramida, dependiendo de su TCR variable’. Estas se descubrieron al hacer un ratén K.O.
parra el MHC I, el cual reveld la existencia de dicha poblacién®. Un tercer grupo de NKT incluye todos los
linfocitos T con receptores NK los cuales no responden a la presentacidon por CD1d, aunque pueden estar
restringidos por otros isotipos de CD1 o corresponder con los linfocitos T clasicos activados que expresan

receptores NK®.

1.1.1. Células NKT tipo | 0 iNKT
La caracteristica principal y definitoria de esta poblacion es la presencia del TCR semi-invariante. En el caso de
los ratones, el iTCR estd formado por las cadenas Val4-Jal8 / VB2, 7, 8.1, 8.2 o 8.3911 mientras que en
humanos estd formado por Va24-Ja18 / VB11®2, A pesar de ser de especies diferentes, las iNKT de humanosy
las murinas son capaces de reconocer aGC presentado a través de CD1d de cualquiera de las dos especies?.
Como células a caballo entre la respuesta innata y adaptativa presentan caracteristicas tipicas de células NK,
como la presencia de granulos citotdxicos de perforina y granzima en su citoplasma®®. La estructura
tridimensional del complejo iTCR-CD1d-aGC ha demostrado que la interaccién con el CD1d cargado con su
antigeno es relativamente rigida'?, revelando un funcionamiento similar a los PRR, receptores caracteristicos
de la respuesta innata'4, en lugar del acoplamiento conformacional y cinético de los complejos TCR-MHC-

péptido.

En ratdn, estas células representan el 0.5-1% de los linfocitos T en timo, sangre y nddulos linfaticos;
aproximadamente el 2,5% en bazo y nddulos mesentéricos y pancreaticos; y cerca del 30% en el higado. En
humanos las iNKT esta poblacion tiene una preponderancia muy inferior, siendo ademas extraordinariamente
variable entre la poblacién. Asi, en sangre, el porcentaje de iNKT, puede variar considerablemente desde el
minimo (0.01%) hasta el 1%, hecho al cual atiin no se le ha encontrado una explicacién, pero que parece estar
bajo regulacién genética®. También se han detectado diferencias entre sexos, probablemente debido a
factores hormonales®?>, siendo més abundantes en hembras!® y con un mayor sesgo a la produccién de IFNy,

la citoquina prototipica de la respuesta Thi, relacionada con la produccion mucho mas mayoritaria de
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estradiol'’. También se ha hipotetizado que este dimorfismo sexual de las iNKT sea debido a la existencia de

genes ligados al cromosoma X que regulen su desarrollo?®.

Como parte del compartimento T, se desarrollan en el timo'® vy de forma similar a los linfocitos T
convencionales hasta el estadio de linfocitos doble positivos'®. En este momento, los linfocitos que hayan
reordenado un iTCR podréan reconocer un lipido presentado por CD1d%, por otro timocito DP, en lugar de
interaccionar con una APC como sucede tipicamente con los linfocitos T clasicos. Algunos de los lipidos
enddgenos presentados por CD1d que se han identificado en timocitos DP son pLPE y eLPA?!, Esta interaccién
debe dar una sefial fuerte a través del iTCR para dar una activacién de factores de transcripciéon que finaliza
con la expresidon de Egr2 y PLZF, siendo este ultimo el factor clave para la diferenciacién de los timocitos a
iNKT?2, asi como a otros linfocitos innatos. Durante la seleccidn positiva, a parte de la sefializaciéon del iTCR,
son fundamentales las sefiales de moléculas SLAM (Slamf1 y Slamf6), con las moléculas adaptadoras SAP?,
permitiendo el reclutamiento de la tirosin quinasa Fyn?*. Tanto Fyn como SAP son claves en el desarrollo de
las iNKT, ya que los ratones K.O. presentan un nimero muy reducido, pero sin afectar el desarrollo de los

linfocitos T convencionales?®?4.

Tras la seleccién positiva de los timocitos DP, éstos pasan por 4 estadios de diferenciacidn en funcion de la
expresion de CD44, CD24 y NK1.1%, perdiendo la expresién de CD8 y se volviéndose capaces de producir tanto
IL-4 como IFNy?®. Es en este momento donde se produce la diferenciacién que da lugar a los diversos fenotipos

de las iNKT, NKT1, NKT2 y NKT172527:28,

El desarrollo de las iNKT empieza por la denominada fase SO, en la cual son CD24*CD44'NK1.1" vy
consecutivamente pierden la expresion de CD24, ganan la de CD44 y por ultimo expresan NK1.1, definiendo
asi las fases S1-3 262939 Sin embargo, no es un proceso lineal y homogéneo: hay células NKT17 que se
desarrollan de formas alternativas o iNKT que nunca llegan a expresar NK1.1 3!, Otro esquema propuesto de
desarrollo en base a expresién genética®?, a partir de un progenitor comun que expresa Egr2 y CD24 y puede
devenir en NKT2 o NKT17 (equivalente a la fase S2), mientras que si llega a el estadio S3 deviene en una NKT1%,
También se ha observado que timocitos DN pueden desarrollarse hasta NKT1 CD4°, aunque en un porcentaje
minimo 3. Asimismo, células iINKT CCR7* pueden emigrar del timo con un fenotipo NKTO 3%, dandose una
maduracidn en periferia . Cada subpoblacion expresa niveles diferentes de iTCR, siendo las NKT1 las que
tienen un valor mas bajo, las NKT17 con un valor intermedio y por ultimo las NKT2 con el valor mas alto,
correlacionando directamente con el estimulo recibido durante el desarrollo 3*3”. Ademas, el reconocimiento
de CD1d de la periferia determina la adquisicién de diferentes caracteristicas en funcion del tejido en el que
estén3®, Asi pues, las iNKT tienen un desarrollo complejo y con més ramificaciones de las que su relativamente
baja proporcién lleva a sospechar, poniendo de manifiesto que pueden ser mds relevantes de lo que su

preponderancia llevd a pensar inicialmente.

14



Una vez salen del timo, las iNKT en condiciones de homeostasis se pueden localizar dispersas por el bazo (en
el PALS, la pulpa roja, la zona marginal y préximas a la zona vascular). Al darse una estimulacién por
glicolipidos, estas células se redistribuyen hacia las proximidades de las zonas vasculares y a la zona germinal®.
En el higado también se localizan cerca del torrente sanguineo, concretamente en el lumen de los sinusoides
venosos, siendo retenidas en estos por la interaccidn entre ICAM-1 (presente en el endotelio) y LFA-1
(integrina expresada en las iNKT por la induccién de PLZF)* e interaccionan con las células de Kupffer. Esta

localizacién permite a las iNKT dar una respuesta rapida frente a la aparicion de lipidos o glicolipidos extrafios

que hayan llegado a la sangre, evitando asi la diseminacién del posible patdgeno por el organismo*.

Las iNKT que salen del timo pueden ser CD4* o CD4". Siendo las CD4" productoras de citoquinas tipo Th2,
aunque no de forma excluyente®. En humanos se ha encontrado una poblacién reducida que expresa CDS,
con una mayor capacidad de produccién de IFNy y mayor actividad citotéxica®®. En general, las NKT1 son
mayoritariamente CD4'NK1.1*, se caracterizan por expresar altos niveles del factor de transcripcién T-bet y
producir una gran cantidad de IFNy?. Expresan IL-15R, el cual parece ser imprescindible para su expansién y/o

su supervivencia*’y son predominantes en higado y bazo®.

Las NKT2, mayoritariamente CD4*, se caracterizan por la expresion del factor de transcripcion GATA3? y el
receptor B de la IL-17%. Producen altas cantidades de IL-4 e IL-13?% y se localizan principalmente en la médula

del timo, en la zona T de los nddulos linfaticos* y en los pulmones®’.

Las NKT17 se definen como CD4%, NK1.1, alta expresion de CCR6%!, expresidn del receptor B de la IL17 y
producciéon de IL-17A%. El factor de transcripcién que les caracteriza es ROR-yt, y su localizacién es

principalmente nddulos linfaticos periféricos, piel y pulmones?®,

Ademas, se han descrito células iINKTfh con funciones folicular helper o incluso con funciones reguladoras tipo

Th10%.

1.1.2. Células NKT tipo Il
Esta poblacién estd conformada por los linfocitos T restringidos por CD1d pero que no presentan el iTCR*°,
Al contar con un amplio repertorio de TCR®, su estudio ha sido mas complejo por no disponer de un marcador
especifico. Son capaces de dar respuesta frente a diversos antigenos lipidicos®!, siendo un ejemplo de estos la
3-O-sulfatogalactosilceramida (abundante en la mielina del sistema nervioso central®?). Esta poblaciéon se
descubrid con un ratdn K.O. para el MHC Il, en los que se detectaron una gran cantidad de linfocitos T CD4",
siendo la mayoria capaces de interaccionar con CD1d8, pudiendo ser sus ligandos esfingolipidos, glicerolipidos
o fosfolipidos®»®3. Esta subpoblacidn es capaz de reaccionar contra lipidos de bacterias como Corynobacterium
glutamicum o Mycobacterium tuberculosis®® y asi como antigenos peptidicos hidrofébicos presentados por

CD1d*.
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Ademas de por la presencia del iTCR y la especificidad antigénica, las células NKT de tipo Il se distinguen por
una expresion de PLZF intermedia® y una mayor produccién de IL-13°2, Al igual que las iNKT-I, pueden ser
activadas de forma independiente de antigeno™® y se relacionan con diversas enfermedades autoinmunes

I°” o colitis ulcerosa®; enfermedades infecciosas como la

como la esclerosis multiple®®, diabetes tipo
tuberculosis®®; o incluso con la inmunidad tumoral®®, teniendo roles distintos en cada una de estas

enfermedades.

1.2. La molécula presentadora CD1d

Esta molécula es la responsable de la presentacion de glicolipidos a las NKT tipo | y tipo Il. Es una de las
moléculas de la familia CD1, de las que existen 5 isotipos en humanos, el grupo |, conformado por CD1a, CD1b,
CD1cy CD1e3; y el grupo Il con CD1d%:. Ambos grupos se caracterizan por presentar ligandos de naturaleza

lipidica tanto enddgenas como patogénicas'?.

Las moléculas CD1 se caracterizan por tener un surco hidrofébico con cavidades profundas, ideales para unir
lipidos®*%3. En el caso de CD1d, este surco se caracteriza por tener un bolsillo A’ y otro F’, con estructuras y
tamafios diferentes a las otras moléculas CD1, de tal forma que los distintos isotipos tienen afinidad por
diferentes lipidos, aunque el repertorio que pueden unir se solapa parcialmente®¥%>. Al unirse los antigenos a
estas moléculas presentadoras por su parte apolar insertada en los bolsillos hidrofébicos, se expone la parte

polar de los mismos (Figura 1), tipicamente carbohidratos, la cual interacciona directamente con el TCR®,
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Figura 1: Representacion tridimensional del CD1d cargado con un glicolipido. En esta representacion se puede ver
como el CD1d (gris), al cargarse con el glicolipido, introduce las partes apolares los bolsillos del surco hidrofébico
que presenta su estructura, dejando Unicamente la cabeza polar al exterior. Representacion extraida de Rossjohn
etal.

1.2.1. Expresion de CD1d
CD1d es una molécula esencialmente monomdrfica® y altamente conservada entre ratén y humano?®2. A nivel
de drganos, la expresion de CD1a-c se da principalmente en el timo, y practicamente no se detectan fuera de
este a excepcion de células de la linea hematopoyética como las células de Langerhans, linfocitos B y células
dendriticas de la dermis. En cambio, el CD1d tiene un patrén de expresion opuesto, expresandose a niveles
muy bajos a nivel central, pero aumentando en periferia, tanto en tejidos linfoides como en pancreas, érganos
reproductivos masculinos, tejido gastrointestinal entre otros®”. A nivel de tipos celulares, se puede detectar
en células de origen hematopoyético como linfocitos B, T, timocitos, DC y macréfagos®, pero también la
presentan las células epiteliales®®, células de Schwaan’™ y hepatocitos’®. El mayor nivel de expresién de CD1d
en homeostasis son las APC, ya que son las células especializadas en la funcién principal de esta molécula, la

presentacion antigénica’?.

1.2.2. Obtencién de antigenos
La naturaleza hidrofébica de los ligandos de CD1d determina particularidades en las rutas de presentacién y
procesamiento antigénico que las hacen muy diferentes de los ligandos peptidicos de MHC reconocidos por
los linfocitos T clasicos. Una de las vias de obtencidn de los ligandos lipidicos es a través de las VLDL del torrente
sanguineo’ y su endocitosis por receptores especificos o carrofieros’®. Otra posibilidad de obtencién de
glicolipidos es su internalizacion a través de los receptores de lectinas tipo C que presentan las APC, después
de la captura. Los linfocitos B son capaces de internalizar lipidos unidos al antigeno que reconoce su BCR, y
posteriormente son capaces de estimular de forma muy eficiente a las iNKT”>. Una vez internalizados, los

antigenos lipidicos se pueden procesar por mecanismos intracelulares, con la participacion de chaperonas
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especificas como las saponinas que permiten la extraccién y el intercambio lipidico entre las estructuras
vesiculares y complejos proteina-lipido para su carga en CD174, Por ultimo, se ha visto que hay glicolipidos que
se pueden unir directamente al CD1d sin necesidad de un procesamiento intracelular, pero estos deben ser
de cadena corta y con muy pocas insaturaciones, factores que reducen su hidrofobicidad (permitiendo asi que

estén libres en el medio extracelular)’.

1.2.3. Interaccioén con el iTCR
Se ha determinado que la Unica parte variable del iTCR es la region CDR38, la cual incluye las uniones VB-DB-
JB que crean una gran variabilidad en los loops de la region CDR3”’. La cadena Va es la principal responsable
de la interaccién con CD1d y de la especificidad del reconocimiento glicolipidico, mientras que la cadena B
modula la afinidad del TCR, lo cual indirectamente contribuye al reconocimiento preferencial de ciertos
antigenos’”’8. De hecho, se ha detectado que la parte que conforma los CDR1 y 3 de la cadena o se une
directamente a los glicolipidos, mientras que la parte de la cadena 3 que conforma el CDR3 no tiene ningln
rol directo en el reconocimiento de la aGC, pudiendo tener solo algin efecto en el reconocimiento de la
molécula presentada solo a través de la modificacidn de otras zonas de la molécula con las que interactue por

juxtaposicion’®,

La interacciéon TCR-MHC amplia divergencia conformacional, de tal forma que los dngulos que forman los ejes
de las dos moléculas oscilan desde una posicidn perpendicular hasta llegar a ser paralelos®. En el caso de la
interaccién iTCR-CD1d, por el contrario, se ha observado una elevada rigidez en la misma®*, adoptando ambas
moléculas una disposicién practicamente paralela de sus ejes®., independientemente del antigeno cargado®
tanto en humanos como en ratén'®. Esta es una de las caracteristicas que favorece la alta velocidad del
reconocimiento de antigenos por el iTCR, siendo una interaccién que se asemeja a las observadas en la
respuesta inmune innata®. El contacto entre el antigeno y el iTCR se da en la cabeza polar del antigeno, la cual
contacta con la cadena a del TCR, con los segmentos CDR1 y CDR3!, y estas interacciones son clave para
entender la potencia estimuladora del antigeno®. Por otro lado, la cadena B del iTCR interacciona con los
residuos que se han insertado en el bolsillo F’ a través del CDR2, el cual forma una superficie hidrofébica que
cubre la zona permitiendo interaccionar!, y aunque no participa en el reconocimiento del antigeno
propiamente dicho, este contacto es clave para permitir la unién iTCR-CD1d®%. Los cambios conformacionales
inducidos en Va por las distintas cadenas B y sus reordenamientos modulan el reconocimiento antigénico

aunque no se dé una participacién directa de la cadena V2.

Modificaciones tanto en la cadena lipidica del antigeno como en la cabeza polar pueden modular la actividad
de las iNKT®%®, Las modificaciones de la cabeza polar afectan principalmente a la afinidad del iTCR-CD1d®,
mientras que las modificaciones en las cadenas afectan a través de cambios conformacionales en su lugar de

unién®. Un ejemplo es el OCH (un analogo de la aGC con la esfingosina truncada®), el cual genera una
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respuesta tipo Th2 por parte de las iNKT®, debido a un cambio conformacional en el bolsillo F’ al unir este
compuesto®. Por tanto, a pesar de ser una interaccion de tipo innato y que implica una respuesta rapida,
vemos que el reconocimiento de la molécula presentada por el CD1d es especifico, debido a la modulacién de
la respuesta en funcién del antigeno cargado. Esta capacidad de modulacion del tipo de respuesta en funcién
del ligando reconocido es una de las posibilidades terapéuticas mads interesantes porque podria permitir

manipular la respuesta en funcién de las necesidades y las especificidades del desafio antigénico.

1.3. Activacion de las iNKT

Como se ha mencionado con anterioridad, esta poblacidn se distingue de otras células del sistema inmune por
una activacion rapida y tener un reconocimiento especifico de sus antigenos. Estas dos actividades son las
principales causas por las que se considera que son un puente entre la inmunidad innata y adquirida®. Su
capacidad de responder rdpidamente a los estimulos viene dada por presentar un estado de “alerta”
permanente®, presentando un fenotipo activado/memoria, permitiéndoles responder como una célula de la
inmunidad innata frente a sefiales de dafio y citoquinas pro-inflamatorias®®®® y a su vez disponen de

practicamente todas las capacidades efectoras de un linfocito T,

1.3.1. Activacién mediada por el iTCR
Practicamente la totalidad de los antigenos que pueden reconocer las iNKT se pueden englobar en dos
categorias: glicolipidos basados en ceramida (glicoesfingolipidos) y glicolipidos basados en glicerol
(fosfolipidos de membrana). La aGC, compuesto por antonomasia utilizado para identificar y estimular esta
poblacion, es un glicoesfingolipido. Su reconocimiento se debe a que los mamiferos no tenemos la maquinaria
para unir carbohidratos a lipidos en una orientacion a, por lo que esta disposicion en la aGC permite
reconocerlo facilmente como un elemento ajeno al individuo®. Moléculas con esta configuracién se han
descrito en patégenos como Borrelia burgdorferi’ o Streptococcus pneumoniae®’. A parte de esta
configuracion, hay otros factores que permiten el reconocimiento de antigenos lipidicos de diversos
patdgenos también por el iTCR, pero el factor que les da su antigenicidad no esta tan bien descrito®, como se

demuestra con el B glicoesfingolipido GD3, el cual es capaz de estimular una pequefia subpoblacién de iINKT®,

A pesar de que el iTCR reconoce preponderantemente antigenos de patdgenos, este también puede unir
glicolipidos enddgenos. Evidencias de esta actividad son el que al activar APC a través de TLR, estas son capaces
de estimular las iNKT a través de su iTCR®®* o0 en el hecho que estas células se activen durante infecciones
virales, patologias tumorales o enfermedades autoinmunes ®, patologias en las que ninglin antigeno exégeno

se puede unir al iTCR. Esta actividad llevd a la busqueda de los glicolipidos enddgenos son reconocidos por el
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iTCR. En primer lugar, se encontrd iGb3%, aunque a posteriori se descubrié que la mayoria de individuos no
presentan un iTCR capaz de reconocerlo®. Diversas aproximaciones se utilizaron para intentar hallar otros
posibles ligandos enddgenos, como animales deficientes en rutas metabdlicas®®, la caracterizacién de
moléculas con capacidad de unirse al CD1d*"1% y |os glicolipidos estructuralmente mds similares a la aGC
provenientes de mamiferosi®l, Actualmente auln se desconoce cudles son estos ligandos enddgenos, solo se
han encontrado glicolipidos que pueden reconocerse por una parte de las iNKT o que se presentan durante la
seleccion timica pero que en periferia no son capaces de activarlas, como es el caso de Ia

lisofosfatidiletanolamina plasmalégena?®..

1.3.2. Independiente del iTCR
La activacidn de las iNKT a través de citoquinas es de vital importancia para sus funciones fisioldgicas®>1%?,
pudiéndose dar a través de estas una actividad similar a la coestimulacién que recibe un linfocito T
convencional junto a la presentacion de un antigeno®%, Esta sefializacion parece tener una relevancia tal

que se han encontrado subpoblaciones de iNKT expresando en reposo receptores de de [L-12%0102 || -18104105

IL-23106107 o || -25%6108 y nyeden ser activadas por estas.

Las células iNKT pueden ser activadas sin la participacién del iTCR. Asi se ha descrito que algunas infecciones
bacterianas y viricas generan una produccion de IL-12 por parte de las APC tan importante que permiten la
activacion de las iNKT independientemente del reconocimiento de un antigeno a través del iTCR%109110 Este
proceso puede llegar a ser incluso determinante en la activacion, porque cuando el estimulo faltante es la IL-
12 (es decir, tenemos APC cargadas con un antigeno en el CD1d que puede interaccionar con el iTCR pero no
estd presente dicha citoquina), no se consigue una activacién productiva de las iNKT en respuesta a algunos
patégenos®, hecho que indica el papel critico de la IL-12 para estimular esta poblacidn linfocitica frente a

ciertos patégenos!112,

La expresion de receptores NK!® también puede tener un papel importante en su activacion y regulacién!'*
independientemente del reconocimiento antigénico. En el caso de NK1.1, aunque no se conoce cudl es su
ligando enddgeno, se ha visto que, al unir un anticuerpo especifico para dicho receptor, la sefial generada es
suficiente para activar los linfocitos T NK1.1*1*>. En el caso de las iNKT humanas posteriormente a su activacion
aumentan la expresion de CD161, y a su vez las APC aumentan la expresién de su ligando (LLT1 o CLEC2D),
inhibiendo la actividad de tipo NK, pero a su vez estimulando la liberacién de IFNy!!6, Otro receptor tipico de
células NK expresado en las iNKT es el NKG2D, cuya funcién es reconocer marcadores de estrés!!’,

contribuyendo a la activacién de las iNKT e incluso inducir su activacidon independiente del iTCR8..

Estas dos formas de activar las iNKT no son independientes, al contrario, se influencian para acabar con una
activacidn de la célula diana. Un ejemplo de esta integracién observa cuando el antigeno presentado a través

de CD1d reconocido de forma débil por el iTCR, en vez de activar directamente la funcionalidad de la célula,
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aumenta la sensibilidad de los receptores de citoquinas de mediante modificaciones epigenéticas'®®. Por estas
interacciones entre las vias de activacion, se considera las iNKT se activan a través de la integracion tanto de

las sefiales a través del iTCR como de la activacidon de los distintos receptores®,.

1.3.3. iNKT activadas
Tras la activacidn de las iNKT bien dependiente o independiente del iTCR, éstas pueden desarrollar una gran
diversidad de actuaciones. Principalmente, su funcidn se basa en estimular una u otra respuesta del sistema
inmune, secretando citoquinas caracteristicas de los diversos perfiles de actividad inmunitaria como son IFNy,
TNF, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21 y GM-CSF***8, En general, se ha visto que la activacion a
través de IL-12 o con agonistas de TLR solo generan una respuesta Th1°%'%, Por el contrario, dependiendo de
las caracteristicas del glicolipido que activa a las iNKT pueden favorecer una respuesta de tipo Th1%8120 o una
de tipo Th21#122 | os glicolipidos pueden generar una u otra respuesta de las iNKT debido a diversos factores,
como pueden ser la cinética de unién al CD1d, la localizacidon subcelular del glicolipido al cargarse en la

761237125 y |3 solubilidad de los glicolipidos. Este ultimo factor

molécula presentadora, cudl es la APC lo presenta
puede definir los demas, dado que los glicolipidos mas hidrosolubles son capaces de cargarse en el CD1d sin
necesidad de pasar por vias intracelulares, lo cual hace que sean presentados por toda la membrana de forma
dispersa, favoreciendo una respuesta de tipo Th22%1?6, mientras que los menos hidrosolubles se presentan
concentrados en los lipid rafts, o balsas de lipidos, provienen del procesamiento a través de vias intracelulares

y favorecen una respuesta tipo Th1'?’,

La interaccion entre las iNKT y las APC también es otro factor relevante para determinar el tipo de respuesta
a desarrollar. Si la presentacidn es a través de células dendriticas y macrdfagos, la respuesta consecuente se

K121125128129  Esty activacidn es

caracteriza por la produccién de IFNy y la transactivacién de células N
bidireccional: por un lado, las DCs producen IL-12 con lo que se estimula la respuesta de las iNKT®94% y a su
vez las iNKT expresan CD40I° con el cual estimulan la actividad de las DC, que consecuentemente producen
mas IL-128, Esta interaccidn permite la transactivacién de las NK® y estimula la actividad de los linfocitos T,
tanto CD4* como CD8*1%130, Se activa por tanto una respuesta tanto del sistema inmune innato (células NK)

como del adaptativo (linfocitos T), evidenciando las potencialidades de la estimulacidn de las células iNKT.

Las células iNKT pueden estimular la respuesta humoral a través de la interaccidn directa con los linfocitos B.
Hemos descrito cdmo lipidos asociados a antigenos reconocidos por el BCR generan una respuesta iNKT de
tipo Th2. La internalizacién del antigeno permite el procesamiento y la presentacién por CD1d en el linfocito
B. De hecho, los linfocitos B! de la zona marginal del bazo se caracterizan por el mayor nivel de expresion de
CD1d. La activacién por parte de las iNKT induce una rapida maduracién de la afinidad y una produccién masiva

y aguda de inmunoglobulinas, pero sin desarrollar memoria a largo plazo!321%,
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Las células iNKT también interactuan de forma singular con los macréfagos. En concreto, las células de Kupffer
del higado son fundamentales para la activacion de las iNKT frente a patégenos como Borrelia burgdorferi*'.
Los macréfagos CD169* del nédulo linfatico, son particularmente eficientes en la presentacion de lipidos®3*.
Por su parte, las iNKT activadas son capaces de modular la maduracidn de los macréfagos, produciendo IFNy,
estimulando la funcién fagocitica de los mismos. Esta actividad es especialmente relevante en infecciones
pulmonares como Pseudomonas aeruginosa o Mycobacterium tuberculosis®>*3¢, Ademds, a través de la

produccién de GM-CSF inducen la mielopoiesis y actian sobre los monocitos del torrente sanguineo,

induciéndolos a hacer funciones de DC*37:138,

Las iNKT también actuan sobre los granulocitos, induciendo su reclutamiento mediante la secrecién de
CXCL12'%139 en interacciones bidireccionales como hemos visto anteriormente. Por ejemplo, en la respuesta
a la proteina del suero amiloide Al, promotora del desarrollo de neutréfilos inmunosupresores productores
de IL-10. Las iNKT que interaccionan con dichos neutrdfilos pueden revertir su fenotipo inmunosupresor y
promover la produccion de IL-12, de relevancia en la respuesta antitumoral y en la defensa contra
microorganismos®°. Por el contrario, los neutréfilos pueden inhibir la secrecién de citoquinas de las iNKT,

limitando su capacidad inflamatoria, aunque el mecanismo de esta regulacidn ain no esta definido!**.

Pero las células iNKT también tienen capacidades reguladoras. Por ejemplo, pueden polarizar a los macréfagos
hacia un fenotipo M2, reduciendo la respuesta inflamatoria en el caso de la denominada inflamacidn adiposa,
capacidad que se pierde en obesidad?!*3. Otro ejemplo es la capacidad de alterar el fenotipo de los
macréfagos asociados a tumores o eliminarlos, un segundo mecanismo de la actividad antitumoral indirecto

a través del control de poblaciones celulares que favorecen el crecimiento del tumor##145,

Se puede concluir por tanto que las iNKT tienen un amplio espectro de actividades, dependientes tanto de
caracteristicas intrinsecas del antigeno presentado, de la forma de en la membrana celular, de la célula con la
gue se esté interactuando y del microambiente en el momento de la presentacion. Todos estos factores son
los que propician la amplia variedad de actividades que pueden tener estas células, radicando ahi una de las
dificultades del uso terapéutico de las células iNKT y de la necesidad de descubrir agonistas con una

funcionalidad mas definida que permita un uso controlado con objeto de obtener tratamientos mas eficaces.
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1.4. Elcancer

Esta es una enfermedad que en los ultimos afios ha demostrado ser un problema a escala global. Seguin datos
de la Organizacion Mundial de la Salud, hoy en dia es la principal causa de muertes en el mundo, con casi 10
millones de defunciones en 2020. Se calcula que una de cada seis defunciones en el mundo se debe a esta
patologia actualmente, siendo los mds comunes el cdncer de mama, pulmdn, préstatay colon y recto'*. Pero,
a pesar de estos datos, esta denominacion no es mas que un término genérico que designa un amplio grupo
de enfermedades que puede afectar a cualquier parte del organismo, siendo la caracteristica definitoria de
estas patologias la multiplicacidon rapida de células anormales que se extienden mas alld de sus limites
habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros érganos, dando el proceso

conocido como metastasis®’.

1.4.1. Principales causas
Al ser un paraguas que engloba muchas enfermedades que se caracterizan por la proliferacién desmesurada
de células, las causas son muy variadas. La base de esta enfermedad son las mutaciones en el ADN, lo cual
implica que dicha patologia deviene de la combinatoria de factores genéticos que confieren predisposicion a
sufrir dichas mutaciones y factores ambientales externos que las causan o favorecen. En cuanto a los factores

externos, denominados carcinégenos, tenemos de tres tipos:

Los carcindgenos fisicos son aquellos que causan mutaciones por una accion fisica, englobandose en este
grupo principalmente radiaciones ultravioletas o ionizantes. Los carcindgenos quimicos son esos compuestos
gue por accion directa o indirecta sobre el ADN son capaces de inducir un cambio en el mismo, como por
ejemplo el amianto, diversos compuestos presentes en el tabaco, las anafiotoxinas y el arsénico entre muchos
otros. Por ultimo, se define como carcindgenos bioldgicos a agentes infecciosos que pueden causar o favorecer
la aparicidn de estas desregulaciones!*®. Los carcindgenos se clasifican por el Centro Internacional de

Investigaciones sobre el Cancer en varias categorias segun el peligro que implica exponerse a estos*

,y dentro
de los 11 carcindgenos de categoria 1 hay 4 de caracter bioldgico: Helicobacter pilori, HPV, los virus de la
hepatitis B y los de la hepatitis C. Estos 4 agentes se considera que son los causantes del 90% de los canceres
relacionados con infecciones®. Tan relevantes pueden llegar a ser estos patégenos que de los 2.2 millones
de nuevos casos de cancer atribuidos a agentes infecciosos en 2018, mas de 2 millones fueron causados

Gnicamente por estos cuatro patégenos®®?.

Independientemente de las causas, la patologia se desarrolla debido a que las células de un individuo
adquieren la capacidad de proliferar de forma incontrolada. Este fendmeno no es extrafio, de hecho, sucede
con relativa frecuencia en nuestras células a lo largo de la vida, pero en condiciones normales el propio
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individuo es capaz de eliminarlas antes de que puedan crecer e invadir nuevos tejidos™* proceso conocido
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como la “inmunovigilancia”. Este concepto fue propuesto en la década del 1950 por Mac Farlane Burnet>®y
por Lewis Thomas, y posteriormente fue demostrado a través de la observacion del desarrollo de tumores

espontaneos por parte de ratones inmunodeficientes>*, fendmeno que también se da en humanos>>1°°,

1.4.2. Primeras etapas de la enfermedad
Debido precisamente al fendmeno de la inmunovigilancia, las células tumorales ademas de ser capaces de
reproducirse requieren evadir o disminuir la actividad del sistema inmune, evitando asi las vias clasicas de
supresién de células malignas'®. Tanto es asi que se ha llegado a observar como el sistema inmune puede ser
manipulado por el propio tumor, llevando a que en lugar de prevenir el crecimiento del tumor llegue a incluso
estimularlo. Esta observacion llevé al desarrollo de la conocida como la teoria de la inmunoedicién de los

tumores®®*, Esta se basa en las conocidas como las “tres E”, eliminacién, equilibrio y escape.

En la primera fase, la eliminaciéon, engloba el concepto original de inmunovigilancia de Mac Farlane Burnet y
Lewis Thomas, las células tumorales son reconocidas y eliminadas por el sistema inmune. En esta participan
los linfocitos Thl, Th17, TCD8+, las células NK, NKT, macrdéfagos y linfocitos Tyd. Se caracteriza por la secrecion
de una gran cantidad de IFNy, siendo el principal responsable de la eliminacién de las células tumorales al
estimular una respuesta inmune de tipo citotdxico. Ademas, en los casos de tumores sdlidos, esta respuesta
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implica una remodelacién del estroma®’ producida por angiogénesis!®® y la invasidn del tejido tumoral por

parte de las células del sistema inmune®®,

Si pasada la primera fase hay células malignas supervivientes, estas entran en la fase de equilibrio. Se considera
gue se ha entrado en esta fase cuando la presidn que ejerce el sistema inmune es suficiente para contener el
crecimiento tumoral, pero no para eliminarlas por completo. Mientras se mantiene este equilibrio, las células
tumorales mutan aleatoriamente®®, Se calcula que esta puede ser la fase mas larga en el desarrollo de la
enfermedad. Las estimaciones indican que en muchos de los tumores sélidos pueden haber pasado alrededor
de 20 afios entre la exposicidn al carcindgeno y la deteccién de la enfermedad®®?, aunque debido a las
caracteristicas de estas patologias determinar con precision cuando se dio la exposicion al carcinégeno es
principalmente elucubrativo. Durante este periodo, la poblacién de células malignas, que ha es inestable por
sus caracteristicas intrinsecas, va ganando heterogeneidad hasta que, llegado cierto momento, se pase a la
siguiente fase. El fenotipo altamente mutdgeno que presentan las células tumorales!® se cree que es debido
a tres fendmenos de inestabilidad genética: inestabilidad en los procesos de reparacidon y escision de

nucledtidos, inestabilidad en ADN que forma los microsatélites e inestabilidad cromosomal®2,

El proceso por el cual las diferentes poblaciones tumorales van modificando sus caracteristicas fenotipicas es
muy variado, por lo que se ha dividido las formas en las cuales las células tumorales evolucionan durante este
periodo en 4 tipos, en funcidn de cémo se dan los diferentes procesos evolutivos dentro de la colonia

tumoral'®*1%* Por un lado, tenemos la evolucidn linear, la cual se asemeja a un proceso de evolucién clésico
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en el que las variantes que tienen mayor tasa de supervivencia se imponen al resto de la poblacién. Por otro,
tenemos la evolucidn ramificada, denominacién que se le da a cuando multiples subclones tumorales con
ventaja respecto a la linea parental coexisten en el mismo momento®. En tercer lugar, tenemos la evolucidn
tumoral neutral, proceso que se asemeja a los fendmenos de deriva génica, porque este fendmeno se da
cuando la presidn selectiva es relativamente baja, por lo que no hay diferencias fenotipicas que confieran una
ventaja a las diversas lineas tumorales!®®!’, Por Ultimo, tenemos la evolucidn puntual, proceso que sucede

cuando un acontecimiento drastico acaba con un cambio sustancial del fenotipo de las células tumorales'®®,

A través de estas dindmicas evolutivas se seleccionan las células tumorales supervivientes en la fase de
equilibrio, hasta que llega la fase de escape. En esta, la presidn del propio sistema inmune en la fase anterior
ha acabado por seleccionar las mutaciones que permiten a las células cancerigenas proliferar, y un ultimo
cambio genético o epigenético les proporciona resistencia a la deteccidn y/o eliminacion. En este momento
es cuando son detectables a nivel clinico. Esta evasién de la respuesta inmune se puede dar por diversos
mecanismos, como son la secreciéon de citoquinas inmunosupresoras como TGFB e IL-10 o el aprovechamiento
de la funcién de las Treg!®°. A parte de manipular el sistema inmune, otro mecanismo tipicamente utilizado
por las células tumorales es alterar el reconocimiento que pueda hacer el sistema inmune sobre las mismas
por diversas vias como perder expresion antigénica, componentes del MHC®, los ligandos de NKG2D" o
desarrollando insensibilidad al IFNy!’t, También pueden evitar su eliminacién presentando defectos en las vias
sefializadoras de receptores de muerte celularl’? o expresando sefiales antiapoptdticas como podria ser una
actividad constitutiva de STAT373. Todos estos mecanismos permiten que el tumor pueda escapar del control
del sistema inmune, siendo estos solo una pequefia pincelada de los que se pueden llegar a observar. Estos
pueden ser de mayor o menor relevancia dependiendo del tipo de tumor, el tejido en el que se desarrolle, el
estado fisico de la persona, etc. Sea cual sea el mecanismo, el resultado acaba siendo que las células tumorales
pueden evadir el sistema inmune, permitiéndoles proliferar de forma incontrolada, siendo este el hecho que

contrasta con la fase de equilibrio.

Durante el transcurso de estas fases, la actividad del sistema inmune esta enfocada a eliminar las células
malignas, pero también puede llegar a favorecer el crecimiento tumoral*’®. Un ejemplo de este fenédmeno es
el resultado de tener al menos dos mecanismos inflamatorios con distintos efectos en los tumores: La
inflamacién crénica se ha corroborado que promueve la supervivencia de las células neoplasicas, angiogénesis,
remodelacidn tisular y la posibilidad de hacer metdstasis; mientras que la inflamacién aguda cual favorece la
destruccion de los tumores. Cada uno de estos procesos esta asociado a un tipo de respuesta del sistema
inmune, estando la inflamacidn crénica asociada a una respuesta tipo Th2, mientras que la inflamaciéon aguda
estd asociada con una respuesta tipo Th1'’>, La problemética radica en que, en el contexto del desarrollo de

un tumor, una respuesta Th2 es perniciosa porque su desarrollo fomenta la supervivencia y proliferaciéon
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celular’®y a su vez suprime la respuesta citotéxica Th1, fomentando la expresiéon en macréfagos y monocitos

de la éxido nitroso sintasa o la arginasa 1, ademads de impedir la maduracién de las DC a través de la IL-10%77,

Por este motivo uno de los objetivos de las inmunoterapias contra el cancer radica en reducir el ambiente
inmunosupresor, principalmente generado por macréfagos, reprogramandolos o neutralizdndolos para evitar
el desarrollo de una respuesta de tipo Th2. En esta linea, se ha intentado suprimir los macréfagos residentes

con un anticuerpo neutralizador de CSF1 en combinacién con quimioterapia o radioterapial’’-17°

, ¥y en estos
ensayos se ha observado una mayor eliminacidn del tumor con los tratamientos tradicionales al combinarlos
con el bloqueo de CSF1'7>. En cultivos también se ha demostrado que la presencia de linfocitos B dificulta la
eliminacidn del cultivo neopldsico®, lo cual ha motivado que se esté dirigiendo la atencién hacia tratamientos

que actlen sobre vias comunes entre las células mieloides y los linfocitos B, como son SYK, BTK o PI3Ky*&,

1.4.3. Metastasis
Finalizadas estas tres fases, en muchos casos se da el proceso conocido como metastasis: la propagacion de
un foco cancerigeno a un érgano distinto de aquel en el que se inicid, normalmente por via sanguinea o
linfatica. Esta se ha clasificado en varias fases: invasion local del érgano de origen, salida de las células
tumorales al torrente circulatorio, supervivencia en circulacion, extravasacion a un nuevo érgano y finalmente
la colonizacidn de este Ultimo®283 (Figura 2). Este proceso no es directamente dependiente de la capacidad
oncogénica de las células tumorales, dado que tenemos diversos modelos animales los cuales no son capaces
de establecer metdstasis 1#* e incluso se ha observado en pacientes con células tumorales diseminadas que
estas son incapaces de realizar procesos de metdstasis . La capacidad de manifestar esta conducta viene
dada en gran medida por las singularidades que presentan las células tumorales, como son el ilimitado
potencial proliferativo, la tolerancia a los errores en la replicacién del material genético y el no depender del

microambiente externo para su supervivencia'®’.

Este proceso inicia con la invasién del parénquima de su érgano de origen por parte de las células tumorales
hasta que encuentran con un vaso sanguineo. Una vez dada esta situacion, y con las condiciones adecuadas,
se puede observar la intravasacion de células tumorales, que a continuacidn extravasaran a un nuevo érgano,
donde se formard una nueva masa tumoral. La intravasacion y extravasacidon son procesos que dependen
mucho del tejido de origen de las células tumorales, ya que estos pueden dar de base mas o menos facilidades,
ya sea por expresion de receptores o facilidades fisicas propiamente como seria la proximidad del tejido
diana®. Una vez estas células diseminadas entran en un nuevo tejido formando una nueva masa tumoral
tenemos el proceso conocido como “colonizacidon”®, Después de la infiltracidn de las células en el tejido
diana, hay un tiempo de latencia muy variable entre los diferentes tipos de cancery el érgano a colonizar hasta
gue la masa tumoral empieza a crecer, obteniéndose la longitud del mismo de la combinacién de estos dos
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factores principalmente El tejido de origen del tumor no solo da caracteristicas que facilitan la
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intravasacion, si no que se ha observado que segun este se tiene la capacidad de hacer metdstasis mas
predominantemente sobre ciertos érganos. Un ejemplo lo tenemos en el cdncer de préstata, que
practicamente solo hace metéstasis hacia el tejido éseo® o los melanomas oculares, que solo son capaces de
hacer metdstasis hacia el higado casi de forma exclusiva'®®. Otro factor a tener en cuenta para el estudio de
este fendmeno es la cinética. Para ejemplificar la diferencia entre dichos factores, podemos centrarnos en las
diferencias entre adenocarcinomas de pecho y los pulmonares: ambos invaden aproximadamente los mismos
érganos, pero mientras que con el primer tipo de adenocarcinoma el primero se pueden detectar la apariciéon
de nuevas metdstasis con décadas de tiempo después de la remision de la enfermedad®®®!, |os segundos

establecen nuevas metastasis con solo unos meses®41%2,
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Figura 2: Representacion grafica del proceso de metdstasis de un carcinoma. En este gréafico se muestran las distintas fases por las que
pasan las células de carcinoma al hacer una metastasis y los diversos factores que se expresan, se dejan de expresar o se seaetan en
cada una de las fases. Figura extraida de Nguyen, D. X., Bos, P. D. & Massagué, J.

Esta serie de eventos que llevan a la metdstasis han sido descritos detalladamente!® y estdn propiciados por
cambios genéticos y epigenéticos en las células tumorales, pero por si solos los cambios genéticos no son
suficientes como para que se dé la metdstasis, como se infiere en el hecho de que los modelos animales de
céncer en los que se activan oncogenes no desarrollan automaticamente metastasis'® o en que algunos
. ’ . . ’ . 185 re 7 .
pacientes con células tumorales diseminadas no desarrollan metastasis™. Ademas, cada érgano tiene un
microambiente y barreras especificas para evitar la infiltracién celular, motivo por el cual las células tumorales
deben adquirir la capacidad tanto de traspasar esas barreras en especifico como de crecer en el

microambiente concreto del 6rgano!®. Esto significa que, aunque todas las metdstasis sigan un proceso
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similar, las capacidades que adquieren las células tumorales para realizarlas pueden llegar a ser

significativamente distintas.

Los genes alterados en las metdstasis se clasifican de diversas formas, aunque habitualmente se dividen en
genes de iniciacién de la metéstasis, de progresién o de virulencia®*'%, Los genes del primer grupo permiten
invadir el estroma adyacente, promueven la motilidad celular, permiten la degradaciéon de la matriz
extracelular, favorecen la angiogénesis y/o permiten evitar el sistema inmune. Cuando se detecta la expresion
de estos genes en el ambiente tumoral, conlleva una mala prognosis, siendo mas preocupante en los canceres

més agresivos®,

Por otro lado, los genes de progresion de la metastasis pueden estar expresados en el inicio del crecimiento
tumoral, pero no hacer su funcién hasta haber salido las células del tejido de origen. Incluso se conoce de
algunos casos en que estos genes tienen una funcién en el tumor primario, pero al darse la migracién a otro
drgano ejercen otro tipo de funcidn. Para ejemplificar este fendmeno podemos focalizarnos en la metastasis
de cancer de mama hacia el pulmdn. En esta patologia, la expresion de epiregulina y prostaglandina G/H
sintasa 2 promueven la generacién de capilares sanguineos desde el tejido muscular liso hacia el tumor
mamario. Pero, a su vez, estos genes permiten a las células tumorales pasar a través de las barreras
endoteliales, permitiéndoles migrar facilmente a los pulmones una vez han abandonado su tejido de origen.
Como podemos ver, unos genes expresados desde el inicio del tumor y que en estadios tempranos de la
enfermedad tenian una funcidn determinada, al darse la progresién de la metdstasis adquieren nuevas
funcionalidades. La expresion de estos genes puede ser determinante para conocer cudles son los érganos

hacia los que las células neoplasicas tendrén preferencia a migrar®®,

Por ultimo, estdn los genes que se denominan de virulencia. Estan relacionados con la facilidad que tendran
las células tumorales para crecer en ciertos érganos una vez se hayan dado las fases previas y los hayan
colonizado. Un ejemplo lo tenemos en la expresién de factores de movilidad de osteoclastos, IL-11 o la PTHRP,
las cuales no implican ninguna actividad ventajosa para los canceres de mama, pero les permiten establecer

metdstasis osteoliticas con mayor facilidad¢1%,

1.4.4. Modelos usados para su estudio
El conjunto de enfermedades que conocemos como “cancer” pueden tener tanto causas como cursos de lo
mas diversos. Por este motivo, uno de los puntos mas importantes para poder mejorar el conocimiento de
dichas patologias y la posterior elaboracién de tratamientos frente a las mismas es el desarrollo de modelos
animales capaces de mimetizar el curso de este conjunto de patologias. Esto incluye la heterogeneidad
genética, el microambiente tumoral altamente complejo y las poblaciones estromales que se movilizan en este

tipo de patologias *°.
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Con este objetivo, para el desarrollo de terapias antitumorales clasicas como pueden ser los tratamientos
guimioterapéuticos, se utilizan modelos xenograficos en los cuales se trasplantan lineas tumorales de
pacientes humanos a ratones inmunocomprometidos para evaluar tanto la eficacia como la seguridad de estos
tratamientos?®. Aunque estos modelos son Utiles, para el desarrollo de inmunoterapias antitumorales estos
no son validos, ya que se requiere un sistema inmune intacto y capaz de desarrollar una respuesta. Este es
uno de los motivos por los que es tan complejo desarrollar modelos tumorales validos y reproducibles, ya que
deben contar tanto con la alta variabilidad que presentan las células tumorales como con la variabilidad en la

adaptacion del sistema inmune a la patologia.

Por estos motivos, se pueden dividir los diversos modelos utilizados en el desarrollo de terapias antitumorales

de la siguiente forma:

- Modelos de trasplante xenografico de células tumorales de un paciente humano a animales
inmunodeprimidos.

- Modelos de inoculacién de una linea tumoral animal en un individuo inmunocompetente.

- Modelos de alteraciones genéticas especificas que permiten el desarrollo espontdneo de tumores.

- Modelos de trasplante xenografico de células tumorales a animales humanizados.

1.4.4.1. Modelos de trasplante de células tumorales humanas a animales inmunodeficientes

Estos modelos han sido muy Utiles para el desarrollo de terapias citotdxicas!®®

y para el desarrollo de las
terapias de receptor de antigenos quiméricos o CAR%. Pero, a pesar de ser Utiles, estdn muy limitados en
cuanto a que no proveen informacidn sobre el curso de una enfermedad natural, ademas que son muy
dependientes del tipo de inmunodeficiencia que tenga el animal huésped. Cladsicamente se ha usado animales
atimicos, los cuales por motivos evidentes tienen una deficiencia en la respuesta de los linfocitos T, pero
contando con un compartimento innato completamente funcional. El hecho de tener una respuesta innata

funcional puede llegar a interferir en los resultados obtenidos debido a la idiosincrasia de estos modelos,

motivo por el cual el uso de estos modelos esta limitado a los campos anteriormente mencionados.

1.4.4.2. Modelos de inoculacién de una linea tumoral murina a individuos sanos
Estos son los modelos mas antiguos y extendidos como modelos para estudios preclinicos. En general, se
utilizan lineas murinas bien establecidas como son C57 BL/6 o BALB/c. De estos animales se aislan células
tumorales, las cuales pueden ser de aparicién espontdnea o inducidos por algin carcindgeno y se mantienen
in vitro hasta su inoculacion a un animal sano para iniciar el modelo. Otra aproximacion para establecer una
linea tumoral se basa en coger células sanas de los animales, modificarlas genéticamente para inmortalizarlas
y volverlas asi una linea tumoral. Este método también se utiliza para modificar lineas tumorales ya
establecidas. Sea cual sea el procedimiento utilizado, el resultado acaba siendo una linea tumoral proveniente

de la cepa de ratdn a usar, ya que si se usaran lineas tumorales procedentes de otra cepa murina hay mas
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probabilidad de que esta sea eliminada por el ratén simplemente por diferencias genéticas entre cepas que le

permitan reconocer las células como ajenas.

Una vez se tiene establecida la linea tumoral, para iniciar los experimentos con estos modelos se inoculan las
células a animales sanos. En estos modelos es importante tener en cuenta tanto el estado de las células a
implantar (en caso de estar en estadios de apoptosis, podrian llegar a favorecer una respuesta inmunitaria
especifica, enmascarando los posibles resultados del tratamiento a estudiar?®?) y el lugar donde
previsiblemente las células tumorales creceran, dado que segln la naturaleza de estas serd mds adecuado
trabajar con una implantacién subcutanea, intravenosa (como es el caso de la linea de melanoma B16-F102%)

o intraperitoneal (como es el caso de una de los usos de la linea RMA2%),

Estos modelos se usan comunmente para evaluar la eficacia de las inmunoterapias antitumorales. También se

205 principalmente porque son muy sencillos de

usaron para describir los fendmenos de la inmunoedicion
utilizar en comparacién con los otros modelos disponibles para estudiar este tipo de patologias y por la
facilidad con la que pueden ser genéticamente manipulados. Pero, estas facilidades también tienen su
contrapartida, como por ejemplo la falta del microambiente que suele caracterizar las patologias de los
pacientes o la falta de heterogeneidad entre los tumores desarrollados, lo cual es otro aspecto definitorio del
céncer?®, La falta de heterogeneidad tumoral en parte es debida a que las células tumorales carecen de su
poblacidon progenitora, la cual es responsable en parte de la generacidn del microambiente y este favorece el
fenotipo altamente mutdgeno de las poblaciones tumorales?”. Otro factor que contribuye a la falta de
heterogeneidad esta relacionado con el cultivo de estas lineas tumorales, que implica de facto una seleccién
de las células mas resistentes en medio de cultivo, contribuyendo asi a la homogeneidad de la linea. Por toda
esta casuistica, una aproximacién que se ha propuesto para intentar sobrepasar esta limitacion es inocular
distintas lineas tumorales simultdneamente con el objetivo de obtener un tumor compuesto de diferentes
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subpoblaciones®®, pero este protocolo no provee la plasticidad funcional que permite a los tumores adaptarse

constantemente durante el proceso de inmunoedicién?®,

Otra problematica que presentan estos modelos es un crecimiento tumoral atipico, sin una seleccion en la
fase de equilibrio y todos los procedimientos anteriormente comentados. En estos modelos las células crecen
como una masa maligna poco diferenciada®®. A consecuencia de esto, en los modelos de inoculacién de una
linea tumoral murina no se observa el periodo de latencia tumoral, periodo en el cual un individuo puede
desarrollar y amplificar una respuesta inmune antitumoral. Este es un motivo por el que los resultados

obtenidos de estos modelos pueden diferir bastante de los observados después en pacientes?'°

, ya que este
crecimiento abrupto del tumor da una ventana de tiempo para evaluar la eficacia de la inmunoterapia poco
eficiente, principalmente porque estos tratamientos son mas eficaces en los primeros estadios de la

enfermedad?’.
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A pesar de todos estos inconvenientes y limitaciones, actualmente estos son los modelos mas utilizados para
el estudio de inmunoterapias antitumorales, al ser los modelos con los que se puede hacer un seguimiento
mas preciso del crecimiento tumoral y, a pesar de todas las problematicas anteriormente mentadas, son

bastante representativos del desarrollo de la patologia en humanos.

1.4.4.3. Modelos de alteraciones genéticas para el desarrollo espontaneo de tumores
Estos modelos han sido posibles gracias a los avances en la tecnologia de ingenieria genética de las uUltimas
décadas. Suelen usar dos aproximaciones: por un lado, se pueden basar en la insercién de oncogenes (como
SV402%° o BRAFYS0E 212) hajo |a regulacién de promotores especificos de tejido; o la expresidon de enzimas que
eliminan supresores tumorales conocidos (como PTEN o p53%'3). Usando esta aproximacién se ha conseguido
desarrollar un cancer espontdneamente, y ademas en este caso se observan las patologias previas al tumor,

214 o las neoplasias intraepiteliales en canceres

como por ejemplo las lesiones en cédncer de préstata
pancreaticos?’®. Este periodo de desarrollo y progresién mas natural del tumor permite tener ventanas de
tratamiento mas grandes, hecho especialmente relevante para evaluar adecuadamente la efectividad de las

inmunoterapias?'®.

Pero, estos modelos distan igualmente de ser una representacién inequivoca de la patologia en seres
humanos. Para empezar, a través de los procesos naturales esta se manifiesta por la acumulacién de
mutaciones en una fraccion pequefia de células de un tejido, mientras que en estos modelos los oncogenes se
expresan en la totalidad del tejido. Ademas, al haber insertado estos genes para el desarrollo de la patologia,
los tumores derivados de la actividad de los oncogenes tampoco tienen la variabilidad genética observada en
los pacientes humanos?Y, factor que como se ha comentado anteriormente es muy relevante en el desarrollo
de las patologias que se estan modelando. Por esto, se estd trabajando en intentar favorecer esta variabilidad
genética afectando también a mecanismos de reparacién del ADN2?3, con el objeto de obtener una

aproximacién mas realista del desarrollo de la patologia.

A pesar de que estos modelos a priori son muy buenos para el estudio de inmunoterapias, presentan una serie
de complicaciones. Para empezar, tienen una variabilidad muy alta en cuanto al fenotipo tumoral que se
manifiesta y su latencia, efecto que se agrava dependiendo de los oncogenes y el tejido diana elegidos. Por
otro lado, también nos encontramos con una problematica a la hora de realizar el seguimiento del crecimiento
tumoral, motivo por el cual se deben usar métodos mas complejos respecto a los usados con los modelos de
implantaciéon de una linea tumoral, como son la deteccidon a través de ultrasonidos o la resonancia
magnética'®. Por estos motivos, a pesar de ser unos modelos prometedores y tanto conceptual como
empiricamente mds similares al curso natural de la enfermedad, su uso no esta tan ampliamente extendido

como uno esperaria, ademas de motivos econdmicos.
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1.4.4.4, Modelos animales humanizados
Para el desarrollo de estos modelos se partié de animales inmunodeficientes a los cuales se les injertaron
células o tejidos humanos funcionales, y al contrario de los demas modelos comentados, se pueden usar para
el estudio de un abanico mas amplio de funcionalidades fisiolégicas, no estan limitados al estudio de las
patologias relacionadas con el cdncer. Pero, para el estudio de las patologias que ocupan el presente
documento, tipicamente se genera un ratdn con el sistema inmune humanizado. Con este fin, se suele trabajar
con ratones deficientes de la cadena y del receptor de la IL-2 en tres modelos distintos. El primero se basa en
la inoculacién a los animales de humanos extraidos de sangre periférica, los cuales se extienden por todo el
animal en el plazo de una semana. Este modelo ha demostrado ser muy representativo de la actividad de los
linfocitos T in vivo, pero tiene una ventana de trabajo relativamente pequeiia, dada la eliminacidn por parte
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del huésped del implante de células del sistema inmune en el plazo de 4-8 semanas *'°, aunque este plazo se

puede llegar a extender usando animales que también carezcan de algunos MHC?%°,

Otro modelo usado consiste en la inoculacion intrafemoral de células linfoides derivadas de tejidos
hematopoyéticos o ricos en células con potencial hematopoyético como son la médula ésea, el corddn
umbilical o el higado. Este modelo permite tener un sistema inmune completamente humanizado, al contrario
de lo observado con el modelo anterior, en el cual Unicamente se obtienen linfocitos T humanizados. Las
Unicas partes del sistema inmune murinas que restan en este modelo son las presentes en tejidos
hematopoyéticos periféricos, pero su porcentaje es relativamente bajo. Ademas, un dato curioso de estos
modelos es que las células T humanas en este modelo son seleccionadas en el timo independientemente del
HLA*° aunque el timo murino es incapaz de generar algunos factores necesarios para mimetizar

completamente todos los aspectos del desarrollo de los linfocitos T humanos??.

El tercer modelo se establece con un trasplante de tejido humano fetal de higado y timo debajo de la capsula
renal y ademds una inoculacidn intravenosa de células hematopoyéticas??2?%, Como en el modelo anterior,
en este se desarrollan todos los tipos celulares del sistema inmune humano, e incluso se humaniza el sistema
inmune asociado a mucosas. Pero, en contraste con el modelo anterior, en este los linfocitos T seleccionados
en el timo si se ven restringidos por el HLA. Pero, a pesar de ser un modelo que mimetiza completamente el
sistema inmune humano, estos animales acaban desarrollando un rechazo al implante, lo cual limita el tiempo

en el cual este modelo puede ser usado??.

Estos modelos, a pesar de ser a priori los mas facilmente traslacionables, presentan unas problematicas
bastante acusadas, como es el hecho de que tienen una ventana de uso bastante limitadas y el coste de
elaboracidon y mantenimiento de estos. Por estos motivos, aunque se estd trabajando actualmente en ellos,

no se seleccionan en primera instancia para los estudios de tratamientos que a futuro se prevé que puedan
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llegar a humanos, aunque se sigue trabajando en su desarrollo para mejorarlos y hacer modelos mas

representativos de lo que sucede en pacientes humanos.

1.4.5. Modelos animales usados en esta tesis
El trabajo aqui desarrollado tiene como objetivo analizar la actividad del compuesto AC11 y de los linfocitos
iNKT que lo reconocen con la finalidad estudiar su posible utilidad en el tratamiento de patologias tumorales,
usando modelos animales de administracién de una linea tumoral murina a individuos sanos. Concretamente,
se han seleccionado lineas tumorales de timoma (las lineas RMA, EL-4 y EG-7) y de melanoma (B16-F10y B16-

F10-OVA).

Lineas tumorales de timoma

Los modelos de RMA y EL-4 (y su transfectante EG-7) son lineas tumorales de linfoma que presentan epitopos
del virus murino de la leucemia®?® . En el caso de las RMA, fueron derivadas de una linea precursora (RBL-5),
generada por una infeccién por este virus. La linea RMA se establecid al seleccionar las células RBL-5 que
tenfan una expresion reducida de H-2k?%%. En el caso de la linea EL-4, es una linea tumoral inducida a través de
dimetilbenzatraceno?”’. Durante mucho tiempo estas lineas se trataron como si fuesen completamente
independientes, teniendo tanto in vitro como in vivo conductas sensiblemente diferentes: las RMA tienen un
crecimiento rapido y predominantemente en suspensidn, mientras que las EL-4 tienen un ciclo vital mas lento
y mayor tendencia a agregarse. Pero al caracterizar los TCR de estas lineas, se descubrié que sus TCR tienen
idénticas cadenas a y B, hecho que indica inequivocamente por lo menos un antecesor comun entre dichas
lineas, o que durante el paso de los afios estas lineas se han ido contaminando de forma cruzada en los cultivos.
Una de las posibles explicaciones en linea de con la hipdtesis del antecesor comun implica que linea
progenitora fuese la EL-4, la cual fue establecida en 1945, y que esta se infectara con el virus de la leucemia
murina resultando en la linea RBL-5. Estos hallazgos se han ratificado en varios laboratorios que jamas han
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intercambiado células entre si**°, lo cual refuerza la teoria de que la relacién entre las lineas tumorales es

ontogénica, no de contaminacién cruzada.

En cuanto a su uso, estas lineas son seleccionadas tanto para desarrollar tumores liquidos, principalmente en

el peritoneo®*, como para la generacidon de tumores sélidos subcutaneos??.

Por sus caracteristicas
fenotipicas, la linea RMA es la mas utilizada a nivel intraperitoneal como modelo de tumor liquido, mientras

que la EL-4 y su transfectante EG-7 se utilizan habitualmente como modelo de tumor sélido subcutdneo.

Lineas tumorales de melanoma

La linea B16-F10, y por consecuencia su derivada B16-F10-OVA, son lineas derivadas de células tumorales de
melanoma que aparecieron espontaneamente en la oreja en un ratdn C57 BL/6 en The Jackson Laboratory en
1954. La linea B16-F10 se establecid inyectando células B16 a ratones sanos, cultivando posteriormente las

células que se pudieron recolectar y repitiendo este procedimiento un total de 10 veces. Se caracteriza por
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ser capaz de generar metdstasis eficazmente incluso en animales inmunocompetentes. Se ha visto que tienen
niveles muy bajos de las moléculas de clase | H-2Kb y H-2Db?*° y son faciles de seguir, dado que al derivar de
células epiteliales producen melanina, motivo por el cual se pueden identificar facilmente sus colonias por la

coloracidn negra, observable en los modelos de metdastasis hacia los pulmones, higado o bazo.

Estas lineas se utilizan para hacer modelos de melanomas subcutdneos y como modelos de metdastasis
principalmente. En los modelos subcutaneos, crecen formando una masa sélida debajo de la piel, si bien
desarrollan unos tumores muy vascularizados, susceptibles a ulceracién y dificilmente manejables. Por otro
lado, en los modelos de metastasis, las células tumorales se inoculan de manera intravenosa a los animales y

se vehiculan por el torrente sanguineo hasta establecerse en los pulmones?®,

1.5. Relacion de las iNKT y el cancer

Las células iNKT son un subgrupo de linfocitos que pueden tener diversas funciones segun caracteristicas
fenotipicas y como se estimulen®?”28, siendo relacionadas con las patologias como el cancer® desde las
primeras descripciones. De hecho, los ratones que no tienen el segmento Jal8 y por tanto carecen de iNKT
son mas susceptibles a desarrollar cierto tipo de tumores?®*23, y su restauracién mediante transferencia
adoptiva permite recuperar la actividad antitumoral normal®**. Igualmente, en ratones CD1d K.O. (que no
pueden desarrollar ni de iNKT ni NKT de tipo Il) el aumento de la susceptibilidad tumoral es similar a la de los
ratones Jal8 K.0.%>. En humanos se da también esta correlacién, de forma que los pacientes con tumores
sélidos tienen una frecuencia o funcionalidad de las iNKT disminuidas?®**2® y una mayor frecuencia
intratumoral de estas células se relaciona con un prondstico mas favorable de la progresiéon de la

enfermedad?®.

Sin embargo, aln se desconocen los mecanismos concretos con los que las iNKT controlan el crecimiento

tumoral en homeostasis'**

, asi como los glicolipidos enddgenos y potenciales antigenos tumorales capaces de
estimularlas®®%%4, De hecho, esta actividad antitumoral no tiene por qué ser por accién directa de las iNKT
sobre las células malignas. Por ejemplo, en ratones NOD/SCID humanizados la actividad antitumoral mediada

por esta poblacidn es a través de la eliminacién de los macréfagos asociados al tumor?,

Aplicaciones terapéuticas de la aGC

Numerosos estudios han demostrado como los agonistas de las iNKT, y en particular la aGC, (Figura 3), aislado
en Agelas mauritanitus, son capaces de generar una actividad antitumoral***?41-243_ En |a mayor parte de los
casos, esta actividad no corresponde a una accidn directa de las iNKT sobre los tumores, si no la activacion

secundaria de otras poblaciones celulares efectoras como las NK, linfocitos B y T, macréfagos o neutréfilos?*
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las cuales ejecutan la accién antitumoral. Las mismas iNKT pueden tener una acciéon directa contra la poblaciéon

245-248

tumoral, a través de una accion citotdxica directa , a través de CD1d y el iTCR, pero también puede ser a

través de receptores NK como el NKG2D!28,

A
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Figura 3: Representacion de la estructura molecular de la aGC. En esta se pueden ver las tres partes caracteristicas de la molécula,
siendo la cabeza polar formada por un azucar (A), el enlace O-glicosidico (B) y las cadenas lipidicas (C). Fuente:_loltim - Own work, CC
BY-SA 4.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=67044266

A parte de la actividad antitumoral, la aGC es efectiva en otros modelos de patologias, como la EAE?®,
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diabetes?®, aumentando la respuesta frente a infecciones viricas®?, bacterianas®>? o parasitarias®3. Como

activador de la respuesta inmune, posee capacidad adyuvante en modelos de vacunacién tanto contra

254-25%6 como contra tumores®®®?>’, Asi, en modelos animales la aGC induce una respuesta

patégenos
antitumoral, cuya eficacia depende de las pautas de administracion. La estrategia mds efectiva es la
administracién de células dendriticas autdlogas cargadas con antigenos tumorales y aGC, generando una
respuesta mas prolongada en el tiempo y una menor anergia de las iNKT?%, Asi mismo, la utilizacién de

exosomas cargados con aGC es mas eficaz que la administracién libre?®,

Los subsiguientes ensayos clinicos han seguido diversas estrategias, desde administrandose de forma libre?®

o através de DC del propio paciente cargadas exdgenamente?®. Todos los ensayos han demostrar la seguridad
del compuesto, asi como una activacion de NK y linfocitos T. Sin embargo, las mejoras clinicas no han sido
suficientemente relevantes?®?. El Gnico tratamiento que ha conseguido mejorar significativamente la clinica
de los pacientes ha sido la combinacién de DC autdlogas cargadas con aGC con células iNKT expandidas in

vitro y reintroducidas al paciente?®,

Esta falta de resultados puede venir propiciados por diversos motivos. En primer lugar, la aGC induce una
produccidén de citoquinas exacerbada, cercana a la tormenta de citoquinas, pero no definida hacia ningun tipo
de respuesta en particular, por lo que se estimula una respuesta tanto Th1l, como Th2 o Th17. Esto disminuye
en gran medida la efectividad de los tratamientos, llevando al sistema inmune a lo que se denomina una
respuesta ThO, de forma que al estimular todas las respuestas a la vez ninguna de ellas llega a ser eficiente

debido a las retroalimentaciones negativas®®*, efecto similar a la respuesta observada frente a
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superantigenos?®. Adicionalmente, esta alta estimulacién induce un estado de anergia funcional, en el cual
las iNKT no son capaces de responder a una segunda estimulacién a través del iTCR?°62%7, Para intentar evitar
estos efectos, numerosos grupos de investigacién intentaron desarrollar o buscar compuestos analogos al aGC

para estimular las iNKT de una forma mas controlada y dirigida.

1.5.1. Analogos de la aGC y su actividad
Vistas las limitaciones del agonista prototipico, varios grupos centraron sus esfuerzos en intentar encontrar
nuevos compuestos similares al aGC que focalizasen la respuesta producida, bien realizando modificaciones
sintéticas de la molécula aGC como buscando en la naturaleza otros compuestos capaces de estimular las
iNKT?%8, En cuanto a las moléculas naturales, se han encontrado varias que pueden estimular las iNKT (la
mayoria glicolipidos con un enlace a-glicosidico, como los glicolipidos de bacterias Gram positivas)®°%269-271

pero ninguna parece ser mas eficaz que la aGC.

Numerosos andlogos sintéticos han sido desarrollados, incluyéndose la forma usada en todos los laboratorios,
modificando una o varias de las partes principales de la molécula: el azucar, el enlace O-glicosidico o la cola
lipidica. Estas modificaciones conllevan diferencias que afectan en diversos puntos al reconocimiento vy
funcionalidad de las iNKT (interaccién con el CD1d, interaccién con el iTCR, tiempo de vida media...) lo cual

induce respuestas efectoras cualitativa o cuantitativamente diferentes.

1.5.1.1. Modificaciones en las cadenas lipidicas
Las modificaciones en las cadenas lipidicas han consistido en introducir insaturaciones o acortar una o ambas
cadenas. Con estas modificaciones se consiguen moléculas mas hidrosolubles, lo cual deriva la respuesta de

las iINKT hacia a Th2.

La mayoria de las modificaciones en las cadenas lipidicas han consisitido en la introduccién de insaturaciones
o el acortamiento de una o ambas cadenas. El primero de estos compuestos publicado fue el OCH, el cual
genera una respuesta de tipo Th2 y ha resultado ser efectivo en modelos de EAE!?2. Sin embargo, OCH no es
capaz de estimular las iNKT humanas. Mas tarde se desarrolld el glicolipido C20:2, con un efecto similar al OCH

pero de mayor potencia'®

en ratones NOD, modelo de diabetes tipo |, siendo un candidato para tratamientos
de enfermedades como la diabetes en humanos?”2. Otros compuestos con cadenas acortadas son el C20:4 y

el C10:0, los cuales también conllevan una respuesta Th27.

Estudios de estructura/funcidn con baterias de analogos con diversas longitudes, han tratado de determinar
si la longitud de la cadena lipidica puede ser un factor decisivo en la induccién de una respuesta tipo Thl o
una Th2, comprobandose que una cadena de esfingosina mas corta induce una respuesta de tipo Th2?73. Esto

se debe a que la respuesta de IFNy requiere una interaccion larga del iTCR con su antigeno, y los compuestos
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de cadena lipidica corta no forman una interaccién tan estable en los bolsillos hidrofébicos A’ y F' de CD1d

(Figura 1), ocasionando una interaccién mas corta del complejo, con la consecuente respuesta de tipo Th2%.

En contraposicién, la introduccidén de residuos aromaticos unidos a las cadenas lipidicas estabilizaria la
interaccion con CD1d e induciria una mayor respuesta Thl. En efecto, andlogos con estas modificaciones
inducen una mayor expansion de las iNKT y una respuesta de tipo Th1?’4. Uno de estos compuestos es el
7DWS8-5, el cual ha dado resultados prometedores como adyuvante en estudios preclinicos de vacunacién

contra malaria o VIH?7>27¢,

1.5.1.2. Modificaciones en el enlace O-glicosidico
Otra aproximacién consiste en hacer modificaciones en el enlace glicosidico. Un compuesto ampliamente

0%”7, el cual tiene un carbono en vez del

conocido en esta linea de modificaciones es el a-C-GalCer o KRN700
enlace glicosidico. Este compuesto genera una proteccidon contra la malaria mayor que la aGC y una mayor
resistencia frente a la metastasis en modelos animales. El a-C-GalCer que es un mejor inductor de IFNy,
derivando la respuesta generada hacia Th1'?!, siendo mds eficaz que la aGC en diversos modelos?’,

habiéndose estudiado su potencial como adyuvante de vacunas de influenza®’®.

La estructura tridimensional del complejo CD1d-aGC-iTCR muestra que el oxigeno del enlace O-glicosidico
forma un puente de hidrogeno con el CD1d, interaccién que desaparece con el a-C-GalCer® %9, Para recuperar
esta interaccidn, se sintetizaron analogos del a-C-GalCer con un doble enlace entre el carbono anomérico de
la galactosa y la ceramida. Este compuesto dio una respuesta aumentada de IL-12 y una reducciéon de la
liberacion de IFNy%!. En lineas generales los anadlogos generados con esta aproximacion tienen una actividad

muy diferente entre especies, lo cual reduce la traslacionalidad de su estudio a través de modelos animales?®2,

También se han intentado otras modificaciones de este enlace, como la substitucién el oxigeno por azufre, a-
S-GalCer. Este compuesto es capaz de expandir las iNKT in vitro y generar una respuesta de tipo Th22%, El
enlace sulfuro-carbono implica la resistencia a hidrolisis enzimaticas y quizas una posicién mas favorable para
la interaccién con el iTCR%%%8, Este andlogo, al contrario que el a-C-GalCer, estimula las iNKT humanas in
vitro®®, pero no las iINKT murinas ni in vitro ni in vivo®, por lo que el estudio de estos compuestos en modelos
animales no es viable. De este compuesto se han desarrollado analogos que afiaden una glucosilacion o una
tioglucosilacion en el carbono 6 del azlcar de la cabeza polar, denominados XZ7%7 y XZ11 los cuales han
demostrado desarrollar una respuesta Thly Th2 respectivamente, aunque solo en cultivo y con una intensidad

mucho menor que la aGC o el 7DW8-52%,

1.5.1.3. Modificaciones en el azlcar
El carbohidrato de la aGC es esencial para la interaccidén con el iTCR, de forma que, si se modificaban grupos

hidroxilo de los carbonos 2”, 3” 0 4” del azucar, se pierde la actividad antitumoral®. Por ejemplo, la substitucién
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del OH por flior en el carbono 2”?% o por un grupo metano?®, implican una gran pérdida de la actividad
funcional. lgualmente, modificaciones en los carbonos 3” y 4”, implican una pérdida de capacidad

2917293 por tanto, la interaccién con el OH 2” es clave para el

estimulatoria, aunque no tan significativa
reconocimiento de los compuestos, mientras que las interacciones de los OH 3” y 4”, a pesar de ser relevantes,
permiten cierta flexibilidad. La estructura tridimensional determind que los OH 2”, 3” y 4” hacen puentes de
hidrégeno con el iTCR, mientras que el grupo hidroxilo del carbono 6” queda expuesto al medio®*. Por otra
parte, el cambio de la orientacidon de la galactosa de a a B, conlleva una pérdida total de la actividad

funcional®®.

Modificaciones en el carbono 6” del azlcar, tienen mas posibilidad de ser toleradas®®

, por lo cual se han
introducido cambios como la adicidon de un fluoréforo para poder visualizar la aGC?%, ademds de con objetivos
funcionales. La adicidon de una acetamida, que incrementaria la solubilidad de la aGC, aumenté la estimulacion
de las iINKT?’. Uno de los andlogos que introducen una acetamida es el Nu-o-GalCer el cual genera una

respuesta de tipo Th1, aumentando la produccidn de IFNy2%,

Esta modificacidn causa que en vez de sobresalir el azicar de la interaccién CD1d-andlogo-iTCR, se introduce
dentro de una zona del bolsillo A’ y se crea un puente de hidrégeno extra con el iTCR, estabilizando la
interaccién, aumentando la vida media del complejo CD1d-antigeno®®, hecho que favorece una respuesta de
tipo Th1l. La introduccién de otras modificaciones en el mismo carbono, como la adicién de un polietilenglicol,

dan lugar a una respuesta Th2,300301,

Otras modificaciones realizadas con el objetivo de incrementar la estabilidad de los analogos consisten en la
substitucidn el oxigeno del azucar por un carbono, obteniendo los analogos carbociclicos. Alguno de estos
analogos (RCAI-56) aumentaron la produccién de IFNy por parte de las iNKT3%, y se han usado en modelos de

autoinmunidad como inhibiendo la artritis inducida por coldgeno con resultados positivos3®.

1.5.2. Analogos aminociclitoles
En nuestro laboratorio hemos estudiado analogos sintéticos que aunan estas dos ultimas categorias de
compuestos. Por una parte, se diferencian del agonista prototipico por sustituir el oxigeno del azucar (Figura
3) por un carbono y también porque el oxigeno del enlace O-glicosidico se reemplazd por un grupo amino,
motivo por el cual se les ha denominado aminociclitoles. Estas modificaciones implican la resistencia a las
glucosidasas, por lo que probablemente incrementan su vida media en el cuerpo, y también potencialmente

un mayor tiempo de interaccién CD1d-analogo-iTCR.

Estudios realizados con estas moléculas han demostrado que son capaces de estimular los esplenocitos de
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ratén in vitro®®, aunque a un nivel mucho menor que la aGC. A pesar de ser menos potentes, uno de los

compuestos con la cabeza andloga a una glucosa, denominado HS44 (Figura 4 A), induce una produccién de
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IFNy solo ligeramente inferior a la aGC in vivo, pero sin produccién de citocinas de tipo Th2. En modelos de
metastasis pulmonares inducidos con la linea tumoral B16-F10, la administracion de HS44 generaba una

respuesta antitumoral casi tan efectiva como la aGC, con diferencias sélo en dosis pequefias de 10ug3®.

La estructura tridimensional del complejo CD1d-HS44-iTCR, demostré que la afinidad del iTCR por el complejo
CD1d-HS44 es 10 veces menor que la observada con CD1d-aGC, en concordancia con los estudios funcionales
ex vivo. Este cambio de afinidad viene dado por la pérdida de un puente de hidrégeno que se generaba entre
la aGCy el iTCR en la cabeza polar de la molécula. La disparidad entre los resultados in vitro e in vivo se explica
por la resistencia a la degradacion que presentan los analogos aminociclitoles permitiendo al compuesto tener
una biodisponibilidad in vivo mayor, incrementando la capacidad de activacidon secundaria de la respuesta
inmune y equiparandose su eficacia antitumoral a la del agonista tradicional®®. Ademds, este analogo es mas
liposoluble que la aGC, lo que implica que hay una gran probabilidad que la unién CD1d sea totalmente por
via intracelular, contribuyendo asi a la deriva hacia una respuesta de tipo Th1?, tal y como se ha observado

empiricamente3%®,

Otro analogo con un mayor potencial estimulador es el AC11 (Figura 4 B), puesto que la cabeza polar tiene
una configuracion andloga a la galactosa en vez de la glucosa y, por tanto, en principio, mas eficiente en el
reconocimiento por el iTCR. Este andlogo inducia una mayor producciéon de citocinas Thl tanto in vitro como
in vivo comparado con HS44, siendo el nivel comparable a la aGC, pero sin la produccién alguna de citocinas
de la respuesta Th2 como IL-4 o IL-13 3%, sugiriendo un mayor potencial antitumoral que HS44 y que el agonista

prototipico aGC.
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Figura 4: Representacion de la estructura molecular de los analogos aminociclitoles HS44 (A) y AC11 (B). Figura A extraida de Harrak Y.

et. al.(2009); Figura B extraida de Harrak Y. et. al.(2011)
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1.5.3. Estudios funcionales previos de AC11
Estudios previos realizados en nuestro grupo con el andlogo AC11, se recogieron tanto en Herrak, Y et. al.
(2011) como en la tesis de Esteban, I.. En estos, se pudo comprobar como AC11 es reconocido por lineas de
hibridomas de iNKT in vitro, siendo capaz de generar una respuesta de IL-2 mds potente que el HS44, aunque

nunca llegando a dar una respuesta tan alta como la observada con aGC.

La capacidad de induccién de la respuesta inmune se estudid en ensayos in vivo mediante la cuantificacién de
los niveles sistémicos de citoquinas en suero. AC11, al igual que HS44 inducia una respuesta tipo Thi,
totalmente exclusiva, sin niveles detectables de IL-4 o IL-13, pero de un nivel equivalente a la aGC. M3s aun,

inducia una masiva produccion de IL-12 con una cinética mucho mas sostenida que aGC.

La capacidad de reconocimiento por iNKT humanas, que justificase la continuacién de la caracterizacion
funcional como posible agente inmunoterapéutico, se realizd mediante estimulacién ex vivo de PBMCs
humanas co-cultivadas con una linea celular transfectada con CD1d humano. Estos ensayos demostraron que
AC11 era reconocido por iNKT humanas, induciendo su proliferacién, aunque con una potencia inferior a la

aGC, tal y como ocurria en raton.

15+

% INKT/ Total cel vives

ng/m 100 10 1 0.1 100 10 1 0.1
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Figura 5: Resultados de la expansion de iNKT humanas
con aGC y AC11 a diversas concentraciones durante 9
dias de cultivo. Figura extraida de Esteban, I.

La utilidad como agente antitumoral se estudié en modelos tumorales de administracién intraperitoneal de
las lineas RMA y RMA-S (linea derivada de la RMA que no expresa MHC-I, por lo que es muy sensible al ataque
por células NK3%7), La administracién preventiva a dia -3 demostrd la mayor eficacia de AC11 que aGC en el
control del crecimiento tumoral (Figura 6 A y B). La aplicacion terapéutica a dia+1 mostré también la
superioridad de AC11 por cuanto de daba un control del crecimiento tumoral, aunque inferior a la aplicacién

preventiva, mientras que aGC no ejercia ningin control.
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Figura 6: Resultados de los experimentos de inoculacion de los tratamientos a dia -3 en el modelo RMA. Los datos del grafico
A indican el aumento de peso respecto a su peso inicial a dia 0, con media + SEM. El grafico B representa el porcentaje de
animales que no han llegado al punto final cada dia que se ha realizado el seguimiento Los tratamientos se han inoculado a
100ng/animal. Resultados de 3 experimentos independientes. Figura de Esteban, I.

Ensayos de citotoxicidad in vivo en este mismo modelo demostraron la superioridad de AC11 en la induccidn
de una respuesta inmune que eliminara las células tumorales. La administracidn intravenosa de los agonistas,
gue induce una respuesta menos eficaz en la eliminacién de los tumores que la aplicacién local, permitié
corroborar que AC11 también inducia una respuesta mas eficaz frente a RMA-S. Estos ensayos permiten
analizar la implicacién de poblaciones inmune efectoras en la eliminacién de las lineas tumorales, mediante la
deplecion mediada por anticuerpos especificos de los distintos tipos celulares. Se pudo comprobar diferencias
mecanisticas entre aGC y AC11, de tal manera que la eliminacién de las células tumorales en el caso de aGC
era totalmente dependiente de las células NK, mientras que con AC11 éstas solo jugaban un papel parcial,

siendo responsables de la citotoxicidad del 50% de las lineas tumorales a las dosis usadas.

Seguidamente, se realizd un estudio sobre la citotoxicidad que eran capaces de estimular los compuestos

frente a las células tumorales. En estos ensayos se observd que tanto el AC11 como la aGC son capaces de
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inducir una respuesta antitumoral significativa, la cual es dependiente de la via de administracidon de los
compuestos (Figura 7) (hecho que correlaciona con las observaciones de expansién de las poblaciones
linfocitarias). Para comprender exactamente que poblaciones son relevantes para esta actividad, se realizaron
ensayos de deplecion de diferentes poblaciones, obteniendo como resultado que las células NK y los
macréfagos son relevantes en las respuestas desarrolladas por ambos compuestos, pero mientras que la
supresién de las NK elimina completamente la actividad de la aGC, con el AC11 se mantiene hasta un 50% de
su actividad contra las células tumorales. Esta actividad NK independiente no se ha conseguido descifrar, pero

es un indicativo de la diferencia en las formas de estimular el sistema inmune que tienen ambos compuestos.
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Figura 7: Eliminacion de células tumorales in vivo generadas por 100ng de aGC o AC11 3 dias antes de la inoculacién de las células
tumorales. Las células tumorales se marcaron antes de ser inoculadas al peritoneo con CMFDA y 24h después se recuperaron para su
recuento por citometria de flujo. Se pueden observar los datos de citotoxicidad cuando la inoculacién de los compuestos es
intraperitoneal (A) o intravenosa (B). Figura extraida de Esteban, I.

En otra linea de investigacion se quiso estudiar el efecto sinérgico de la activacidon de las iNKT con el
tratamiento deplecionante anti-CD20 usado en pacientes de linfomas no Hodking3®, que a veces no tienen
una respuesta duradera®® y no son capaces de eliminar los linfocitos B alojados en los tejidos®®. Ensayos
iniciales de deplecidn de linfocitos B mostraron que el uso conjunto de AC11 permitia reducir un 60% la dosis
de anticuerpo deplecionante. Usando el modelo de células tumorales del ratén Ep-myc, el tratamiento
conjunto AC11+anti-CD20 no demostrd beneficio alguno en la pauta usada. Pero en el caso de aGC no solo no
se observd beneficio alguno, sino que incluso disminuyd la eficacia del tratamiento deplecionante, efecto

deletéreo con confirmado en otras aproximaciones experimentales3', Estos ensayos pusieron de manifiesto
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las diferencias de comportamiento entre el AC11y la aGC, demostrando una mayor seguridad de la utilizacion

de AC11 como agonista para la induccién de respuesta inmune segura.

Todos estos resultados obtenidos son los que nos han llevado a estudiar AC11 como inductor de una respuesta
antitumoral especifica en diversos modelos tumorales con el objetivo futuro de una posible traslacion a

tratamientos humanos mas eficaz y segura que con los agonistas actualmente en ensayos clinicos.
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2. Objetivos

Los objetivos planteados para esta tesis fueron:

- Evaluar la actividad antitumoral de AC11 en referencia a la generada por el agonista prototipico de las

iNKT
o Laconsecucién de este objetivo busca certificar si nuestro andlogo es un mejor candidato para
desarrollar tratamientos en humanos dadas las evidencias reveladas en estudios previos, asi
como revelar posibles contraindicaciones o factores relevantes en la elaboracidon de un

tratamiento efectivo en pacientes oncoldgicos a combinar con los tratamientos ya existentes.

- Analizar la respuesta in vivo al tratamiento con AC11 en comparacidn a la respuesta frente a la aGC

o Los ensayos enfocados en este objetivo buscan el conocimiento sobre la actividad del AC11
sobre las iNKT in vivo, con la finalidad de conocer en detalle las diferencias con el agonista
prototipico y valorar posibles factores relevantes en la actividad de las iNKT que a futuro
deban ser tenidos en cuenta tanto para continuar profundizando nuestros conocimientos

sobre esta poblacién como para desarrollar tratamientos que las aprovechen eficientemente.

- Valorar la respuesta inmune especifica contra antigenos tumorales

o Con este objetivo se busca determinar si el tratamiento con AC11 es capaz de ser efectivo a
largo plazo, tanto eliminando el tumor como evitando la apariciéon de tumores secundarios.
Ademas, en caso de que el tratamiento no fuese capaz de eliminar completamente las células
malignas, de generar una respuesta antigeno-especifica se obtiene un control mas eficiente
de la masa tumoral, siendo este otro de los motivos que dan relevancia a la valoracion de esta

actividad.
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3. Material y métodos

3.1. Cultivo de las lineas tumorales

Para la realizacién de los ensayos de esta tesis, se ha trabajado con lineas tumorales murinas de la cepa C57

BL/6J, las cuales son:

RMA: Sublinea de timoma derivada de la linea RBL-5, la cual fue inducida a través del virus de la leucemia

de ratén de Rauscher. Cedida por la Dra. Pilar Lauzurica.

B16-F10: Linea de melanoma de C57 BL/6J2%. Cedida por la Dra. Pilar Lauzurica.

B16-F10-OVA: Linea transfectante expresante de OVA de pollo citosélica derivada de la B16-F10.

EL-4: Linea celular de timoma de la cepa murina C57 BL/6J. Cedida por el Dr. Ignacio Melero.

EG-7: Linea transfectante derivada de la EL-4 la cual expresa OVA de pollo. Cedidas por el Dr. Ignacio Melero

y por el Dr. Francisco Lozano.

Tabla 1: Lineas tumorales murinas

Todas las lineas han sido crioconservadas en FBS 10% DMSO a -802C y una concentracién aproximada de 10°
células/ml hasta el momento de su uso. La descongelacidn se realiza en un bafio a 372C, transfiriendose a un
tubo de 15ml de fondo cénico con 9ml de medio RPMI 1640 con GlutaMax (61870-010, Gibco), 50uM 2-B-
mercaptoetanol, 1% glutamina (25030, Gibco) y 5% FBS a 42C. Seguidamente, centrifugan 5 min a 700 RPM,
descartandose el sobrenadante y se ha resuspendido el pellet en 10ml de medio RPMI 1640 suplementado
completamente al 10% FBS. Se cultivan en flasks (RMA, EL-4 y EG-7) o en placa (B16-F10 y B16-F10-OVA) a

3729C, 5% CO; y un ambiente saturado de humedad.

En el caso de las lineas de melanoma, cultivadas en placa, los pases se realizan al llegar a una coalescencia
superior al 60%. Tras 2 lavados con 5ml de PBS, se afladen 2ml de PBS con tripsina-EDTA (T4049, Sigma) a la
concentraciéon deseada (en funcion de la linea especifica y el lote de tripsina usado) durante 1-2 minutos,
parandose la reaccion con 3ml de medio RPMI 1640 suplementado al 5% FBS. Mecanicamente con un pipetus
se acaban de levantar las células adheridas al plastico y se siembran en una nueva placa a la dilucién adecuada

en funcién de las necesidades del cultivo (mantenimiento o expansion).
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3.2. Preparacion de las suspensiones celulares para su administracion in vivo

Una vez las lineas celulares han pasado 7 dias en cultivo tras su descongelacién y han tenido como minimo 3
pases, se considera que el cultivo es estable y esta en la fase de crecimiento exponencial. En este punto, las
células se transfieren al medio de inoculacion, el cual debe ser apto para mantener en buen estado la

suspension celular pero no contener ningln compuesto que pueda generar reacciones en el animal.

Células expandidas en estado 6ptimo observable por microscopia, son recogidas en tubos Falcon vy
cuantificadas con tripan blue para administrar la cantidad apropiada. Tras su centrifugacién 5’ a 700 RPM, se
resuspenden en medio RPMI 1640 sin suplementar a 49C. Se realiza un segundo contaje con tripan blue para
poder determinar con exactitud el volumen final requerido y se afiade medio hasta llegar a la concentracién

deseada, manteniéndose en frio hasta su administracion.

3.3. Andlisis de apoptosis en lineas tumorales

Se realiz6 un marcaje con Annexin V y Pl con el objetivo de poder valorar el grado de apoptosis. Primero, se

dispuso 200ul de la solucidn de células a estudiar en una placa de 96 pocillos con fondo en V.

Después de realizar los lavados pertinentes, para cuantificar el nivel de apoptosis conseguido, las lineas
tratadas con diferentes métodos se marcaron con Annexin V a una dilucién 1/100 (130-097-928, Miltenyi
Biotec) en Annexin V binding buffer 15’ a 42C. A continuacidén, se lavd el exceso, y se respuspendieron las
células en una solucidn de Annexin V binding buffer con Pl 1/2500, y se pasé las células por el citdmetro de
flujo para su posterior analisis. Como controles se usaron, por un lado, células que no se han sometido a ningun
estimulo y por otro, como control de necrosis, un vial con células se someti6 a 3 ciclos de

congelacion/descongelaciéon en N, liquido.

3.4. Preparacion de los tratamientos estimuladores

Tanto la aGC como el AC11 son compuestos liposolubles, los cuales se han combinado una suspensién de OVA
de pollo o con suspensiones celulares. Por este motivo, las soluciones siempre se han preparado con una
concentraciéon de DMSO del 2.5%. Para la preparacidn de dichas soluciones, se ha establecido el siguiente

protocolo:
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En primer lugar, se descongelan las alicuotas de DMSO, aGCy AC11 en el baiio a 372C, junto con los diluentes
correspondientes a cada experimento (PBS o RPMI sin suplementar). Alcanzada la temperatura, se dispone el
DMSO en los tubos. A continuacidn, se hace un vértex a los viales con los compuestos durante un minimo de
30 segundos a 2750 RPM/min, paso que se repite después afiadir cada elemento a la solucion, para garantizar
la homogeneidad de la solucion final. Seguidamente, se adquieren los andlogos del vial de stock (dada la
viscosidad del solvente, se debe tener especial precaucion en secar la parte exterior de la punta de la pipeta,
para asi minimizar el error de pipeteo) y a continuacion se disponen dentro del volumen de DMSO. A
continuacion, se afiade diluente hasta alcanzar la mitad del volumen final. Cuando se combinan con OVA
(LS003056, Worthington) o una suspensién de células apoptoéticas, estos se preparan a parte a una
concentracion 2 veces mayor que la final y son mantenidos a 372C. Al afiadir la segunda mitad del diluyente,
se usa la solucidn con antigenos tumorales 2x. En el caso de los experimentos en que los tratamientos se han
combinado con OVA, el diluente ha sido PBS LPS free, y cuando se han combinado con una suspensién celular,
el diluente ha sido RPMI 1640 sin suplementar. Una vez preparados los viales, se han mantenido a 372C en un
bafio seco hasta su inoculacién. Todos los tratamientos a animales se han inoculado con una aguja de 27G y

en un volumen de 200ml/animal intraperitonealmente.

3.5. Administracion de las lineas tumorales y seguimiento de su crecimiento

Los animales utilizados en estos estudios han sido ratones de la cepa C57 BL/6J, estabulados de acuerdo con
la normativa establecida en el RD 53/2013 del 1 de febrero por el Servicio de estabulario de la Universidad
Autonoma de Barcelona, con un ciclo de dia y noche de 12h. Todos los procedimientos realizados en los
mismos han sido previamente aprobados por el Comité de Etica, siempre procurando minimizar el niimero de
animales a usar y el sufrimiento de estos. Por este motivo, cuando un animal ha mostrado algun sintoma de
sufrimiento (falta de acicalamiento, conducta de estrés o cualquier otro marcador como la presencia de
heridas) ha sido eutanasiado tal y como marcan los protocolos éticos. Asi mismo, tal y como establecen los
protocolos de bioseguridad, al estar trabajando con lineas tumorales, consideradas como agentes
carcindgenos, los animales a los que se les administra tumor son trasladados a jaulas de aislamiento con
ventilacién individualizada y se manipulan en cabina de seguridad bioldgica. La administracién de las lineas
tumorales se realiza con una aguja de 27G. Salvo causas de fuerza mayor, se ha trabajado con animales entre

6 y 12 semanas de edad. Los animales han sido identificados individualmente por marcas en las orejas.

Para poder seguir la evolucién de los tumores, se han establecido unos criterios de punto final, de acuerdo a
los estandares éticos establecidos por la Generalitat de Catalunya y aprobados en los correspondientes

procedimientos animales.

48



- Modelo intraperitoneal RMA

Se inocula la linea tumoral en suspension en el peritoneo (200ml/animal; 10.000 células/animal), realizandose
el seguimiento del crecimiento tumoral por el aumento de peso. El dia de inoculacién de la linea tumoral (dia
0) se hatomado el peso de cada animal como referencia. A partir de entonces, se ha realizado un seguimiento
regular del peso del animal, y al alcanzar un peso un 30% superior, se considera que el tumor supone un 25%
del peso del animal (dado que esta establecido que hasta un 5% de variacidon del peso normalmente es
justificable por el crecimiento del propio animal, especialmente en edades tempranas), procediéndose a la

eutanasia del mismo.
- Modelos subcutaneos

Al menos 3 dias antes de la inoculacion de las lineas tumorales, se rasura el pelo de la zona del flanco derecho
de los animales, para visualizar correctamente el crecimiento del (modelo usado con las lineas B16-F10, B16-
F10-OVA, EL-4 y EG-7). El margen de 3 dias entre el rasurado y la transferencia del tumor es para minimizar el
efecto que podria tener lairritacion de la piel, la cual puede conllevar una ligera inflamacién que puede afectar
al desarrollo del tumor o a la respuesta inmunitaria contra el mismo. A dia 0 se transfieren las lineas tumorales
subcutdneamente en la zona rasurada (200ml/animal; 500.000 células/ animal con las lineas B16-F10, B16-
F10-OVA y EG-7, 250.000 células/animal con la linea EL-4). Se verifica la inoculacién subcutanea por la
aparicién de una pequefa burbuja en la zona del inoculo, la cual se readsorbe en las siguientes horas. En los
siguientes dias hasta la finalizacidn del tratamiento, se ha revisado periédicamente todos los animales en la
zona rasurada. En el caso de detectar una masa visible de células tumorales, estas se miden diariamente con
un pie de rey en longitud y anchura, dos veces. Asumiendo que los tumores subcutaneos crecen de una forma
esférica u ovalada (lo cual correlaciona bastante con lo observado experimentalmente) se calcula el volumen
de los tumores siguiendo la siguiente formula: % X media de medidas mayores X cuadrado de la media de

medidas menores.

Cuando el volumen ha superado los 4.000mm?3 en el modelo EL-4 se ha considerado el punto final. En el caso
de los modelos con las lineas B16-F10 y B16-F10-OVA, los tumores se ulceran, estableciéndose como punto

final en estos modelos los 1.500mm?3.
- Modelo intravenoso de metastasis pulmonar

Este se realizd con las lineas de melanoma B16-F10 y B16-F10-OVA. A dia -7 se realizé la administracién de los
diversos tratamientos intraperitonealmente. A dia 0 inoculan 500.000-1.000.000 células intravenosamente
(linea B16-F10 y linea B16-F10-OVA respectivamente) a través de las venas caudales. Para ello, los animales
se colocan bajo una ldmpara de calor durante un periodo de tiempo corto, y a continuacién se han colocado

dentro de un cepo que permite tener la cola del animal libre, la cual se limpia con etanol y se transfieren las
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células con una aguja de 27G. Se ha verificado la entrada de la suspensién celular en el torrente sanguineo por
la aparicion de sangre en el interior de la jeringa. Realizada la administracién, se dejaron los animales durante

14-17 dias en los cuales Unicamente se controld su estado de salud, al cabo de los cuales son eutanasiados por

sobredosis de CO,, recuperandose el liquido peritoneal, nddulos linfaticos y bazo para analisis por citometria,
y los pulmones para realizar el contaje de tumores. Este contaje se realiza de forma manual, y en el caso de
gue haya un nimero muy elevado se corta una parte al azar de los pulmones, se cuenta esta fraccién y se
interpola el nimero total con la relacion entre el peso total de los pulmones y el de la fraccidn contabilizada.
Se establece como limite maximo los 700 tumores por érgano, ya que mas alld estan tan colonizados que es

imposible dar un dato preciso.
- Criterios de exclusiéon

Los datos de un animal han sido excluidos de un experimento si este se ha desviado de la media de su grupo
y se ha encontrado una explicacidn plausible a esta desviacién. Asi mismo, si ha presentado cualquier sintoma
de patologia no asociada al tumor (como mostrar conductas de estrés marcadas o heridas en la zona de
administracidn) o si por algin motivo se ha hallado muerto y este fallecimiento no es explicable por la

evolucion normal del tumor.

3.6. Recuperacion de érganos y preparacion para su analisis

Para poder valorar y cuantificar la respuesta inmune generada, en algunos experimentos se han recuperado
drganos linfoides secundarios y el tejido diana para el estudio por citometria de flujo de poblaciones inmunes

de interés.
- Liquido peritoneal

Para la obtencién del contenido celular del peritoneo la eutanasia debe realizarse con CO,, con el fin de evitar
dafiar cualquier estructura, ya que el minimo desgarro abdominal imposibilitaria la recuperacién de la

suspension celular.

Después de la eutanasia, rapidamente se hace una pequefia incision en el vientre del animal, cortando
Unicamente una pequefia parte de la piel, sin llegar a cortar el peritoneo. Realizada la incisién, se inoculan 5ml
de PBS a 42C (que puede contener EDTA para favorecer la liberacion de las células) con una aguja de 27G y se
realiza un enérgico masaje para homogeneizar la suspensién durante un minimo de 30 segundos.

Seguidamente, con una aguja de 21G se recupera 1.5-3ml de la suspensidn celular, la cual se conserva a 49C.
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- Nédulos linfaticos popliteos

Se localizan subcutdneamente tanto cerca de las extremidades anteriores como de las posteriores. Para
extraerlos, sobre todo los delanteros, también es recomendable un método de eutanasia como asfixia por
CO,, ya que, si se realiza una luxacidn cervical, los dafios ocasionados en la zona del cuello normalmente causan

pequefias hemorragias que pueden dificultar o imposibilitar la extraccion.

Para su recuperacion, se abre la piel del animal desde las ingles hasta el esterndn y hasta cerca de los tarsos y
los carpos, para seguidamente separar la piel del cuerpo, dejdndola extendida bajo el animal. Después de
fijarla, se identifican los nédulos a extraer, y con un instrumento afilado fino (un punzén o una aguja) se
procede a separarlos de la grasa y tejido conectivo que tienen alrededor, hasta sacar una pequefia esfera que
al contrario del tejido adyacente no se desmenuza en un tejido elastico. Puede darse el caso de que durante
la extraccidn se rompa algun capilar cercano, principalmente en los nddulos axilares. En este caso, se limpian
haciendo pasar un pequefio volumen de PBS por su superficie hasta quedar limpios, y se almacenan en un
tubo con PBS a 49C. Después, se disgregan en 1ml de PBS a 42C en una placa de fondo plano, con el émbolo
de una jeringa y una malla de nylon. El disgregado se recupera y se almacena en un tubo a 42C. Habitualmente

se han extraido los nédulos linfaticos popliteos del tren inferior.
- Médula dsea

Esta se puede extraer de diversos huesos largos, aunque habitualmente se realiza con el fémur, al ser el hueso

largo de mayor tamano. En el caso de este documento, se ha extraido el fémur derecho de los animales.

Después de haber abierto la piel como se describe en la extraccién de los nédulos linfaticos popliteos, se retira
con cuidado toda la musculatura adyacente. A continuacidn, se cortan la tibia y el peroné cerca de su epifisis
para liberar la parte inferior. Seguidamente se procede a cortar todos los ligamentos del fémur con la cadera
del animal, y se disloca la cabeza del fémur de su insercion para poder liberarlo. Una vez separado, se limpia
todo el tejido conjuntivo y muscular que pueda haber quedado adherido y se pone el fémur con las cabezas
de tibia y peroné en un tubo con PBS a 42C. Después, para extraer las células de la médula, se cortan las dos
epifisis del fémur y se hace circular 2ml de PBS a 42C por su interior por cada extremo, y el liquido se recoge
en un tubo de 15ml, el cual se centrifuga 5 min a 700 RPM/min, se descarta el sobrenadante y se resuspende

el pellet en 1ml de PBS a 4°C.
- Bazo

Este se recupera después de recuperar el liquido peritoneal y los nédulos linfaticos popliteos, porque implica
rasgar el peritoneo, lo cual imposibilita recuperar los anteriores. Con el animal colocado y abierto como se ha
comentado con anterioridad, se procede a hacer una incisidn vertical en el peritoneo, la cual una vez llega al

esterndn se extiende hacia la parte izquierda del animal. A continuacidn, se retira todo el sistema digestivo
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con cuidado de no dafar ninguna estructura, se corta todo el tejido conectivo alrededor del bazo y se va
separando con cuidado de sus estructuras adyacentes. Una vez extraido, se limpia y se mantiene en PBS a 42C.
Después, se coloca en una placa de 24 pocillos con 1ml de PBS a 42C vy se disgrega en la misma ayudado con el
émbolo de una jeringa y una malla de nylon para evitar que patine (igual que con los nddulos linfaticos

popliteos). Seguidamente, se recupera el disgregado y se almacena en un tubo a 42°C.
- Pulmones

En el caso de los modelos intravenosos, el animal colocado decubito supino y ya habiendo recuperado todos
los érganos anteriormente mentados, se realiza primero una pequefia incisién en el diafragma, con el objetivo
de que se deshinchen los pulmones para evitar danarlos. A continuacion, se cortan las costillas por la parte
mas lateral posible, y se continua el corte hasta sacar la parte frontal de las mismas junto con el esternén. Una
vez retiradas, con una pinza se levantan y cuidadosamente se va cortando todas las adherencias con la cavidad
tordcica. Por ultimo, se separan el corazén y el timo sin dafiarlos (para evitar un sangrado masivo en la cavidad)
y se corta la trdquea, con la cual se retira los pulmones de la cavidad. Una vez extraidos, se mantienen en

placas con PBS a 42C hasta realizar el contaje de tumores.

3.7. Anadlisis por citometria de flujo

Las suspensiones celulares de los diversos drganos se marcan en placas de 96 pocillos con fondo en V
dispensandose 200ul de cada suspensién convenientemente diluidas en funcién de su concentracién. A
continuacidn, se centrifugan 3 min a 1.000 RPM/min. En el caso de los tejidos que tienen eritrocitos (como el
bazo) se incuban con 60ul de buffer RBL (R7757, Sigma) 3 min a 42C, parandose la lisis con 120ul de PBS, y se
realiza otro lavado. Después se bloquean los receptores Fc con anti FcR (130-092-575, Miltenyi Biotech) a una
concentracién de 1/12.5, 15 min a 42C. Seguidamente, se realiza otro lavado con PBS a 42C y se marcan con
una mix del panel de anticuerpos a utilizar (Tabla 2), durante 15 min a 42C. Pasado este tiempo, se realiza otro
lavado y se resuspenden los pellets en el volumen final de marcaje. Para excluir las células dafiadas, se tifie
con DAPI (Miltenyi Biotec) o con 7AAD (Miltenyi Biotec). Dependiendo del citdmetro a utilizar después de esta

resuspension, las muestras han sido traspasadas a tubos para su adquisicion.

En las muestras que se marcan con tetramero de CD1d cargado con aGC para detectar las iNKT, entre el
bloqueo de los receptores Fc y el marcaje con la mix de anticuerpos, se realiza el marcaje con el mismo

incubando 25 min a temperatura ambiente, y después se prosigue con el protocolo normal.
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Antigeno Clon Fluoroforo Casa comercial Dilucién
Tetramero de CD1d cargado con aGC CD1-PBS57 A488 NIIH tetramer core Facility | 1/100
Tetramero de CD1d cargado con aGC CD1-PBS57 PE NIIH tetramer core Facility | 1/200
Tetramero de CD1d cargado con aGC CD1-PBS57 A647 NIIH tetramer core Facility | 1/400
F4/80 BMS8 FITC eBioscience 1/200
Siglec-H 551.3D3 FITC Miltenyi Biotec 1/25
VB8 F23.1 FITC Becton Dickinson 1/100
NK1.1 PK136 FITC eBioscience 1/100
CcDh4 H129.19 FITC Becton Dickinson 1/100
TCRPB REA318 FITC Miltenyi Biotec 1/25
CD86 PO3.3 FITC Miltenyi Biotec 1/25
CD8 53-6.7 PerCP Miltenyi Biotec 1/25
CD11c N418 PerCP eBioscience 1/100
B220 RA3-6B2 PerCP eBioscience 1/200
PD-L2 MIH37 PerCP-Vio770 Miltenyi Biotec 1/25
TCRB H57-597 PE eBioscience 1/400
I-Ab (MHC-II) REA528 PE Miltenyi Biotec 1/25
CCR6 REA227 PE Miltenyi Biotec 1/25
CD8 53-6.7 PE Miltenyi Biotec 1/50
CD27 LG.7F9 PE eBioscience 1/100
CD11b M1/70.15.11.5 PE Miltenyi Biotec 1/800
CDh14 REA934 PeVio615 Miltenyi Biotec 1/200
NK1.1 PK136 Pe-Vio770 Miltenyi Biotec 1/25
Ly6C 167.G10 Pe-Vio770 Miltenyi Biotec 1/25
CD11b M1/70 Pe-Cy7 eBioscience 1/1600
CXCR5 REA215 Pe-Vio770 Miltenyi Biotec 1/25
TCRB H57-597 Pe-Cy7 eBioscience 1/250
PD1 HA2-7B1 APC Miltenyi Biotec 1/25
GR1 RB6-8C5 APC eBioscience 1/800
CXCR3 CXCR3-173 APC Miltenyi Biotec 1/50
CD25 7D4 APC Miltenyi Biotec 1/25
CD19 6D5 APC-Vio770 Miltenyi Biotec 1/25
CD11b 1/70.15.11 APC-Vio770 Miltenyi Biotec 1/600
CD11c N418 APC-Vio770 Miltenyi Biotec 1/100
CDe62I EL14-H2.100 VioBlue Miltenyi Biotec 1/150
CD24 M1/69 VioBlue Miltenyi Biotec 1/25
CD4 GK1.5 VioGreen Miltenyi Biotec 1/75

Tabla 2: Anticuerpos usados en marcajes de citometria de flujo

Todas las muestras han sido analizadas en el Servicio de Cultivos celulares (SCAC) de la Universidad Auténoma

de Barcelona. Los aparatos utilizados han sido: FACSCalibur (Becton Dickinson), FACSCanto (BD Biosciences) y

CytoFLEX LX (Beckman Coulter). Los datos obtenidos han sido analizados con el software Flowlo V10

(TreeStar).
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3.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos del crecimiento de los diversos modelos tumorales han sido analizados con el paquete de
andlisis de R TumorGrowth3'!, que permite hacer un analisis comparativo del crecimiento de los tumores con
una two way ANOVA. El andlisis de la supervivencia Log-rank (Mantel-Cox) test se ha realizado con el software

GraphPad Prism 5 version 5.03.

El analisis estadistico de los datos de citometria de flujo y de cuantificacién de metastasis pulmonares, se ha
realizado mediante one way ANOVA y con andlisis post-test-Tukey’s Multiple comparison Test con el software

GraphPad Prism 5 version 5.03. Todos los graficos han sido realizados con este mismo software.
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4. Resultados

4.1. Establecimiento del protocolo de induccién de apoptosis

Con el objetivo de inducir una respuesta antitumoral especifica se han planteado dos estrategias generales.
Por una parte, la utilizacién de lineas tumorales que expresen un antigeno modelo, en nuestro caso la OVA,
gue permite la inmunizacién antigeno-especifica. Por otra parte, la utilizacion de células tumorales totales
para la inmunizacién, en las que se desconocen cuales pueden ser los antigenos asociados o especificos de
tumor que puedan inducir una respuesta especifica, pero que por una parte amplia el abanico de posibles
antigenos y, por otra parte, se acerca mas a la utilizacion clinica de estrategias de vacunacién terapéutica

actualmente en desarrollo.

En relacion con esta segunda estrategia y contrariamente a lo que anteriormente se pensaba, la utilizacidn de
células necréticas como fuente antigénica para la inmunizacién no es la via mas efectiva para conseguir una
respuesta antitumoral®'?. Por el contrario, la induccidon de apoptosis (entre otras opciones), si procura una

muerte antigénicamente activa capaz de generar una respuesta antitumoral eficiente?°*31%, Diversas

316

aproximaciones experimentales sencillas como el calor3'#3> el perdxido de hidrégeno®!, la radiacién

317

gamma3' o la radiacién ultravioleta®!®, se han usado para la generacién de células apoptdticas Utiles para la

inmunizacion.
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Figura 8: Andlisis de la apoptosis por H,0,. Apoptosis analizada como se ha descrito en el apartado 3.3. No se muestra desviacidon dado
que por limitaciones técnicas solo se analizé una muestra por condicion. Dado que los marcadores de apoptosis tardan un tiempo en
ser detectables, el andlisis fue realizado tras una incubacién O/N. Los controles positivos (células sometidas a tres ciclos de congelacion
en N;) se concentraron un minimo de 3 veces para poder obtener suficientes células para el andlisis.
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Nosotros hemos elegido dos estrategias que en principio serian faciles de usar y controlables y que deberian
dar resultados apropiados, como son el peréxido de hidrégeno y la radiacidn ultravioleta. Primero, probamos
el H,0,, variando tanto el rango de concentraciones (15,6uM a 1mM) como el tiempo de aplicacién (de 3 a
7h). En la Figura 8 se muestra el resultado de uno de los experimentos con la linea celular RMA, cuantificando
el porcentaje de células apoptdticas y necrdticas obtenidas en las diversas condiciones. Se incluyen como
controles tanto células sin manipular, C-, como controles positivos C+ de células necrotizadas mediante 3 ciclos
de congelacién/descongelacién en N, liquido. Si bien el resultado puede ser adecuado, la repetitividad es muy
baja, habiendo grandes diferencias entre distintos ensayos que impidieron establecer un protocolo
suficientemente fiable para un uso adecuado en los experimentos de inmunizacién. Otras lineas, como B16-
F10, fueron también ensayadas, con resultados también excesivamente dispares que imposibilitaron la
continuacién de esta estrategia. Igualmente, otras variables que podian haber influido en los resultados, como
la incubacidn en ausencia de suero durante el tratamiento, no demostraron tener influencia alguna, sirviendo
por otra parte como control de la viabilidad celular en los rangos de tiempo maximos que se utilizan durante

la manipulacién de la experimentacidn in vivo.

La segunda estrategia de induccién de apoptosis fue la radiacion ultravioleta. Para irradiar las células, se utilizd

un UV Stratalinker del Servicio de Gendmica y Bioinformdtica (SGB) de la Universidad Auténoma de Barcelona.

En primer lugar, se pusieron a punto las condiciones de irradiacién para la linea de melanoma B16-F10. Los
ensayos de dosis respuesta revelaron que la dosis de radiacidn ultravioleta con la que se obtiene un mayor
porcentaje de células apoptdticas estd entre los 900 y los 1200 (x100u)/cm?) (Figura 9 A). Dado que estas
células son muy sensibles al tratamiento para despegarlas de la placa de cultivo (tripsinizacidon y manipulacion
manual), se analizaron también las condiciones de mantenimiento durante 2 horas, el tiempo aproximado que
transcurre entre lairradiacion y la administracion a animales en los ensayos de vacunacién. Por ello se testaron
tanto la temperatura de mantenimiento como la suplementacion del medio RPMI 1640 con L-glutamina, FBS
y 2-B-mercaptoetanol (el FBS en ningln caso podria formar parte del medio de inoculacién) (Figura 9 B). Estas
pruebas determinaron que la mayor proporcién de células apoptoéticas se obtiene tras la irradiacion a un

maximo de 1200 (x100pJ/cm?), y manteniendo las células a 372C en medio sin suplemento de ningun tipo.
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Analisis similares con las otras dos lineas tumorales usadas en los diversos estudios, EL-4 y RMA, determinaron
que la dosis iddnea era de 2400 (x100u)/cm?) (Figura 9 C). En la linea RMA los datos revelan aproximadamente
un 40% de células vivas tras el tratamiento, pero este es un artefacto debido a cambios morfoldgicos de las
células tras su irradiacidn, impidiendo diferenciar células vivas de restos celulares que no incorporen nuestros
marcadores, motivo por el que se cuantifica como células vivas. Dada esta problematica, se decidié analizar el
numero total de células apoptdticas en esta linea (Figura 9 D), revelandose que una radiacién de 4800
(x100pJ/cm?) dafia en exceso las células, con la consecuente pérdida de células apoptoéticas, mientras que con
las dosis de 1200 (x100p/cm?) y 2400(x100ul/cm?) se obtienen nimeros de células apoptdticas similares.
Estas evidencias determinaron que la dosis idénea para obtener un mayor nimero de células apoptéticas en

esta linea es de 2400 (x100p)/cm?).

Apoptosis con radiaciéon UV en linea B16 Influencia del medio de inoculacién en B16
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Figura 9: Analisis de la apoptosis inducida por irradiacion UV. La linea B16-F10 se muestra los resultados dosis dependiente (entre 300 y
2400 (x100/cm?2)) (A). Se analizé la variacidn el efecto de la radiacion UV como estimulo inductor de apoptosis en funcién de las
condiciones en las que se mantienen las células posteriormente durante 2h. Se irradié con 900 y 1200 (x100w/cm?2) y se incubé con medio
RPMI 1640 sin suplementar (@) o el mismo con 1% de L-glutamina (+ L-glut) o 50uM de 2-B-mercaptoetanol (+ B-merc), tanto a temperatura
ambiente como a 372C (B). Las lineas EL-4 y RMA se sometieron a una irradiacion de 2400 (x100u/cm2) (C). Se representa el nimero total
de células apoptdticas obtenidos al irradiar la linea RMA con dosis de 1200, 2400 y 4800 (x100pJ/cm?) (D). Los controles positivos (células
necrotizadas) fueron concentrados un minimo de 3 veces para poder obtener suficientes células para el andlisis. Resultados con 2 o 3
réplicas, excepto del grafico B por limitaciones técnicas.
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4.2. Modelo tumoral intraperitoneal

En este modelo, el crecimiento se mide de forma indirecta a través del peso del animal. Se ha utilizado la linea
tumoral RMA. La inoculacién del tumor se ha realizado por via intraperitoneal con 10.000 células/animal. A
dia +3 post inoculacidn del tumor se ha administrado el tratamiento consistente de 100ng/animal de analogos
y/o 500.000 células RMA apoptdticas intraperitonealmente3’®, A partir de este dia, han sido monitorizados

con regularidad, y se ha interpolado el crecimiento del tumor tal (Figura 10).
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Figura 10: Evolucién del modelo tumoral intraperitoneal RMA. En todos los graficos se muestran los datos de los tratamientos simples
(PBS, aGC y AC11), y combinados con células tumorales apoptoéticas (PBS+APOP, aGC+APOP y AC11+APOP). Los datos del grafico A
indican el aumento de peso respecto a su peso inicial a dia 0, con media + SEM en machos. El grafico B representa el porcentaje de
machos que no han llegado al punto final cada dia que se ha realizado el seguimiento. Los graficos C y D son las mismas
representaciones para las hembras. Resultados de tres experimentos independientes en machos y cuatro en hembras. * p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. En Ay B, N PBS, aGCy AC11=12; N PBS+APOP y AC11+APOP=18; N aGC+APOP=17.EnCyD, N
PBS=14; N aGC=15; N AC11=16; N PBS+APOP=17; N aGC+APOP y AC11+APOP=22.

En machos (Figura 10 A, B) el tratamiento con células apoptdticas no tiene ningun efecto respecto al grupo
control o PBS. En el incremento de peso (Figura 10 A) se observa un efecto significativo de la aGC tanto
ralentizando el crecimiento del tumor como aumentando la supervivencia, siendo el efecto mayor cuando este
es combinado con células apoptéticas. Por su lado, el AC11 disminuye la velocidad de crecimiento del tumor,
pero sin obtener diferencias significativas respecto a los controles, y consiguiendo un mejor efecto cuando se
combina con células apoptoticas a partir del dia 26. En cuanto a la supervivencia (Figura 10 B), tanto los
tratamientos simples como los combinados con células tumorales apoptdticas han aumentado la
supervivencia de los animales, llegando en el caso de los tratamientos combinados y la aGC a tener animales

gue han eliminado por completo el tumor.
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En machos el tratamiento mds efectivo es claramente la aGC+APOP, mientras que los demas cursan de una
forma similar, diferenciandose Unicamente por los animales que han sido capaces de eliminar el tumor, dando
la separacion observada en el grafico. El porcentaje de animales que han sido capaces de eliminar el tumor
con la aGC+APOP es del 33.3%, mientras que con los tratamientos aGC y AC11+APOP son del 12.5% y del 8.3%
respectivamente. Los animales supervivientes fueron sometidos a una segunda induccién tumoral que todos

los animales fueron capaces de eliminar eficazmente.

Estos resultados indican lo siguiente: el AC11 tiene un efecto antitumoral, aunque no tiene una mayor eficacia
que la aGC; y que la combinaciéon de los tratamientos con las células tumorales apoptéticas mejora la eficacia
de ambos tratamientos, siendo el tratamiento con aGC+APOP el mds efectivo. También podemos decir que se

ha desarrollado una respuesta de memoria, ya que se ha eliminado el segundo tumor.

Este mismo protocolo se testdé en hembras (Figura 10 C, D), con el objetivo de determinar si la actividad del
AC11 se ve modificada en funcién del sexo. En primer lugar, el tratamiento Unicamente con células apoptdticas
tiene efecto graficamente detectable (llegando a haber animales que eliminan el tumor, aunque estos son
incapaces de eliminar un segundo tumor, por lo que no han desarrollado una memoria inmune y motivo por
el cual no se les ha incluido en el andlisis final). Probablemente el tratamiento con las células apoptdticas ha
generado una pequeiia inflamacién, pudiendo favorecer este fendmeno la eliminacién de la linea tumoral sin
desarrollar una respuesta especifica debido a que el lugar de inoculacion y de crecimiento del tumor en este
modelo son el mismo. En cuanto a los grupos con el tratamiento inmunoestimulador, se puede observar que
en este caso el AC11 es al menos tan eficaz como la aGC, y cuando se combinan con las células tumorales
ambos mejoran su eficiencia, siendo entonces el AC11 algo mejor que la aGC, aunque sin diferencias

estadisticamente significativas.

Analizando la supervivencia (Figura 10 D), se observa que el AC11 por si solo aumenta el tiempo que tardan
los animales a llegar al criterio de punto final, mientras que la aGC practicamente solapa con el grupo control
salvo los animales con mayor supervivencia y los que consiguen eliminar el tumor, que si salen de la tendencia
de los PBS. Al combinar nuestros analogos con las células apoptdticas se detecta un incremento de la
supervivencia respecto a los tratamientos simples con ambos compuestos, llegando a tener animales
supervivientes con ambos tratamientos. Ademas, AC11 parece tener un efecto mas sostenido en el tiempo,
permitiendo controlar el crecimiento del tumor. Como se ve en el gréfico, los animales con aGC que no
eliminan el tumor llegan al punto final de media entre el dia 20 y el 21 (20.84), en el caso de los tratados con
AC11 llegan el dia 28, siendo este el Unico grupo que ha tenido un tumor creciendo el cual ha controlado hasta
el dia 43. En el caso de los tratamientos combinados, también hay un aumento de la longevidad de los animales
que llegan al punto final, pero al haber mas supervivientes, la diferencia se ve reducida (aGC+APOP 25.65 dias

y AC11+APOP 26.43 dias de media). Mirando Unicamente los animales que han sobrevivido, aGC tiene una
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supervivencia del 13.3%, aGC+APOP del 22.7% y AC11+APOP del 27.3%. Las hembras supervivientes al final
de los experimentos fueron sometidas a una segunda inoculacidon de células tumorales o a una diseccién
exhaustiva para realizar un analisis del sistema inmune de las mismas. De ambos anélisis se ha podido deducir
gue los tratamientos estimuladores de las iNKT combinados con células tumorales apoptdticas son capaces de
generar una respuesta antitumoral eficiente, pero los animales tratados Unicamente con células apoptdticas
(PBS+APOP) demostraron no ser capaces de eliminar un segundo tumor o al diseccionarlas se detecté que
habian desarrollado un tumor fuera del peritoneo, pudiéndose deducir que la eliminacion o control del tumor
primario no fue debida al tratamiento. Por este motivo los animales PBS+APOP supervivientes fueron

excluidos del analisis.

De estos resultados se extrae que AC11 es capaz de inducir una respuesta inmune antitumoral en ambos sexos,
siendo sensiblemente mas efectivo en hembras, mientras que la aGC tiene una efectividad similar en ambos.
Ademads, ambos glicolipidos son capaces de generar una respuesta inmune especifica, dado que cuando son
combinados con células tumorales apoptéticas, la eficacia de los tratamientos aumenta significativamente.
Por ultimo, en hembras la aGC tiene un efecto binario, siendo este de eliminacién total del tumor o la
imposibilidad de ejercer control alguno, mientras que AC11 es capaz de inducir una respuesta que permite
controlar en parte el crecimiento tumoral. Esta observacion es relevante para la traslacionalidad a humanos,
dado que de replicarse permitiria un mayor control del crecimiento de los tumores, eliminarlos con mayor
facilidad o permitiria espaciar mas los tratamientos al desarrollar una respuesta que limita el crecimiento de

estos, mejorando en cualquier caso los tratamientos actuales.

Por ultimo, otro dato relevante de estos ensayos es que tanto en machos como en hembras el tratamiento
gue tiene una mayor diferencia con la adicién de las células tumorales apoptéticas es el AC11. Esto pone de
manifiesto la induccidén de una respuesta especifica, mientras que la aGC muestra una diferencia de eficacia
sensiblemente menor. Esto puede indicar que la respuesta antitumoral mostrada por la aGC es generada por
una reaccidn inflamatoria generalizada en vez de por una respuesta antitumoral especifica, o que la relevancia
de esta respuesta inmune especifica es sensiblemente menor en el caso de la aGC, correlacionando con las

evidencias obtenidas con anterioridad en nuestro laboratorio®.
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4.3. Modelos tumorales subcutaneos

Con el objetivo de poder analizar la actividad de nuestro andlogo fuera del peritoneo, hemos optado por los
modelos tumorales subcutdneos, los cuales ademads permiten hacer un seguimiento directo del crecimiento
del tumor, en lugar de inferirlo a través de una medida indirecta como es el caso de los modelos
intraperitoneales. En todos los experimentos subcutaneos se trabajé con una dosis de 250ng/animal de
compuestos y 500.000 células apoptéticas/animal o 500ug/animal de OVA, segln corresponda. Todos los
tratamientos han sido preparados tal y como se detalla en el apartado 3.4. El patrén de inoculacién a los
animales es el seguido en el modelo tumoral intraperitoneal, haciendo la inducciéon del tumor a dia 0 e
inoculando el tratamiento intraperitonealmente a dia +3. El seguimiento de los tumores se realiz6 tal y como

se explica en el apartado 3.5.

4.3.1. Modelo B16-F10
Al no disponer de un antigeno conocido contra el que desarrollar una respuesta inmune, en este modelo se
ha realizado la aproximacién de tratamiento con células apoptdticas (igual que en el modelo de tumor
intraperitoneal) bajando la dosis de radiacion ultravioleta dados los resultados expuestos en el apartado 4.1.
Al ser el modelo mas agresivo, a priori es mas complicado observar un fenédmeno de control del crecimiento

tumoral tal y como se ha visto en los modelos intraperitoneales (Figura 11).
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Figura 11: Evolucion del modelo tumoral subcutdneo B16-F10. En todos graficos se muestran los datos de los tratamientos simples
(PBS, aGCy AC11), y los mismos combinados con células tumorales apoptdticas (PBS+APOP, aGC+APOP y AC11+APOP). Los datos del
grafico A muestran el volumen del tumor, con media +SEM en machos. El grafico B representa el porcentaje de machos que no han
llegado al punto final cada dia que se ha realizado el seguimiento. Los graficos Cy D son las mismas representaciones para hembras.
Resultados de dos experimentos independientes por sexo. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. En A y B, N PBS,
aGC+APOP y AC11=9; N PBS+APOP, aGC y AC11+APOP=10. En C y D, N PBS=9; aGC=7; N AC11=8; N PBS+APOP, aGC+APOP vy
AC11+APOP=10.
Em machos (Figura 11 A, B) el tratamiento Unicamente con analogos no ha tenido ningun efecto. En cambio,
al combinarlos con células tumorales apoptéticas han sido capaces de propiciar un control del crecimiento
tumoral, generando una respuesta inmune especifica. A pesar de ducha actividad, ninglin animal ha sido capaz
de eliminar por completo el tumor. Se observa que entre los dias 16 y 23 el tratamiento con AC11+APOP
consigue frenar las células tumorales, dando la separacion en la curva de crecimiento de la Figura 11 A entre
este y la aGC+APOP, pero posteriormente el tumor se descontrolay se juntan ambos tratamientos hasta llegar
al punto final. Este efecto también se observa en la supervivencia de los animales (Figura 11 B), siendo la
media con el tratamiento de aGC+APOP de 20 dias, mientras que con el AC11+APOP sube a 24, y los demas

tratamientos estan alrededor de 18 dias.

Estas observaciones postulan al AC11+APOP como el tratamiento mds eficaz en este modelo, reforzando la
hipétesis inferida de los resultados del modelo intraperitoneal y de los ensayos previos de nuestro laboratorio
gue la respuesta antitumoral generada por la aGC es causada principalmente por una activacion de tipo
principalmente inflamatoria e inespecifica, mientras que la actividad inmune propiciada por el AC11 es

especifica y dirigida hacia una respuesta citotdxica.

En hembras (Figura 11 C, D) vemos que los analogos por si solos y las células apoptéticas frenan ligeramente

el crecimiento del tumor (Figura 11 C), pero los tratamientos combinados actian de forma eficaz contra el
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crecimiento del tumor, llegando a obtener diferencias significativas con los controles, pero no entre ellos.
Analizando la supervivencia de los animales (Figura 11 D), vemos diferencias mdas notorias. Mientras que el
grupo control tiene una supervivencia media de 13.5 dias, los grupos con tratamientos sin combinar tienen
una supervivencia media de alrededor de 16 dias, y los tratamientos combinados sobreviven de media unos
19 dias. Es importante destacar que, al igual que se ha observado con el modelo de tumor intraperitoneal,
AC11 permite un control mds duradero del tumor, mientras que la aGC tiene un efecto binario. En este caso
se observa tanto en machos como en hembras, viéndose como en los animales con aGC+APOP hay un
crecimiento tumoral muy agudo una vez empieza, mientras que los animales tratados con AC11+APOP son
capaces de controlar el crecimiento del tumor incluso cuando ya tiene un tamafio relativamente elevado. El
caso mas claro es una hembra AC11+APOP, la cual teniendo un volumen tumoral de mas de 1.000 mm?3 fue
capaz de controlar el tumor durante 4 dias. En cambio, entre los animales tratados con aGC, ya sea con o sin
células apoptdticas, no hay ninguno que haya sido capaz de controlar un tumor de estas dimensiones mas de

2 dias.

De estos resultados se extrae que AC11 genera una respuesta antitumoral especifica como en los ensayos
anteriores. En machos se observa una diferencia mayor entre la adicién de antigenos tumorales y el
tratamiento simple, hecho que puede deberse tanto a porque los tratamientos simples no han tenido ningun
efecto en machos (mientras que si lo han tenido en hembras) como por el hecho de que el tumor B16-F10 en
hembras ha cursado una enfermedad tan agresiva que enmascare dicho efecto. Por otro lado, este modelo,
gue desarrolla el tumor en un espacio diferente al de la inoculacion, la aGC no ha conseguido tener un mayor
rendimiento que el AC11 en ninguna de las aproximaciones probadas ni en machos ni en hembras, hecho que
refuerza la hipdtesis planteada en el apartado 4.2 que el efecto observado en el modelo intraperitoneal de la
aGC en machos viene propiciado por una reacciéon inflamatoria local, la cual no deviene en el desarrollo de
una mejor respuesta antitumoral. Esto no implica que la aGC no sea capaz de generar una respuesta
antitumoral, si no que en los modelos intraperitoneales se debe tener en cuenta esta actividad la cual puede
enmascarar el efecto antitumoral especifico. Por otro lado, AC11 es mas consistente con su actuacién tanto a
nivel de control del crecimiento tumoral como aumentando la supervivencia de los animales, y también es
consistente con el efecto que tiene al combinarse con antigenos tumorales, tanto en el modelo RMA como en

el B16-F10, denotando que el efecto antitumoral que se ha observado en ambos modelos es especifico.
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4.3.2. Modelo B16-F10-OVA
Se trabaja con una linea de melanoma tedricamente idéntica al usado en el apartado anterior expresando OVA
ligada a GFP. En este modelo hemos combinado los tratamientos estimuladores de las iINKT con 500ug de OVA

de pollo (Figura 12).
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Figura 12: Evolucion del modelo tumoral subcutaneo B16-F10-OVA. En los graficos A, B, E, y F se muestran los datos de los
tratamientos simples (PBS, aGC y AC11), mientras que en los graficos C, D, G y H se muestra el resultado de los tratamientos
combinados con OVA (OVA, aGC+OVA y AC11+0VA). Los datos de los graficos Ay C muestran el volumen del tumor, con media +SEM
en machos. Los graficos B y D representan el porcentaje de machos que no han llegado al punto final cada dia que se ha realizado el
seguimiento. En hembras se ha representado los datos de la misma forma, siendo los graficos E y G la representacion del volumen
tumoral £SEM y F y H la supervivencia. Resultados de dos experimentos independientes en machos y tres en hembras. * p<0.05;
*%p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. En Ay B, N PBS=8; N aGC y AC11=10. En Cy D, N OVA=9; N aGC+OVA=10; N AC11+OVA=8. En
EyF, NPBSyaGC=12; N AC11=10. En Gy H, N OVA=10; N aGC+OVA=14; N AC11+OVA=13
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En machos (Figura 12 A-D) los tratamientos sin combinar no tienen efecto alguno en el crecimiento del tumor
(Figura 12 A, B). Al combinar los tratamientos inmunoestimuladores con OVA, solo la aGC es capaz de frenar
el crecimiento tumoral (Figura 12 C y D), hecho que contrasta con las observaciones del anterior modelo,
donde el tratamiento mas efectivo era el AC11+APOP (Figura 11 Ay B). A pesar de este desplazamiento de la
curva hacia la derecha, el comportamiento de la aGC parece ser inespecifico, dado que solo retrasa el inicio
del crecimiento tumoral 8-10 dias, pero una vez este inicia, cursa una enfermedad de cinética similar a los

animales control (Figura 12 C).

Focalizandonos en la supervivencia (Figura 12 By D), los PBS y los OVA tienen una supervivencia media idéntica
(20 dias), valor que el tratamiento con los analogos ha aumentado ligeramente (entre 1-1.5 dias) (Figura 12
B), a pesar de no modificar la curva de crecimiento del tumor. Por otro lado, los analogos combinados con
OVA han logrado aumentar la supervivencia significativamente, siendo en el caso del AC11+OVA una
supervivencia media de 26.7 dias, y en el caso de la aGC+OVA de 29.6 (Figura 12 D). En el caso de la aGC+OVA
se observa un animal que tuvo una supervivencia sensiblemente mayor, y aunque sobrevivié 38 dias, hasta el
dia 23 post inoculacion del tumor no se le pudo detectar el mismo, de lo que se infiere que en 15 dias pasé de

no tener ningun tumor detectable a llegar al punto final.

En hembras (Figura 12 E-H), se observa que el tratamiento el tratamiento con AC11 es capaz de controlar
ligeramente el crecimiento tumoral a partir de los 600mm?3, separandose asi de la tendencia de los demas
tratamientos simples (Figura 12 E). En cuanto a los tratamientos con ambos compuestos combinados con
antigenos tumorales (Figura 12 G, H) son efectivos retrasando la deteccién del tumor. Una vez se detecta,
siguen la misma tendencia que la observada en los tratamientos simples, siguiendo la aGC+OVA una curva de
crecimiento similar al control desplazada hacia la derecha, mientras que el AC11+OVA controla el crecimiento
del tumor, haciendo que a pesar de que los tumores se detecten antes que, con el tratamiento clasico, al llegar

a volumenes altos ambas curvas converjan.

En la supervivencia (Figura 12 F, H), se observan las mismas tendencias observadas en la evolucidn del volumen
del tumor en los animales tratados Unicamente con los tratamientos inmunoestimuladores (Figura 12 F). Por
su lado, en la supervivencia de los tratamientos combinados con antigenos tumorales (Figura 12 H) el
AC11+0OVA ha cursado de forma similar al AC11 y por ultimo la aGC+OVA aumenta la supervivencia de los
animales, llegando todos al punto final de forma subita y en un lapso muy corto, en lugar de las muertes

escalonadas observadas con el AC11+0OVA.

Poniendo todos los datos en conjunto, de este modelo se puede extraer la aGC y su combinacién con OVA
tienen practicamente el mismo efecto ambos sexos, siendo el efecto del tratamiento simple practicamente
nulo y el combinado es capaz de frenar el crecimiento tumoral inicial, pero una vez este empieza a crecer lo

hace de forma incontrolada de forma similar a los controles. Por el contrario, el AC11 en hembras controla el
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tumor cuando este ya ha mostrado cierto crecimiento, y su combinacién con OVA mejora su eficacia en
hembras, frenando el crecimiento inicial del tumor, pero sin cambiar la dindmica observada con el tratamiento
Unicamente del analogo, mientras que en machos no ha tenido efectos relevantes. Estos resultados apuntan
hacia la misma direccién que los obtenidos con los otros modelos, en los que se podia inferir que la aGC da
una respuesta inespecifica y que solo permite un control inicial del tumor, si este se descontrola la aGC no
tiene ningun efecto; mientras que el AC11 tiene una respuesta mds consistente, especifica y no tan
dependiente de una respuesta inflamatoria, lo cual permite mantener bajo control ligeramente el tumor en
fase de crecimiento. También la diferencia entre el efecto del AC11 en machos y en hembras pone de

manifiesto la diferencia un dimorfismo sexual de este tratamiento.

4.3.3. Modelo B16-F10-OVA con células tumorales apoptéticas
Debido a los resultados observados en los apartados 4.3.1 y 4.3.2 se puede inferir que el origen de los
antigenos contra los que desarrollar una respuesta tumoral puede ser relevante, visto que la combinacién de
nuestros tratamientos con las diversas fuentes de antigenos resultan en tratamientos de distinta eficacia,
motivo por el que se testd la aproximacion de vacunacién con células tumorales apoptdticas en el modelo
B16-F10-OVA (Figura 13). Se eligid la misma dosis de radiacion ultravioleta para inducir apoptosis determinada
con la linea B16-F10 a pesar de que esta no pudo ser testada debido a que tiene la expresion de OVA ligada a

GFP, proteina que emite en la misma longitud de onda que la Annexin V.
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Figura 13: Evolucion del modelo tumoral subcutaneo B16-F10-OVA tratado con células apoptdticas: En todos graficos se muestran los
datos de los tratamientos simples (PBS, aGC y AC11), y los mismos combinados con células tumorales apoptoticas (PBS+APOP,
aGC+APOP y AC11+APOP). Los datos del grafico A muestran el volumen del tumor, con media SEM en machos. El gréfico B representa
el porcentaje de machos que no han llegado al punto final cada dia que se ha realizado el seguimiento. Los graficosCy D son las mismas
representaciones para hembras. Resultados de dos experimentos independientes por sexo. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
***%*5<0.0001. En Ay B, N PBS, PBS+APOP, aGC, aGC+APOP y AC11+APOP=10; N AC11=9. En Cy D, N PBS y PBS+APOP=9; N aGC, y
AC11=10; N aGC+APOP y AC11+APOP=11.

Observando los datos de machos (Figura 13 A, B) los Unicos tratamientos efectivos han sido los tratamientos
combinados, mientras que los andlogos por si solos han cursado una enfermedad similar a los controles, siendo
estos resultados a grandes rasgos de la misma linea que los dos modelos de melanoma previamente
comentados. En cuanto al crecimiento tumoral (Figura 13 A), el AC11+OVA es capaz de frenar ligeramente el
crecimiento del tumor, efecto no apreciable en el grafico. Esto se infiere de a evidencia que los animales con
este tratamiento llegaron al punto final tras varios dias con tumores de un tamafio relativamente alto
(>700mm3). En cambio, la aGC+APOP es capaz de frenar el crecimiento inicial del tumor de forma mucho més
efectiva, pero una vez inicia el crecimiento, lo hace de forma similar a los controles. Este efecto no se visualiza
correctamente en el grafico debido a un solo animal que por algin motivo tuvo un tumor que crecio

notablemente mas lento que los demas de su grupo, no es la tendencia general del tratamiento.

En el analisis de la supervivencia (Figura 13 B), se observa una tendencia similar, siendo parecida entre los
tratamientos simples con una supervivencia media de alrededor de 21 dias, mientras que los tratamientos
combinados aumentan la supervivencia media hasta 25.5 dias en el caso del AC11+APOP y 32.5 dias en el caso

de la aGC+APOP. En este experimento las muertes con aGC combinado con antigenos son mucho mas
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escalonadas que en los modelos anteriores, pero un anadlisis mas exhaustivo de los datos ha revelado que los
animales han perdido el control del tumor en dos rangos de dias, del 25 al 32, y del 34 en adelante. Pero, en
cuanto pierden el control, salvo el animal anteriormente mencionado todos llegan al punto final relativamente
rapido (3-5 dias). Los animales tratados con AC11+APOP han llegado al punto final de forma muy agrupada,

hecho que dificulta la visualizacion del efecto de control del crecimiento tumoral anteriormente comentado.

Los resultados observados en hembras (Figura 13 C, D) revelan que ningln tratamiento simple ha tenido
efectos significativos, pero ambos tratamientos combinados han tenido un efecto relevante, dando diferencias
visibles, pero no estadisticamente significativas. En el volumen tumoral (Figura 13 C), se observa que tanto la
aGC+APOP como el AC11+APOP son capaces de frenar el crecimiento del tumor inicialmente, pero mientras
que el efecto de la aGC+OVA es sencillamente posponer el inicio del crecimiento exponencial del tumor, pero
una vez este empieza el tratamiento deja de ser eficaz, el AC11+APOP tiene un efecto en el crecimiento inicial
del tumor y en volumenes elevados controla ligeramente el crecimiento del tumor, diferencia dificilmente

visualizable debido a su cercania a valores maximos graficados.

Analizando la supervivencia en hembras (Figura 13 D), los tratamientos simples no tienen ninguna diferencia
destacable ni entre ellos ni con el grupo control, situdndose todos entre los 18 y los 20 dias de supervivencia.
El tratamiento con aGC+APOP alarga ligeramente la supervivencia media, hasta los 22 dias, pero no hay ningun
cambio en la forma en la que llegan al volumen maximo. En cambio, el tratamiento con AC11+APOP, ademas
de alargar la supervivencia media hasta los 24 dias, se puede discernir que llegan al final en dos bloques. Los
primeros en llegar al limite del experimento son aquellos que al rebasar los 800mm?3 no han sido capaces de
controlar el crecimiento del tumor y han pasado el volumen maximo como los demas tratamientos. En cambio,
el segundo bloque, que llegan al punto final pasado el dia 28, son aquellos que han controlado un tumor de
volumen considerable, motivo por el cual se observa ese lapso relativamente largo sin animales llegando al

punto final.

Con todo lo comentado, de este modelo podemos inferir que solo los tratamientos combinados han sido
capaces de generar una respuesta antitumoral. En el caso de los machos, ambos compuestos han tenido una
respuesta cualitativamente similar, frenando el tumor en estadios iniciales, pero siendo poco eficientes en
cuanto el tumor muestra un crecimiento exponencial. A nivel cuantitativo, el mejor tratamiento con diferencia
ha sido la aGC+APOP. En el caso de las hembras, a nivel cualitativo vemos un efecto similar con ambos
compuestos al combinarlos con células tumorales apoptéticas, aunque el AC11+APOP permite un mejor
control del tumor en voliumenes altos. Estadisticamente no hay diferencias significativas entre aGC+APOP y
AC11+APOP, pero graficamente se observa que el AC11+APOP es ligeramente mejor. En el caso de poder dejar
crecer el tumor hasta un volumen mayor, probablemente se observaria una mayor diferencia entre los

analogos, por la conducta que tienen ambos a los volumenes maximos con los que trabajamos, pero no se
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puede realizar dicha aproximacién por motivos éticos, ya que estos tumores dan problemas de ulceraciones y

hemorragias con volumenes superiores a 1.000 mm?3,

Combinando los datos de esta aproximacién con los de los experimentos descritos en el apartado 4.3.2, es
posible determinar si la fuente de los antigenos es capaz de modificar la respuesta inmune generada tanto
con el AC11 como con la aGC, separando los resultados por sexos (ya que como hemos visto reiteradamente

en los experimentos, hay un ostensible dimorfismo sexual) (Figura 14).
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Figura 14: Comparativa entre los tratamientos combinados con células apoptéticas o con OVA en ambos sexos. En este grafico se
muestran los resultados de los tratamientos con los dos métodos para combinarlos con antigenos tumorales tanto en machos comc
en hembras. Los datos del grafico A muestran el volumen del tumor, con media +SEM en machos. El gréfico B representa el porcentaje
de machos que no han llegado al punto final cada dia que se ha realizado el seguimiento. Los graficos C y D son las mismas
representaciones para hembras, y los E y F con los grupos PBS de cada modelo. Resultados de tres experimentos independientes con
el modelo B16-F10-OVA en hembras y dos experimentos distintos en el resto de modelos. ** p<0.01; ****p<0.0001. En Ay B, N
aGC+OVA, aGC+APOP y AC11+APOP=10; AC11+OVA=8. En Cy D, aGC+OVA=14; AC11+0OVA=13; y aGC+APOP y AC11+APOP=11. En E
y F, N B16-F10-OVA machos=8; B16-F10-OVA APOP machos=10; N B16-F10-OVA hembras=12; N B16-F10-OVA APOP hembras =10.
Solo se muestran las diferencias estadisticas relevantes.

Empezando con el analisis de machos (Figura 14 A, B), no hay diferencias significativas entre las formas de
administrar antigenos tumorales con el tratamiento AC11l. Con aGC, el OVA da una peor respuesta
antitumoral, tanto en la evolucién del volumen del tumor (Figura 14 A) como en la supervivencia (Figura 14

B), pero sin obtener diferencias significativas en ninguno de los casos. En cambio, en hembras (Figura 14 C, D),

70



el AC11 da una respuesta relativamente estable con ambas aproximaciones, pero la respuesta observada con
la aGC es muy diferente entre las aproximaciones. En la evolucién del tumor (Figura 14 C), con aGC los tumores
empiezan a crecer sensiblemente antes con las células apoptdticas que con OVA y pasada la deteccidon no hay
diferencias resefables en cuanto a la cinética de crecimiento, pero si miramos la supervivencia (Figura 14 D),
se puede discernir que con el tratamiento con células apoptdticas hay unas muertes mas escalonadas, en
contraposicién al tratamiento con OVA, en el cual el momento de punto final estd bastante agrupado, aunque

la supervivencia en si es mayor.

De estos resultados se extrae que la respuesta antitumoral inducida por AC11 no varia segun el antigeno con
el que se combine, mientras que en el caso de la aGC si que se afecta su resultado por la forma de proveer los
antigenos tumorales, especialmente en hembras. Una posible explicacién de este efecto puede ser la
especificidad de la respuesta inducida. Mientras que AC11 induce una respuesta de tipo Thl estable, motivo
por el cual el tratamiento se ve poco afectado por la forma en la que se administran los antigenos tumorales;
la aGC genera una respuesta muy inespecifica, lo cual puede implicar una susceptibilidad mayor a la forma de
proveer los antigenos. Este efecto se ve mds acentuado en hembras probablemente porque la respuesta de
tipo Thl mediada por iNKT en ratones C57 BL6/J es altamente dependiente de estrégenos, los cuales estan
practicamente ausentes en los machos de esta cepa®’. Estos motivos pueden ser una posible explicacion de la

diferencia observada entre las diversas formas de administrar los antigenos con la aGC en hembras.

La falta de diferencia entre las aproximaciones para proveer los antigenos al sistema inmune que se observan
con el AC11 pone de manifiesto su eficiencia en generar una respuesta antitumoral, y el hecho de que sea
eficaz incluso en machos demuestra que la respuesta Th1 que genera, a parte de estar mediada por IFNy tiene
otras vias alternativas de activacion, probablemente a través de células del compartimento mieloide. Para
garantizar que los efectos observados son debidos a los tratamientos, se ha analizado la evolucidn de los
controles (PBS) entre el modelo B16-F10-OVA y el B16-F10-OVA-APOP, y no se ha encontrado ninguna
diferencia (Figura 14 E, F).

4.3.4. Modelo EL-4
Dados los resultados obtenidos en el modelo de linfoma intraperitoneal (RMA) y en modelos de melanoma
subcutaneos (B16-F10, B16-F10-OVA), se testdé nuestros analogos en un modelo de linfoma subcutaneo. La
linea tumoral seleccionada para realizar el ensayo fue la EL-4, una linea de linfoma que tiene tendencia a crecer
adherida (al contrario de la RMA, que crece principalmente en suspension), por lo que es iddnea para realizar
este tipo de ensayos. A pesar de esta diferencia de comportamiento, estas dos lineas tumorales tienen un
patrén de expresion similar de moléculas relacionadas con las NK (como NKRP1C, NKRP1A), CD16-32, Thy-1,
CD5, CD45, CD45R, etc. Ademads, ambas tienen el mismo reordenamiento de la cadena beta del TCR*?, por lo

que se puede afirmar que son dos lineas de linfoma que proceden de un origen comun3%, La induccidn del
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tumor en este modelo se realizé con 250.000 células por animal, y la dosis de radiacidn utilizada fue de 2400
(x100pJ/cm?). Los experimentos se realizaron Unicamente con machos por falta de disponibilidad de animales

(Figura 15).

A EL-4 machos B EL-4 machos
- - PBS 100 1 - PBS
- ‘ PBS + APOP J._“ PBS+APOP
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Figura 15: Evolucion del modelo tumoral subcutaneo EL-4. En todos graficos se muestran los datos de los tratamientos simples (PBS,
aGC y AC11), y los mismos combinados con células tumorales apoptéticas (PBS+APOP, aGC+APOP y AC11+APOP). Los datos del
grafico A muestran el volumen del tumor, con media +SEM. El gréfico B representa el porcentaje de machos que no han llegado al
punto final cada dia que se ha realizado el seguimiento. Resultados de dos experimentos independientes. N en PBS, aGC+APOP y
AC11=9; N PBS+APOP y aGC=10; N AC11+APOP=8. Solo se muestra los datos de animales supervivientes que han sido capaces de
controlar una segunda induccién de la enfermedad.

Observando la evolucién del volumen del tumor (Figura 15 A), todos los tratamientos sin células apoptéticas
cursan una curva de crecimiento similar, separandose Unicamente por la supervivencia de los animales. En
cambio, los tratamientos combinados con células apoptéticas son capaces de modificar la curva de
crecimiento tumoral, alrededor de los 2.500 mm? en el caso del AC11+APOP y alrededor de los 3.000 mm?3 en
el caso de la aGC+APOP. En el caso del PBS+APOP se observa un fenémeno similar, pero es un artefacto
generado por un animal al cual le empezé a crecer el tumor al dia 35, aunque pasado ese dia siguié una cinética
de crecimiento similar a los controles. En cuanto a la supervivencia (Figura 15 B), la aGC muestra una caida
aguda al pasar el dia 37. Comentar que el Ultimo animal muerto de este grupo se hallé6 muerto con un tumor
relativamente pequefio dias después de que se cortara el seguimiento de los tumores, pero debido a que
llevaba un tiempo considerable con un tumor detectable, no se considerd justificable excluirlo y se le asigné
como punto final el dltimo dia del experimento. Por contra, tanto los PBS como con los animales tratados con
AC11 vemos una dindmica similar de muertes entre los dias 30 y 45, salvo excepciones que retuvieron
ligeramente el crecimiento tumoral hasta el dia 56 y 58 respectivamente. En cuanto al tratamiento con células
apoptoticas, vemos que los PBS+APOP llegan al punto final entre los dias 28 y 35, con excepcion de dos
animales, uno que llegd al dia 58 y otro que sobrevivio al experimento y a un segundo trasplante tumoral. La
aGC+APOP tiene una supervivencia similar, aunque algo mas espaciada en el tiempo, ya que el lapso en el que
se concentran las muertes es entre el dia 32 y el 44, pero en cuanto a dindmica se observa el mismo patrdn,
concentracién de la mayor parte de las muertes en un lapso definido, un animal que sobrevive sensiblemente

mas que los demds y uno que sobrevive a la enfermedad. El AC11+APOP es el grupo que mas destaca, en el
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cual la mitad de los animales mueren entre los dias 30 y 37, pero el resto sobreviven hasta al menos el dia 48,

momento en el cual empiezan a llegar al punto final de forma escalonada.

De estos resultados se extrae que el AC11+APOP es el Unico tratamiento que controla el crecimiento tumoral,
aunque solo de forma temporal. En cuanto a los demds tratamientos, la aGC+APOP y el PBS+APOP tienen un
animal respectivamente que elimind el tumor y fue capaz de sobrevivir a una segunda implantacién tumoral,
pero una vez mas el resultado que se observa es binario, no son capaces de generar una respuesta que permita
controlar el crecimiento tumoral de forma sostenida. El AC11 por si solo parece tener un efecto nulo, lo cual
coincide con lo visto en los demas modelos utilizados en machos. En general, esta tendencia del AC11
combinado con antigenos de ser capaz de controlar el tumor a voliumenes altos mientras que la aGC solo es
capaz de eliminar el tumor o no tiene ningun control sobre el mismo se repite en las observaciones de los

demas modelos realizados, lo cual da robustez a los resultados obtenidos.

4.3.5. Modelo EG-7
Otra aproximacién que se decidié utilizar para poder verificar la actividad de nuestros compuestos se basé en
el uso de un modelo de timoma subcutdneo con un antigeno conocido, similar al modelo B16-F10-OVA. En
este caso usamos la linea tumoral EG-7, una linea derivada de la EL-4 transfectada con el plasmido pAc-neo-
OVA, el cual lleva una copia del gen de la ovoalbumina. Con el objeto de realizar la inmunizacién, nuestros
compuestos se han administrado con 500 pg de OVA. La induccién de la enfermedad se realizé en el caso de

las hembras con 1.000.000 células de la linea cedida por el Dr. Ignacio Melero, y en el caso de los machos se

realizd con 500.000 células de la linea cedida por el Dr. Francisco Lozano (Figura 16). Esta variacion se realizé
porque hubo un lapso muy grande entre la realizacién de los experimentos de machos y de hembras, se
detectd que la linea cedida por el Dr. Ignacio Melero se derivé imposibilitando su uso, motivo por el cual se
usé la linea cedida por el Dr. Francisco Lozano adaptando el nimero de células a los protocolos utilizados en

su laboratorio.
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Figura 16: Evolucion del modelo tumoral subcutdaneo EG-7. En los gréficos A, B, E y F se muestran los datos de los tratamientos
simples (PBS, aGC y AC11), mientras que en los gréficos C, D, G y H se muestra el resultado de los tratamientos combinados con OVA
(OVA, aGC+OCA y AC11+0VA). Los datos de los graficos A y C muestran el volumen del tumor, con media +SEM en machos. Los
graficos BY D representan el porcentaje de machos que no han llegado al punto final cada dia que se ha realizado el seguimiento. En
hembras se ha representado los datos de la misma forma, siendo los graficos E y G la representacion del volumen tumoral 2SEM y F
y H la supervivencia. Resultados de tres experimentos independientes en machos y dos en hembras. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

EnAyB, N PBS, aGCy AC11=14. En Cy D, N OVAy AC11+OVA=14; N aGC+OVA=13. En Ey F, N PBS=14; N aGC=6; N AC11=7. En Gy
H, N OVA=12; N aGC+OVA y AC11+0OVA=14.
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En el caso de los machos (Figura 16 A-D) practicamente no hay efecto alguno ni en el volumen tumoral (Figura
16 A y C) ni en la supervivencia de los animales (Figura 16 B y D). No se observa ninguna tendencia clara,
aunque aparentemente, como se ha visto en varios modelos, a volimenes altos (por encima de 2.000mm?3) se
detecta que todos los tratamientos siguen una tendencia similar excepto el AC11+OVA (Figura 16 C), el cual
aplana ligeramente su curva de crecimiento. Esto correlaciona con el resto de modelos utilizados, aunque no

hay ningun dato que nos permita afirmar que este efecto es real.

En cuanto a las hembras, los tratamientos simples (Figura 16 E, F) el PBS y el AC11 cursan una enfermedad
similar, mientras que la aGC empeora el curso de la enfermedad, tanto en volumen (Figura 16 E) como en la
supervivencia (Figura 16 F). Esto puede deberse a un agotamiento de los linfocitos que dificulte el desarrollo
de una respuesta eficaz, tal y como ha sido reportado en la bibliografia?®*. El hecho que el tumor se implante
en lugar distinto a la zona de inoculacién (a diferencia del RMA) y mas agresivo que los otros tumores
subcuténeos utilizados (B16-F10 y B16-F10-OVA) puede que favorezca la visualizacion de este efecto. Los
tratamientos combinados con antigenos tumorales (Figura 16 G, H), mejoran el curso de la enfermedad
respecto al grupo control, sin diferencias significativas entre ellos. Esto es indicativo que ambos generan una
respuesta dirigida contra las células tumorales de forma eficaz, finalizando los experimentos con uno o mds

animales supervivientes (Figura 16 H).

En este modelo se hace patente el dimorfismo sexual de la actividad de las iNKT, teniendo un efecto muy bajo
o nulo en machos, pero siendo muy efectivas en hembras. También se infiere que dependiendo del tipo de
tumor o la linea tumoral son mas o menos sensibles a nuestros tratamientos inmunoestimuladores. Hay que
recalcar que el tratamiento con aGC no solo no mejora la progresién de la enfermedad, por el contrario, puede
incluso llegar a empeorar el curso de esta, efecto que puede debeerse a una respuesta inmune poco eficiente
0 a un agotamiento del sistema inmune. Por el contrario, el AC11 en ningln momento supone un
empeoramiento del curso de la enfermedad, lo cual indica que nuestro andlogo es mas seguro que el agonista

prototipico.
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4.4. Modelos de metastasis pulmonares

Este modelo tumoral ha sido realizado con las lineas de melanoma B16-F10 y B16-F10-OVA. Aunque no se
puede monitorizar la evolucion de la enfermedad de forma directa o indirecta durante su curso, es un modelo
ampliamente usado por mimetizar un proceso patoldgico de metastasis, creciendo por la superficie de los
pulmones. Este modelo, igual que los procesos de metastasis habitualmente observados en pacientes, es
sensible a una respuesta de tipo citotéxico®?!, ya sea dado porque las NK de los pulmones estimulen la

322

respuesta secretando INFy*?, o a través de una respuesta de los linfocitos T2,

4.4.1. Modelo B16-F10-OVA
Se tratd a los animales con los compuestos estimuladores de las iINKT combinados con OVA. Dado que todos
los animales se eutanasian el mismo dia, se aproveché para realizar un analisis del sistema inmune, pero es
importante tener en cuenta que estamos hablando de efectos a muy largo plazo (24 dias después de la
inoculacidon de los tratamientos). En este experimento se recuperaron el bazo y los ndédulos linfaticos
popliteos. Se tratd a los animales con 250ng de aGC o AC11, dosis que se eligié dados los resultados obtenidos
con los modelos subcutaneos en los que se ha utilizado esta misma linea tumoral (Figura 17). El tratamiento
se realizd a dia -7, para permitir el establecimiento de la memoria inmune y garantizar que los efectos
observados en el modelo son debidos a esta y no a procesos inflamatorios inespecificos. A dia 0 se inoculé 10°
células tumorales por via intravenosa tal y como se ha detallado en el apartado 3.5, y se ha mantenido los
animales estabulados hasta el dia +17, cuando se han eutanasiado y recuperado los pulmones, el bazo y los

nodulos linfaticos popliteos para su analisis.
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Figura 17: Resultados obtenidos en el modelo de metdstasis pulmonar con la linea B16-F10-OVA intravenoso. Se visualizan tanto los
resultados del recuento de tumores en los pulmones (A) como del analisis de citometria de flujo realizado (B-F). Los porcentajes de las
poblaciones se representan con el nimero de células de interés respecto al total de células vivas de la muestra (B, E) o respecto al
total de linfocitos T (C, F). El recuento total de células total se ha interpolado a través de la adiccién de 15.000 beads en cada muestra
(D). N = 5 animales/grupo excepto la aGC = 4. En los andlisis por citometria de flujo se ha excluido una muestra AC11 por problemas
en el marcaje. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Observando el recuento de metastasis (Figura 17 A) todos los tratamientos inmunoestimuladores han
eliminado practicamente todos los tumores. El Unico en el que se han encontrado unos pocos tumores es con
el AC11, pero un nimero irrisorio en comparacion a los controles. Analizando el sistema inmune, en el nédulo
linfatico (Figura 17 B, C) vemos por un lado que la aGC reduce el porcentaje de linfocitos T, efecto que parece
neutralizarse al combinarse con OVA. En cuanto al AC11, vemos que genera un ligero aumento del porcentaje
de linfocitos T, principalmente T CD8* (Figura 17 C). En cuanto al bazo (Figura 17 D-F) se observa que ambos
compuestos aumentan la celularidad de este 6rgano de forma similar, pero mientras que la aGC no varia su
efecto al combinarse con OVA, el AC11 casi duplica el niimero de células al combinarse (1.25X10% células de
media con AC11 respecto a 2.05X108 células de media con AC11+OVA) (Figura 17 D). A pesar de este aumento
en numeros absolutos, vemos que los porcentajes de linfocitos T en el bazo no se ven alterados (Figura 17 E)
pero si la proporcidn de T CD8*, aumentando ligeramente con aGC, y significativamente con AC11, sin

diferencias destacables entre los tratamientos simples o combinados con antigenos tumorales (Figura 17 F).

Estos resultados indican que ambos compuestos son capaces de desarrollar una respuesta antitumoral en este
modelo, siendo a priori el tratamiento mds eficaz la aGC. Pero, mientras que este no modifica su
comportamiento de forma significativa al combinarse con OVA, el AC11 mejora su eficacia y ademas tiene un
aumento de celularidad del bazo sensiblemente mayor en cuanto se combina con el antigeno tumoral. Estas

evidencias junto con la deriva de los linfocitos hacia un fenotipo citotdxico, apuntan que el AC11 es capaz de
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generar una respuesta antitumoral mas especifica, lo cual lo hace un mejor candidato para un tratamiento

antitumoral, especialmente si pensamos en la traslacionalidad a humanos.

4.4.2. Modelo B16-F10
Dados los resultados obtenidos con el modelo intravenoso expresante de OVA, se decidié hacer una nueva
aproximacién. Primeramente, se redujo la dosis de compuestos inmunoestimuladores de 250ng/animal a
100ng/animal, para poder ver diferencias entre el tratamiento simple y administrando antigenos tumorales.
Ademads, con los resultados de los modelos subcutaneos, se decidié usar la linea B16-F10 en lugar de la B16-
F10-OVA, la cual al ser mas agresiva permitird ver aun con mas claridad la diferencia entre los tratamientos.
Al estar trabajando con esta linea celular se optd por proveer los antigenos con células tumorales apoptdticas,
usando el protocolo de induccién de apoptosis comentado anteriormente, con una dosis de radiacién UV. Por
ultimo, en ensayos previos se vio que esta linea tumoral, al tener un crecimiento mas acelerado, de dejarse
17 dias de lapso entre la inoculacién del tumor y la eutanasia, las metastasis aumentan de tamafio hasta el
punto de que se entorpece el recuento, por lo que se establecié como dia de punto final y recuperacion de
drganos el 14 post inoculacién de las células tumorales y se inocularon 0.5*108 células tumorales. En este caso
se recuperaron los pulmones para realizar el contaje y el bazo, los nédulos linfaticos popliteos y el liquido

peritoneal para realizar un analisis del sistema inmune (Figura 18).

Durante la diseccién de los animales, se observé ciertos patrones en los tratamientos. Todos los animales
tratados Unicamente con células apoptodticas presentaban colonias tumorales en el peritoneo y por la

superficie de los rifiones. Lo mismo sucedid con un animal por grupo de tratamientos simples y con un PBS.

Esto posiblemente es consecuencia de la agresividad de la linea B16-F10, lo cual ha posibilitado que esta crezca
en otros tejidos a parte del pulmonar. Solo con esta observacidn ya se puede deducir que los tratamientos
inmunoestimuladores combinados con células apoptoéticas han tenido algun efecto, dado que son los Unicos

tratamientos en los que no se ha encontrado ningun animal con esta patologia.
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Figura 18: Resultados obtenidos en el modelo de metéstasis pulmonar con la linea B16-F10. Se visualizan tanto los resultados del recuento de tumores
en los pulmones (A) como del andlisis de citometria de flujo realizado (B-P). Los porcentajes de las poblaciones se representan con el numero de células
de interés respecto al total de células vivas de la muestra (B-D, G-I, M, P) o respecto al total de su poblacién (K, N, O). La expresion de PD1 o de CD69
estan representados con la intensidad de fluorescencia media o mean fluorescence intensity (J, L). El recuento total de células total se ha interpolado a
través de la adicion de 15.000 beads en cada muestra (E, F). N = 4 animales por grupo en PBS, AC11 y AC11+APOP; N = 5 animales/grupo en PBS+APOP,
aGCy aGC+APOP. En la citometria de flujo se han excluido las muestras que han dado discrepancias no aducibles a los tratamientos. * p<0.05; **p<0.01;

**%*p<0.001.
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Pasando a los resultados cuantitativos (Figura 18), primero se puede observar que el tratamiento con células
apoptoticas tiene un cierto efecto, reduciendo el nimero de metastasis pulmonares de 700 a 400, efecto
similar al tratamiento con aGC. En cuanto al tratamiento con Unicamente AC11, no tuvo ningun efecto en el
numero de metdstasis. Por ultimo, podemos ver claramente como la combinacién de los tratamientos con
células apoptodticas es capaz de eliminar de forma muy eficiente las metastasis tumorales (Figura 18 A). En
cuanto a los analisis por citometria de flujo (Figura 18 B-P) en el nédulo linfatico vemos que con el tratamiento
con aGC aumenta ligeramente el porcentaje de linfocitos B, siendo este aumento mayor cuando se combina
con células apoptédticas, mientras que con el AC11 se reduce, aunque se observa el mismo aumento al
combinarlo con células apoptdticas (Figura 18 B). Los tratamientos inmunoestimuladores reducen la riqueza
de células NK, salvo el tratamiento de AC11 con células apoptéticas, en el cual se revierte este efecto que
observado tanto en el tratamiento simple como en ambos tratamientos con aGC (Figura 18 C). En cuanto a
los linfocitos T, con todos los tratamientos se reduce el nimero relativo de estos de forma muy ligera, efecto
gue se neutraliza en el AC11, pero no en el AC11+APOP (Figura 18 D). En este drgano no se han observado
cambios en los numeros absolutos de ninguna de las poblaciones estudiadas ni en el total de células del mismo

(datos no mostrados).

En el peritoneo (Figura 18 E-G), tanto las células apoptdticas como los tratamientos inmunoestimuladores
aumentan la celularidad de este drgano, sin diferencias significativas entre tratamientos (Figura 18 E). Este
aumento de celularidad correlaciona el aumento de células NK, siendo este consistente con todos los
tratamientos, pero con tendencias ligeramente diferentes en nimeros absolutos (Figura 18 F). Este cambio
de tendencias se puede corroborar cuando se observan los nimeros relativos, en los que podemos ver que
los tratamientos con aGC y AC11 aumentan sensiblemente la concentracion de estas células, sin diferencias

significativas entre tratamientos ni en la combinacion de estos con células apoptéticas (Figura 18 G).

Por ultimo, en el bazo (Figura 18 H-P) observamos los resultados opuestos en cuanto a porcentaje de células
NK. Vemos que con los tratamientos hay una reduccién del porcentaje de estas, y en este drgano si que se
observan ligeras diferencias entre los tratamientos, siendo la reduccién mayor con aGC. En cuanto a la
combinacion de los compuestos con células apoptdticas, con la aGC no tiene casi ningln efecto, mientras que
con el AC11 esta combinacidn hace aumentar ligeramente la poblacion de células NK hasta poder acercarse a
los valores del grupo control (Figura 18 H). En cuanto al agotamiento de los linfocitos T, con los tratamientos
con células apoptéticas, con aGC o con aGC+APOP se observa un aumento del agotamiento similar. En cambio,
el AC11 genera menos agotamiento, aunque la diferencia es relativamente pequefia, efecto notable tanto en
el nimero de linfocitos T PD1* (Figura 18 1) como en intensidad de expresién de PD1 (Figura 18 J) en ambos
tratamientos con AC11. Los tratamientos simples estimulan la expresién de CD69, y al combinarlos con las
células apoptéticas aumenta mas su expresion. El efecto es similar entre ambos compuestos, y se puede

observar tanto en numero de linfocitos T CD69+ (Figura 18 K) como en intensidad de expresion (Figura 18 L).
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Pasando al compartimento mieloide, observamos que tanto la aGC como el AC11 reducen el nimero de
monocitos en el bazo, pero mientras que el primero no se ve afectado por la adicién de células apoptdticas, el
AC11 aumenta la concentracidon de monocitos al combinarlo con una fuente de antigenos tumorales (Figura
18 M). En cuanto al fenotipo de estas células, vemos que los tratamientos simples practicamente no afectan
a la preponderancia de ambos fenotipos, mientras que los tratamientos combinados propician una reduccién
del nimero de monocitos infiltrados o inmaduros (Ly6C*/GR1*) (Figura 18 O) y aumente respectivamente el
de monocitos maduros (Ly6C/GR1) (Figura 18 N). También se observa un efecto en los macréfagos,
reduciendo su numero relativo con ambos compuestos, y este solo tiene tendencia a recuperarse con el

tratamiento AC11+APOP (Figura 18 P).

En resumen, los tratamientos combinados con células apoptéticas tienen mayor efectividad que los
tratamientos simples, por lo que se puede determinar que se ha desarrollado una respuesta inmune especifica
contra el tumor, siendo el tratamiento con una mejoria mas notable el AC11. Pasando al analisis por citometria
de flujo, y teniendo en cuenta que estos anadlisis se estan realizando tras un lapso desde la inoculacién de los
tratamientos realmente largo, podemos observar como los efectos de los compuestos. Se detecta que AC11
tiene un efecto similar o ligeramente mejor en todos los efectos de tipo citotoxico (células NK, maduracién de
los monocitos y linfocitos T) y genera un fenotipo de agotamiento ligeramente menor con una activacion
similar. Pero, los resultados mas relevantes son por una parte que no estimula la respuesta de tipo Th2, lo cual
se puede observar con la falta de estimulacién de los linfocitos B y correlaciona con lo observado en estudios
anteriores?, y por otra parte vemos que la aGC se ve relativamente poco afectado al combinarse con células
apoptodticas, mientras que el AC11, ademas del efecto que se observa en el recuento de tumores, vemos
efectos en las poblaciones del sistema inmune que permanecen 21 dias después del tratamiento. Esto indica
que el efecto de la aGC es agudo, pero no es sostenido en el tiempo, mientras que el AC11 da una respuesta

mas especifica y los efectos de esta se mantienen con el paso del tiempo.
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4.5. Diferencias en la respuesta inmune entre sexos

Los resultados obtenidos en el laboratorio demostraron que la aGC genera una respuesta inmune muy intensa,
pero de tipo ThO. En cambio, algunos de los analogos aminociclitoles testados dan una respuesta dirigida,
como el HS443% y el AC11%%%¢, dando una respuesta de tipo Thl como hemos ido viendo en los modelos
tumorales. Estos efectos se observaron in vitro, con cultivos de hibridomas de iNKT e in vivo tanto con el
analisis de citocinas y quimioquinas séricas como IL-4, INFy o CXCL9 y con la expansién de iNKT, linfocitos T,
linfocitos B y sus fenotipos de activacidén y anergia. También se observé que el AC11 es capaz de expandir las
iNKT humanas, usando PBMCs de un donante sano®. Estos andlisis previamente mentados se realizaron
Unicamente con hembras de la cepa C57 BL6/J, y dadas las evidencias encontradas en los resultados de
diferencias entre sexos y a las evidencias bibliograficas!’, se decidié realizar un ensayo de estimulacién del
sistema inmune con 100ng de ambos compuestos y a dia +4 se recuperd el bazo (Figura 19), el liquido
peritoneal (Figura 20), los nddulos linfaticos popliteos (Figura 21) y la médula ésea (Figura 22) para su analisis.
Se uso este lapso y dosis porque en experimentos realizados con anterioridad se demostré que son las

condiciones con las que ambos compuestos dan una diferencia mds notable®.
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Figura 19: Comparativa de resultados obtenidos en machos y hembras a dia +4 post inoculacidon de compuestos en bazo. Analisis realizados por
citometria de flujo. En colores sélidos se representan los resultados en hembras, y a cuadros los resultados en machos. Los porcentajes de las
poblaciones se representan con el nimero de células de interés respecto al total de células vivas de la muestra (C, D). El recuento total de células
se ha interpolado tras la adicidén de 15.000 beads en cada muestra (A, B). Se muestra un ejemplo del marcaje para visualizar las iNKT en cada sexo
y cada tratamiento en este érgano. Solo se muestran las diferencias estadisticas de las comparativas relevantes. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
N = 3 animales por grupo en PBS y aGC hembras; N = 4 en AC11 hembras N = 6 animales/grupo en machos. Se han excluido las muestras que han

dado discrepancias no aducibles a los tratamientos.

En bazo ambos compuestos han generado un aumento de la celularidad en los dos sexos, a pesar de que la
Unica diferencia significativa se observa entre la aGC y el PBS en machos. En esta misma linea, parece que el
agonista prototipico aumenta mas la celularidad que el AC11 (Figura 19 A). En hembras las iNKT aumentan su
numero total con la inoculacidon de ambos compuestos, mientras que en machos no se han expandido con
ninguno, dando una diferencia entre sexos que llega a ser significativa en el caso de la aGC con el tratamiento
homoélogo en machos (Figura 19 B), diferencia que también se observa al analizar esta misma poblacidn
respecto al total de células del drgano, obteniéndose diferencias significativas entre sexos (Figura 19 C). En
cuanto a las células NK, se puede ver como el Unico tratamiento que tiene algln efecto sobre estas es la aGC

y Unicamente en hembras, aunque sin llegar a obtener significancia estadistica (Figura 19 D).
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Figura 20: Comparativa de resultados obtenidos en machos y hembras a dia +4 post inoculacion de compuestos en liquido peritoneal. Andlisis
realizados por citometria de flujo. En colores sélidos se representan los resultados en hembras, y a cuadros los resultados en machos. Los
porcentajes de las poblaciones se representan con el nimero de células de interés respecto al total de células vivas de la muestra (C-F, H). El
recuento total de células se ha interpolado tras la adicion de 15.000 beads en cada muestra (A, B G). Solo se muestran las diferencias estadisticas
de las comparativas relevantes. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. N = 3 animales por grupo en PBS y aGC hembras; N =4 en AC11 hembras N =6
animales/grupo en machos. Se han excluido las muestras que han dado discrepancias no aducibles a los tratamientos.

Analizando el peritoneo, en hembras ambos compuestos aumentan la celularidad, siendo mayor con AC11. En
machos ninguno de los compuestos ha tenido un efecto significativo (Figura 20 A). Observando las iNKT
absolutas, estas se expanden con ambos compuestos en ambos sexos, siendo el efecto mayor con el AC11
(Figura 20 B). En cambio, porcentualmente han aumentado mas con aGC que con AC11 en ambos casos,
teniendo los dos compuestos un efecto similar (Figura 20 C). Observando el compartimento mieloide, ambos
tratamientos aumentan la proporcidn de monocitos en machos de forma significativa, mientras que en
hembras solo lo consigue el agonista prototipico, aunque el AC11 también aumenta la proporcién de esta
poblacion. Ademas, se observa que la aGC tiene un efecto bastante similar entre sexos, mientras que el AC11
aumenta significativamente mas los monocitos en machos (Figura 20 D), y un efecto similar se puede observar
en los porcentajes de monocitos infiltrados (Figura 20 E) y en la maduracién de estos (Figura 20 F). En cuanto
a las NK, ambos tratamientos aumentan su porcentaje en ambos sexos. En numeros absolutos, ambos
compuestos en hembras tienen un efecto similar, mientras que en machos el AC11 tiene un efecto mas
potente (Figura 20 G). Pasando a los porcentajes, tienen un efecto similar en cada sexo, aumentando ambos
las NK, pero siendo ligeramente mas efectivo el agonista prototipico. Entre sexos, aunque no se ve una
diferencia significativa, se intuye que en machos aumenta mas la proporcidn de esta poblacidn, similar a la

observacién en valores absolutos (Figura 20 H).
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Figura 21: Comparativa de resultados obtenidos en machos y hembras a dia +4 post inoculacion de compuestos en nédulos linfaticos popliteos.
Analisis realizados por citometria de flujo. En colores sdlidos se representan los resultados en hembras, y a cuadros los resultados en machos. Los
porcentajes de las poblaciones se representan con el nimero de células de interés respecto al total de células vivas de la muestra (C-E). El recuento
total de células se hainterpolado tras la adicién de 15.000 beads en cada muestra (A, B). La expresion de CXCR5 esta representada con la intensidad
de fluorescencia media o mean fluorescence intensity (F, G). Solo se muestran las diferencias estadisticas de las comparativas relevantes. * p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001. N =3 animales por grupo en PBS y aGC hembras; N =4 en AC11 hembras N = 6 animales/grupo en machos. Se han excluido
las muestras que han dado discrepancias no aducibles a los tratamientos.

Pasando a los resultados obtenidos de los nédulos linfaticos popliteos, no muestran cambios significativos en
el nimero de células ni hay diferencias significativas entre sexos. A pesar de eso, es detectable una tendencia
con el AC11 a aumentar la celularidad Unicamente en hembras (Figura 21 A). En cuanto a los linfocitos T CD8*
en numeros absolutos siguen la misma tendencia que la observada en la celularidad (Figura 21 B), pero en
cambio vemos que los linfocitos T doble negativos en hembras apenas modifican su proporcién, pero en
machos se expanden de forma significativa con AC11, pasando de alrededor de un 2% a un 3.1% con aGCy
llegando a cerca del 4% con AC11 (Figura 21 C). En cuanto a las iNKT, en hembras aumentan su proporcién
con ambos compuestos, siendo este sensiblemente mayor con AC11, obteniendo un 5.78% frente al 3.80% de
la aGC y el 2.38% del PBS. En machos, por el contrario, no hay ningin efecto de los tratamientos en esta
poblacién, y los controles tienen valores similares a los de las hembras (Figura 21 D). fijdndonos en los Th17,
en hembras no se afectan significativamente, aunque hay una tendencia a reducir su proporcién con los
tratamientos, siendo el mds acusado el AC11. Por el contrario, en machos se puede ver como el AC11 no tiene
ningun efecto, mientras que la aGC ha reducido sensiblemente su proporcion (Figura 21 E). Por ultimo, en
cuanto a activacion de los linfocitos, vemos que en machos los TCD8* tienen una mayor expresion de CXCRS5,
la cual no se ve afectada por ningun tratamiento (Figura 21 F), mientras que en los T CD4* en hembras tampoco
se ve ningun efecto resefiable, pero en machos se puede observar como con aGC hay una ligera reduccién de

la expresidon de CXCR5, y con AC11 aumenta esta misma (Figura 21 G).
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Figura 22: Comparativa de resultados obtenidos en machos y hembras a dia +4 post inoculaciéon de compuestos en médula ésea. Analisis
realizados por citometria de flujo. En colores sélidos se representan los resultados en hembras, y a cuadros los resultados en machos. Los
porcentajes de las poblaciones se representan con el nimero de células de interés respecto al total de células vivas de la muestra (B, E-H). El
recuento total de células se ha interpolado afiadiendo 15.000 beads en cada muestra (A, C, D). Solo se muestran las diferencias estadisticas de
las comparativas relevantes. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. N = 3 animales por grupo en PBS y aGC hembras; N = 4 en AC11 hembras N = 6

animales/grupo en machos. Se han excluido las muestras que han dado discrepancias no aducibles a los tratamientos.

Centrandonos en los resultados de la médula dsea, en el recuento de células total se observa un patrén similar
en ambos sexos: los animales tratando con aGC tienen una celularidad menor y los tratados con AC11 un poco
mayor, sin llegar en ningun caso a diferencias estadisticas significativas (Figura 22 A). Fijandonos en las iNKT,
el AC11 no ha tenido ningun efecto en ambos sexos, mientras que la aGC ha aumentado notablemente el
porcentaje de estas, llegando a triplicar su porcentaje en hembras (Figura 22 B). Pero, en valores absolutos no
ha habido ningin cambio significativo con los tratamientos (Figura 22 C). En cuanto a los linfocitos T, en
numeros absolutos ambos tratamientos aumentan ligeramente este valor en ambos sexos (Figura 22 D), pero
si se ponen en relacién a las células del drgano, presentan el mismo patrén que las iNKT (Figura 22 E), el cual
se replica en los monocitos (Figura 22 F) y los macréfagos (Figura 22 H). Ademas, tanto con los linfocitos T
como con los macrofagos se ha obtenido diferencias de efectos entre sexos con la aGC, aumentando la
preponderancia de las poblaciones en hembras (Figura 22 E, H). Por ultimo, vemos que dentro de los
monocitos el fenotipo no se ve alterado en hembras, pero en machos los tratamientos modifican la
maduracién de estos, mostrando el AC11 un ligero aumento de esta, el cual es mucho mas acusado con aGC

(Figura 22 G).

En resumen, de estos datos se puede extraer que la respuesta a ambos compuestos es claramente diferente
entre sexos. En machos con ambos compuestos se observa una menor expansion de las iNKT en bazo; en
peritoneo se observa una expansién mayor de monocitos y NK; en nédulos linfaticos popliteos se observa una

expresion mayor de CXCR5 en los linfocitos T CD8*; y en médula dsea se observa una mayor expansion de
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células en general. Esto por si solo ya indica que el sexo es relevante en la estimulacién de las iNKT, pero
ademas cada compuesto tiene un comportamiento distinto. En bazo, la aGC expande mucho mas las iNKT que
el AC11 en hembras, mientras que en machos practicamente no tiene efecto en dicha poblacién. También se
puede ver como Unicamente la aGC aumenta la proporcion de células NK en hembras, mientras que en machos
no modifica su porcentaje. En el peritoneo, el AC11 aumenta la celularidad en ambos sexos, mientras que la
aGC la aumenta en machos, pero la reduce en hembras. En cuanto a las iNKT de dicho compartimento ambos
las expanden y en proporciones similares, siendo el efecto del agonista prototipico ligeramente mayor.
También se observa una mayor expansidn de NK y monocitos en machos con ambos compuestos, sin
diferencias entre ellos. En los nddulos linfaticos popliteos ambos compuestos son incapaces de aumentar las
iNKT en machos, mientras que en hembras las expanden, siendo el mas efectivo el AC11. Por ultimo, en médula
Osea se observa que solo la aGC expande las iNKT, los linfocitos T, los monocitos y los macréfagos, siendo este

efecto mayor en hembras, y aumenta la maduracion de los monocitos en machos.

Estos resultados pueden ser la explicacion de porque nuestros compuestos funcionan mejor en hembras, en
especial el AC11. Los datos mostrados con este experimento indican que las células que son responsables de
la actuacién con nuestros compuestos, las iNKT, en machos solo se ven estimuladas en el lugar de inoculacién,
en el cual se ve una expansién similar a la de las hembras. En los otros compartimentos, nuestro analogo no
estimula las iNKT, y el agonista prototipico tiene un efecto menor. Esto no implica que no haya ninguna
respuesta en machos, porque como se muestra en los resultados obtenidos, las células del compartimento
mieloide como las NK o los monocitos se ven expandidas. Este efecto probablemente sea dado por la reducida
capacidad de las iNKT de activar una respuesta citotdxica por la falta de estrégenos?’, pero sin afectar a otras

vias de actuacion.
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4.6. Ensayo con andlogos glucosilados del a-S-galactosilceramida

Durante la elaboracién de esta tesis, se nos proporciond unos andlogos glicosilados del a-S-galactosilceramida
descritos por Zhang?®’, los cuales se produjeron con el mismo objetivo que los andlogos aminociclitoles,
generar una respuesta de las iNKT dirigida hacia una actividad especifica y efectiva. Estos andlogos,
denominados XZ, derivan de un compuesto que genera una respuesta de tipo Th22%, y que a priori tiene una
mejor interaccién al presentarse a las iINKT 24285 La principal problematica del estudio de este compuesto es
la falta de respuesta por las iNKT murinas 24286 hecho que dificulta enormemente el obtener datos de estos
compuestos para poder desarrollar tratamientos que en un futuro puedan acabar ayudando a pacientes. Por
este motivo, en el grupo que desarrolld dichos compuestos testaron su actividad frente a iINKT expandidas de
sangre humana en cultivo con lineas tumorales de Hela que expresan CD1d para garantizar la presentacion
del compuesto. En estos ensayos vieron que los denominados XZ7 y XZ11 eran capaces de estimular las iNKT,
aungue con concentraciones 100 veces mayores que el agonista prototipico solo obtenian aproximadamente
un 30% de degranulacion de las iNKT (determinado por la expresion de CD107a), mientras que la aGC obtenia
valores del 80%. A pesar de dar una estimulacion mucho menos intensa, si que demostraron ser especificos,
generando una respuesta de IFNy el XZ7 y de IL-4 el XZ112%, Por este motivo, decidimos realizar un ensayo
para ver la actividad generada en ratones inoculando intraperitonealmente 500ng (Figura 23) o 2ug (Figura

24) de estos compuestos y analizando las poblaciones del sistema inmune de bazo y peritoneo a dia +4.
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Figura 23: Analisis de las poblaciones del sistema inmune con los andlogos XZ a 500ng/animal a dia +4. Analisis realizados por citometria
de flujo. Los porcentajes de las poblaciones se representan con el nimero de células de interés respecto el total de células vivas. *
p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. N = 3 animales por tratamiento. Se han excluido las muestras que han dado discrepancias no aducibles
a los tratamientos.

Analizando la respuesta inmune a 500ng (Figura 23) tanto el a-S-galactosilceramida (en los graficos rotulado
como “S”) como los compuestos XZ7 a 10 no generan ninguna respuesta relevante en ninguno de los dos
drganos a nivel de linfocitos T, B o iNKT, mientras que el XZ11 es capaz de estimular de forma significativa las
iNKT en el bazo, y en el peritoneo también aumentan ligeramente, sin llegar a ser significativo (Figura 23 A-C,
E-G). En cuanto a las NK, el X211 aumenta su nimero relativo en el lugar de administracién, y el XZ8 también
parece estimular esta poblacién en peritoneo (Figura 23 H), mientras que en el bazo no se ven afectadas
(Figura 23 D). Por ultimo, se hizo un andlisis del compartimiento mieloide, en el que se detectd que el X211
estimula los monocitos inflamatorios tanto en bazo (Figura 23 1) como en peritoneo (Figura 23 J), aunque no
se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. En este ultimo analisis otro compuesto que parece
tener un efecto relevante es el XZ7, pero Unicamente en el bazo y nuevamente sin obtener diferencias

significativas.
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Figura 24: Analisis de las poblaciones del sistema inmune con los analogos XZ a 2pug/animal a dia +4. Andlisis realizados por citometria
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Dados los resultados obtenidos en el experimento de 500ng, se testd la actividad de estos compuestos a una
concentraciéon 4 veces mayor, para corroborar la actividad de los compuestos que demostraron tener efecto
a dosis menores y para ver si algin otro compuesto tiene efecto sobre la actividad de las iNKT murinas (Figura
24). En el compartimento linfoide, el X211 ha tenido efectos mas significativos en las iNKT tanto en bazo como
en peritoneo, aumentando su porcentaje en ambos casos de forma clara (Figura 24 B, F). También vemos una
reduccidn significativa de la preponderancia de linfocitos T en bazo con el XZ11 (Figura 24 A), aunque en
peritoneo no llega a darse un cambio tan drastico con ninguno de los compuestos (Figura 24 E). Fijandonos en
la respuesta humoral, los XZ9, 10y 11 aumentan ligeramente el porcentaje de linfocitos B en bazo, aunque sin
llegar a ser un aumento significativo (Figura 24 C). Por el contrario, en peritoneo los compuestos XZ9 y 10 no
tienen ningun efecto sobre los linfocitos B, mientras que el XZ11 reduce ligeramente esta poblacidn, sin llegar

a obtenerse diferencias estadisticamente significativas (Figura 24 G). Pasando ahora a las NK, podemos ver
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como el compuesto XZ11 en bazo reduce ligeramente la preponderancia de esta poblacidn, obteniéndose
diferencias significativas Unicamente con el grupo que obtuvo valores mas altos de estas células (Figura 24 D).
En cambio, en peritoneo vemos un aumento de estas células muy importante, pasando del 2.49% al 21.05%

de media, siendo este el Unico compuesto que aumenta de forma significativa esta poblacidn (Figura 24 H).

En cuanto al compartimiento mieloide (Figura 24 I-N), en bazo hay efectos relevantes mas alla de un ligero
aumento de los macréfagos con el XZ11 (Figura 24 J), mientras que los monocitos y los neutréfilos se
mantienen en rangos similares con todos los compuestos (Figura 24 I, K). A pesar de esto, en peritoneo
observamos un claro aumento de los monocitos inflamatorios (Figura 24 L), una reduccién de los macroéfagos

gue no llega a ser significativa (Figura 24 M) y un aumento de los neutréfilos (Figura 24 N).

De estos resultados se extrae que el Unico compuesto de esta bateria de analogos del a-S-galactosilceramida
gue tiene actividad sobre las iNKT murinas es el XZ11, y esta actividad esta derivada hacia una respuesta tipo
Th2, como la reportada en iNKT humanas en cultivo. Los demds compuestos, no han desarrollado ninguna
respuesta significativa, ni a 500ng ni a 2ug. Por lo que el Unico compuesto que podria ser candidato a usarse
en modelos de enfermedades animales seria el XZ11, pero dado que la respuesta frente a este compuesto es
de tipo humoral, no seria una respuesta eficiente frente a los modelos animales tumorales usados en los
experimentos con el compuesto AC11. Ademas, remarcar que se ha trabajado con dosis mucho mas elevadas
que las utilizadas con nuestros compuestos, en el caso de los andlisis andlogos a los mostrados en estos

experimentos serian 5 o 20 veces mayores las utilizadas con los analogos XZ.
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5. Discusion

En la actualidad, existe una problematica a nivel social derivada de las patologias oncoldgicas, debido a su alta
morbilidad y a la letalidad de estas. Esta situacién ha causado que durante mucho tiempo el trabajo de diversos
grupos de investigacidn se haya enfocado en conocer mejor esta enfermedad y asi ser capaces de desarrollar
un tratamiento contra la misma. Pero, con el paso de los afios, la comunidad cientifica ha comprendido que lo
gue conocemos como “cancer” engloba un grupo muy amplio de enfermedades caracterizadas Unicamente
por un crecimiento celular que no puede ser controlado de forma natural, pero esta masa evita su eliminacién
por parte del sistema inmune a través de mecanismos muy diversos. El problema reside precisamente en este
ultimo factor, el cual propicia que dos patologias clinicamente iguales evadan el sistema inmune de formas
completamente independientes. Debido a estas caracteristicas, nunca se ha conseguido desarrollar un
tratamiento especifico contra las células causantes de la enfermedad, motivo por el cual los tratamientos
clasicos se dirigen hacia actividades genéricas de las células tumorales como generar una citotoxicidad contra
las células que se dividen activamente (quimioterapia) o directamente intentando dafiar o eliminar la masa de
células (radioterapia o cirugia). Este tipo de tratamientos tienen como inconvenientes tanto los graves efectos
secundarios (como son alopecia, disfunciones digestivas, anemia, inmunodepresion, hemorragias,
hepatotoxicidad e incluso trastornos cognitivos entre otros) como una efectividad limitada, dado que son
muchos los casos en los que no son capaces de erradicar las células malignas. Basicamente todos los tejidos
con una alta tasa de recambio (como son mucosas, epitelios, capilar y los hematopoyéticos) y los tejidos
encargados de la eliminacion de farmacos en sangre (hepatico y renal) se ven altamente afectados por estos

tratamientos.

Por todas estas razones comentadas, diversos investigadores han centrado su trabajo en intentar desarrollar
tratamientos inmunoestimuladores para que el sistema inmune del paciente pueda eliminar la propia masa
tumoral, desarrollando tratamientos que intentan evitar la evasion del sistema inmune por parte del tumory

tratamientos que intentan estimular directamente la actividad del sistema inmune3?*,

Dentro de los
tratamientos inmunoestimuladores, las iINKT han cobrado relevancia debido a que pueden estimular un amplio
abanico de respuestas del sistema inmune de forma rapida y eficiente, lo cual las ha postulado como dianas
para los tratmientos antitumorales. Ademas, que esta poblacidn responda frente a glicolipidos es otro factor
interesante dado que al no estar estos sometidos a tanta presidn selectiva en la poblacidn tumoral, existe la

posibilidad que las células malignas presenten variaciones en este tipo de antigenos los cuales puedan ser

reconocidos por las iNKT tras ser activadas.
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Estos factores proponen a las iNKT como unas buenas candidatas para desarrollar una respuesta inmune
frente a diversas patologias, pero su bajo numero y el poco conocimiento que tenemos sobre las mismas
siempre ha dificultado la investigacidon sobre este tipo de tratamientos. Aun con todo, con el agonista
prototipico usado para estimular esta poblacién, la aGC, ya se pudo determinar el potencial de estas células
para terapias inmunoestimuladoras en modelos animales!#4241-243,245-238  parg ensayos posteriores con el
mismo revelaron que el principal problema de este compuesto es la estimulacién de todas las respuestas de
las iNKT, generando una respuesta de tipo Th0%4. Por este motivo, diversos grupos de investigacion, entre los
cuales estd el nuestro, han intentado a lo largo de los afios desarrollar tratamientos que puedan estimular a
esta poblacién a desarrollar la respuesta deseada. En esta linea, se desarrollaron los andlogos aminociclitoles
de la aGC, en entre los cuales destacaron el HS443% y el AC11' entre otros, los cuales demostraron ser capaces
de estimular una respuesta de tipo Th1 por parte de las iINKT!. Obtenidos estos resultados, se comprobd que
AC11 fuese capaz de estimular las iNKT humanas, se estudié con mas detalle la respuesta inmune generada
por este compuesto y su diferencia con la aGC, demostrandose su actividad en algunos modelos tumorales.
Con toda esta informacidn previa, los estudios realizados en el presente documento se han focalizado en la
evaluacion del AC11 como tratamiento inmunoestimulador en un contexto similar al hallado al administrarlo
a pacientes humanos y al estudio de su respuesta generada, haciendo especial énfasis en las diferencias de
respuesta entre sexos dadas las caracteristicas de este tratamiento, y se ha intentado corroborar si la

respuesta generada por nuestro compuesto es especifica contra antigenos tumorales.

5.1. AC11 es capaz de estimular una respuesta antitumoral especifica

Como se puede observar en todos los modelos animales usados, la combinacidn de nuestro compuesto con
antigenos tumorales mejora sustancialmente la efectividad del tratamiento inmunoestimulador tanto en los
modelos de crecimiento tumoral como en los modelos de metdstasis pulmonar. Este efecto se observa en
ambos sexos en todos los modelos, con la Unica excepcidn del EG-7 en machos. El haber obtenido el mismo
resultado en modelos tan diferentes conceptualmente es motivo para poder asegurar que este no es debido
a un efecto estocdstico, si no que se trata de una actividad que consistentemente es capaz de generar nuestro
analogo combinado con antigenos tumorales, permitiendo al sistema inmune del animal controlar un tumor
relativamente avanzado o incluso puede llegar a eliminar completamente el tumor, como se hace patente en

el modelo de tumor intraperitoneal RMA.

Pese a que los resultados obtenidos son o similares o ligeramente peores que los obtenidos con el agonista
prototipico, la tendencia de estos resultados es esperanzadora, debido a que AC11 es un compuesto que

genera menor agotamiento que la aGC y no da las complicaciones que se pueden observar con el mismo?.
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Esto demuestra que es un gran candidato para combinarse con tratamientos clasicos para dar una respuesta
antitumoral especifica, pudiendo controlar el crecimiento tumoral y, en caso de conseguir eliminar el mismo,

obtener una memoria inmunolégica de forma que se pueda prevenir la aparicidon de un tumor secundario.

5.2. El potencial de AC11 como tratamiento a largo plazo

Tal y como se ha ido detallando en diversas ocasiones a lo largo de este documento, uno de los principales
problemas de la aGC radica en el hecho que al estimular las iNKT de forma tan potente, genera una respuesta
de tipo Th0%*, la cual no es eficiente a largo plazo y ademas provoca un estado de anergia funcional en las
iNKT?%¢, Estos dos factores son los principales responsables de las limitaciones terapéuticas de este
compuesto, hecho que ha llevado, entre otras lineas de investigacion, al desarrollo de diversos compuestos

analogos al aGC que sean capaces de evitar esta problematica, sintéticos o hallados en otros organismos®7¢120-

122,273,274,279,283,298,302,304-306

En esta linea, AC11 ha demostrado en estudios anteriores ser capaz de desarrollar una respuesta antitumoral,
desarrollar citotoxicidad contra células tumorales e inducir un nivel de anergia mucho menor?'. Asimismo, en
los estudios realizados en este documento ha demostrado ser capaz de desarrollar una respuesta inmune
especifica y eficiente. Ademads, en los andlisis de los modelos de metastasis pulmonares se observa que el
efecto de nuestro tratamiento se sostiene a lo largo del tiempo, pudiendo llegarse a detectar hasta tres
semanas después de su inoculacion. La combinacién de estos resultados hace de AC11 un gran candidato para
desarrollar tratamientos a largo plazo, ya que la generacién de una respuesta inmune especifica y duradera
conllevarian a un tratamiento mas efectivo que no la inmunoestimulacidn inicial por si sola, y el menor grado
de anergia funcional permitirian por un lado una mejor actuacién de las iNKT y por otro el que estas puedan
volver a ser estimuladas en un lapso mas corto, en caso de ser necesario. Con estas evidencias se puede
concluir que AC11 es un candidato para tratamientos a largo plazo tanto por la actividad antigeno especifica

como por la posibilidad de dar repetidas estimulaciones sin que estas pierdan excesiva eficacia.

5.3.  AC11 es capaz de controlar el crecimiento tumoral en estadios avanzados de la

enfermedad

Otra diferencia resefiable entre la actividad del agonista prototipico y nuestro analogo se puede visualizar en

la cinética de crecimiento de los tumores al tratar a los animales con los distintos compuestos. Por un lado, la
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aGC tiene una accidn muy aguda, pero si esta actividad no es capaz de eliminar la colonia maligna, en cuanto
finaliza este lapso de inflamacién aguda, el tumor tiene una cinética de crecimiento similar a la observada con
los animales sin tratar, como deduce incluso en los modelos en que este tratamiento ha aumentado
claramente la supervivencia de los animales. Esta afirmacion se extrae de que en la mayoria de modelos los
efectos del tratamiento con aGC es desplazar la curva del crecimiento tumoral hacia la derecha, pero no varia

la forma en que este crece por norma general.

En contraposicidn, AC11 ha demostrado ser capaz de generar una respuesta inmune sostenida a lo largo del
tiempo. Esta afirmacion se sustenta en el hecho que al combinarse con antigenos tumorales (ya sean antigenos
expresados en la linea tumoral como el OVA o células tumorales apoptéticas) no tiene como Unico efecto el
retraso en el inicio del crecimiento del tumor, ademas se puede observar como el tratamiento varia la cinética
de crecimiento del mismo, viéndose como un tumor que con los demas tratamientos llega rapidamente al
punto final, con AC11 + antigenos tumorales se mantiene con un crecimiento ralentizado hasta un punto muy

avanzado (efecto observable principalmente en los modelos subcutaneos).

Este resultado lleva a la conclusion que la respuesta desarrollada tras el tratamiento con AC11 al combinarse
con antigenos tumorales no solo es bastante eficiente, también es especifica contra las células tumorales,
motivo por el cual, a parte del estallido de actividad en el momento de inoculacién del tratamiento, tenemos
un efecto sostenido a lo largo del tiempo, motivo por el cual se pueden ver efectos del mismo semanas

después del tratamiento.

5.4. Larespuesta generada por AC11 a través de las iNKT es de tipo Thl

Ya se tenian evidencias previas de esta actividad al haber analizado la secrecién de citocinas después del
tratamiento con nuestro compuesto in vitro®% e in vivo'. Pero, a estos resultados le podemos sumar el hecho
de que AC11 por si solo no ha sido efectivo en machos en ninguno de los modelos. Este hecho, combinado con
el que en los ratones C57 BL/6 J la respuesta de IFNy mediada por las iNKT es dependiente de estrégenos?’
(hormona practicamente ausente en los machos de esta cepa murina), es una prueba mas que la respuesta
inducida tras la estimulacién de las iNKT es de tipo Thl mediante IFNy. Otra observacion de efectos
diferenciales entre machos y hembras que respalda dicha teoria se encuentra en como AC11 por si solo es
capaz de generar una respuesta en hembras en los modelos RMA, B16-F10-OVA subcuténeo e intravenoso y
B16-F10 subcutdneo, mientras que en machos el tratamiento sin combinar con antigenos tumorales ha sido

muy poco efectivo, con la excepcién del modelo RMA, en el cual el tratamiento es inoculado en la misma
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cavidad en la que crece el tumor donde la activacion de las iNKT puede tener un efecto relevante

independiente de IFNy.

Por contra, la aGC por si solo ha demostrado tener efecto en machos en el modelo RMA y en el EG-7, aunque
en ningun caso llega a ser significativo. Visto esto, también hay que recalcar otra diferencia entre la actuacion
de ambos compuestos, viéndose como el agonista prototipico al combinarse con los diversos antigenos
tumorales mejora su eficacia de forma similar en ambos sexos, mientras que AC11 mejora sustancialmente
mas su efecto en hembras, mientras que en machos o no mejora su eficacia (como en el caso de los modelos
RMA y ambos modelos en los que se combina los tratamientos con antigeno liofilizado) o mejoran en menor
medida la eficacia del tratamiento (en los modelos combinados con células apoptdticas). Una posible
explicacion de esta efectividad de la aGC en machos al combinarse con antigenos tumorales puede venir dada
precisamente por esta falta de respuesta Thl a través de IFNy. Al estar ausente dicha actividad, también se
evitan los mecanismos de inactivacidn de la respuesta Th2, mecanismos que son en parte responsables de la
respuesta ThO observada con el agonista prototipico para estimular las iNKT?%*, Esta combinacion de factores
puede permitir establecer una respuesta de tipo Th2 eficiente que, a pesar de no ser la respuesta adecuada
para combatir el crecimiento de tumores sélidos, si que es posible que pueda afectar a los mismos con la
generacion de anticuerpos especificos contra estos. En cambio, en el modelo RMA, como el tumor se genera
en el lugar de la inmunoestimulacidon y ademas es un tumor en suspension, podemos observar como en
machos incluso el tratamiento con aGC por si solo ya tiene un efecto, siendo el Unico modelo en el que se

puede ver una actividad antitumoral de la aGC por si solo a parte de los modelos intravenosos.

5.5. AC11 es capaz de generar respuesta citotéxica con una respuesta reducida a IFNy

Con los resultados obtenidos, se denota que tanto cuantificando las poblaciones linfocitarias a dia +4 post
tratamiento como en los ensayos de respuesta antitumoral, AC11 ha demostrado tener actividad en ambos
sexos. Hemos podido comprobar cémo se estimulan las iNKT en el lugar de inoculacién de inoculacién tanto
en machos como en hembras, y en dicho compartimento podemos observar actividad en ambos sexos. Pero,
al analizar otros 6rganos del sistema inmune, vemos que la actividad de AC11 en machos es practicamente

inexistente, hecho que correlaciona con la disminucién de la efectividad de nuestro andlogo en machos.

Analizando la respuesta en machos, nuestros datos indican que se da principalmente a la activacion de
monocitos y células NK, las cuales se ven estimuladas Unicamente en el lugar de inoculacidn, el peritoneo. Esto
correlaciona con la observacién que AC11l en machos solo tiene efecto sin combinarse con antigenos

tumorales en el modelo de tumor intraperitoneal. Dicha actividad parece darse a pesar de la respuesta
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reducida a IFNy en machos, hecho que correlaciona con la evidencia hallada tras la depleciéon de las células
NK, la cual implica una pérdida total de la actividad citotdxica del agonista prototipico, pero solo una pérdida
parcial de la actividad de AC11%. De esto se deduce que la actividad de nuestro agonista puede ser a través de
otras vias que no impliquen la estimulacidn de células NK, motivo por el cual se sigue observando actividad en

machos

5.6. El dimorfismo sexual es relevante en el estudio de la respuesta inmune

Durante mucho tiempo, los estudios de inmunoestimulacién in vivo publicados han sido realizados en
hembras, aunque generalmente el sexo en el que se realizan los ensayos no era mas que un apunte en el
apartado de material y métodos en caso de que los autores lo quisieran hacer constar. Pero, de un tiempo a
esta parte se ha demostrado la importancia de dicho factor, el cual ha resultado ser muy relevante tal y como
se ha demostrado tanto en la bibliografia como en el presente estudio. En el caso de nuestros ensayos, este
factor ha demostrado ser relevante ya que la respuesta desarrollada después de la estimulacién de las iNKT
es significativamente distinta dependiendo del sexo'’, e incluso la proporcidn relativa de esta poblacién se ha

visto que varia dependiendo del sexo en humanos3® .

Este dimorfismo también es detectable en las células que efectuaran la respuesta sucesiva a las iNKT. Se ha
observado que frente a infecciones viricas como HCMV y SARS-CoV-2, los machos desarrollan una patologia

mas severa3?63%’

, a pesar de que presentan un mayor numero de células NK. Este fendmeno puede ser debido
a que las NK de machos desarrollan una respuesta disminuida a IFNy por una regulacién epigenética a través
de UTX, gen ubicado en el cromosoma X que evade la inactivacion aleatoria de uno de los cromosomas X en

328 y |a expresion del cual estd ligada

hembras para que ambos sexos tengan la misma dotacién cromosdmica
a la sensibilidad de las células NK a IFNy. Al tener una doble expresion de este gen, las hembras cuentan con
unas células NK hipersensibles a esta citoquina, por lo que son capaces de desarrollar una respuesta mas
efectiva frente a infecciones al desarrollar una respuesta de tipo Th13?°, Solo con estos datos ya se infiere que
en la respuesta desarrollada por las iNKT el sexo puede ser un factor relevante dado que parte de su actividad
se da mediante la liberacién de IFNy. Esta actividad se puede ver afectada por la produccidn de IFNyY, por la

proporcidn de las iINKT32, por la sensibilidad de las demds células implicadas en la respuesta generada a las

citoquinas producidas por las iNKT3** o por una combinacién de todas estas diferencias.

En el caso de nuestro estudio, no hemos analizado las citoquinas secretadas después de la estimulacién de las
iNKT, pero se han analizado las poblaciones mayoritarias del sistema inmune. En dicho analisis, hemos podido

observar el dimorfismo sexual de las iNKT, siendo una poblacién mas preponderante en hembras en el bazo y
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gue tras su estimulacidn tanto con el agonista prototipico como con AC11, estas aumentan su proporcidn en
hembras mientras que no se modifican practicamente sus porcentajes en machos. También hemos podido
observar un mayor nimero de células NK y monocitos en machos después de la estimulacion de las iNKT,
efecto que solo se observa en el peritoneo. Ambas observaciones correlacionan perfectamente con los

hallazgos observados por otros autores previamente comentados.

Debido a que compuesto AC11 estimula las iNKT a desarrollar una respuesta de tipo Thl, este tiene una
actividad muy reducida en machos. La comprension de este punto es de vital importancia tanto para
comprender los resultados obtenidos en estos ensayos, como para la traslacionalidad de los mismos en
humanos. En este caso no es un factor especialmente problematico en el apartado de la traslacionalidad, dado
gue en humanos ambos sexos producen una cantidad suficiente de estradiol como para que se den los
procesos de estimulacién de las iNKT de tipo Th1l mediados por IFNy (al contrario de lo observado en los
ratones C57 BL/6 J), pero aun asi es un factor que a tener en cuenta en caso de usar este compuesto en
humanos. A pesar de esto, si nuestro compuesto llega a ser administrado a humanos, seria relevante analizar
los niveles de estradiol del paciente, y en caso de que este tuviese unos niveles bajos de dicha hormona,
considerar el complementar el tratamiento inmunoestimulador con un tratamiento hormonal para que el

primero fuese efectivo u optar por otros tratamientos que no viesen su eficacia ligada a esta.

5.7. Diferencias en los modelos de melanoma B16-F10

Tal y como se comenta en el apartado 3.1, entre las lineas tumorales murinas utilizadas en nuestros estudios
se encuentran linea celular B16-F10 y una linea transfectada derivada que expresa OVA (B16-F10-OVA).
Debido a que la segunda linea deriva de la primera y Unicamente se seleccioné las células que incorporaron el
gen de OVA, ambas deberian tener un comportamiento similar tanto en cultivo como en el desarrollo de la
enfermedad. Durante la realizacién de los experimentos se detectd que en cultivo tenian unas dindmicas de
crecimiento claramente distintas (presentando la linea B16-F10-OVA un crecimiento sensiblemente mas lento
que su linea parental), lo cual nos hizo sospechar que en animales con alta probabilidad presentan un
comportamiento similar, esperandose un crecimiento mas lento por parte de los tumores inducidos con la
linea B16-F10-OVA. Para corroborar dicha hipétesis, se realizé un andlisis de la induccién de la enfermedad
con ambas lineas celulares, inoculando 500.000 células/animal utilizando los animales control a los que se

habia inducido el crecimiento de un tumor con cada una de las lineas (Figura 25).
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Figura 25: Comparativa de crecimiento de los modelos tumorales B16-F10 y B16-F10-OVA. Se muestra el pull de resultados de los
grupos control de cada modelo, juntando los animales de los modelos B16-F10-OVA y B16-F10-OVA con células apoptoticas. Los datos
del grafico A muestran el volumen del tumor, con media *SEM. El grafico B representa el porcentaje de animales que no han llegado
al punto final cada dia que se ha realizado el seguimiento. Datos extraidos de dos experimentos independientes de B16-F10 machos y
de B16-F10 hembras; cuatro experimentos independientes de B16-F10-OVA machos; y cinco experimentos independientes de B16-
F10-OVA hembras. Solo se muestran las diferencias estadisticas relevantes. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. N B16-
F10 machos=9, B16-F10-OVA machos=18, N B16-F10 hembras=10, N B16-F10-OVA hembras=21.

Tal y como se podia sospechar de las observaciones realizadas in vitro, los modelos B16 y B16-OVA tienen una
dinamica de crecimiento diferente, teniendo el modelo transfectado una curva de crecimiento desplazada
hacia la derecha, lo cual correlaciona con la observacidon realizada anteriormente in vitro. Ademas, esta
comparativa también revela una diferencia notable en cdmo reaccionan frente a este tumor los diferentes
sexos. Como se puede observar, donde se ve mas diferencias entre ambos es en el modelo B16-F10, en el cual
las hembras llegan al punto final significativamente antes que los machos, mientras que con el modelo que
expresa OVA las diferencias no son significativas ni en el volumen (Figura 25 A) ni en la supervivencia (Figura
25 B) entre sexos. Con esto, se puede especular que la diferencia de comportamiento del tumor entre sexos
puede venir determinada por la velocidad de crecimiento, siendo los mas rdpidos los que muestran una
diferencia mayor entre sexos (controlados ligeramente mejor por los machos), mientras que los que crecen
con una cinética mds lenta son controlados de forma similar por ambos sexos. Esta hipdtesis se ve respaldada
tanto por el hecho de que el B16 difiere mucho entre los sexos mientras que los OVA no; como en que la
mayor diferencia entre el modelo con y sin OVA sea precisamente en las hembras, sexo en el que el modelo
B16 crece de forma mas agresiva. La diferencia en la respuesta frente a los tumores puede ser consecuencia
de los perfiles de respuesta predominante que muestran cada sexo. Se ha reportado que en de cancer
colorrectal las hembras presentan una mayor infiltracion de T CD8" y CD4*, mientras que en los machos hay
un mayor incremento de citoquinas inflamatorias3°. De estos resultados se extrae a su vez que el modelo
ideal para hacer una comparativa de la respuesta antitumoral mediada por nuestro compuesto entre ambos
sexos es el B16-OVA, dado que es el modelo que presenta un dimorfismo sexual menor. Por este motivo, las
diferencias detectables seran debidas en su mayor parte a los efectos de los tratamientos en ambos sexos y
no debidas a la diferente respuesta de los sexos frente al tumor en si, a pesar de que se deberia hacer una

transformacion dado que, aunque similares, no cursan exactamente de la misma forma.
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5.8. AC11 tiene un efecto mas consistente y especifico en modelos de melanoma

subcutaneo

Con las observaciones realizadas en el apartado 5.7., podemos deducir que la comparativa directa entre los
efectos de los tratamientos no es viable, dado el dimorfismo sexual y a su vez hay un efecto dependiente del
modelo muy elevado. Por este motivo, para poder determinar las diferencias entre los efectos de los distintos
tratamientos, se ha realizado una normalizacidn respecto a sus respectivos grupos controles, para poder asi
valorar la diferencia que supone cada tratamiento respecto a su control, minimizando asi la variabilidad que
se introduce con los propios modelos (Figura 26). Debido a que los tratamientos simples son exactamente
iguales en los modelos B16-OVA y B16-OVA con células tumorales apoptéticas, se ha unido los datos de los

animales de ambos modelos para realizar el analisis.
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Figura 26: Analisis del efecto de los tratamientos dependiendo de sexo y de modelo. Se muestra el efecto de los tratamientos
normalizados por la evolucién de su respectivo control, restando a el valor de cada animal la media del control en esa mismamedicién.
En el caso de los tratamientos simples (aGC y AC11), se han puesto en conjunto los resultados de los modelos B16-OVA y B16-OVA con
células apoptdticas, dado que estos tratamientos son idénticos. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

En primer lugar, se puede observar que los tratamientos Unicamente con antigenos no presentan excesiva

efectividad (Figura 26 A), encontrandose solo una diferencia entre las B16-apop hembras y los modelos B16-
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OVA de machos, pero no con su tratamiento homadlogo en machos ni con los otros tratamientos en hembras.
Ademas, vemos que se alejan relativamente poco de la media de sus controles, por lo que se puede deducir
gue estos tratamientos tienen un efecto leve (si es que lo tienen), y sobre todo es bastante estable entre los

sexos.

En cuanto al tratamiento con aGC (Figura 26 B), solo se observa efectos en las hembras del modelo B16-F10-
apop. Esto es indicativo que el tratamiento Unicamente con aGC no es especialmente eficaz, dado que solo ha
tenido efecto en el mismo modelo en el que ha habido un efecto del tratamiento Unicamente con antigenos.
En los demas modelos, en ninglin momento se separan claramente del O (implicando que cursan similarmente
a sus controles), y tal y como veniamos viendo en el analisis de los modelos individualizados. También se
observa que el efecto de este tratamiento solo es detectable en etapas tempranas del crecimiento tumoral y
no se sostiene a lo largo del tiempo, es un efecto agudo. En comparacidn, con el tratamiento inoculando AC11
(Figura 26 D) podemos observar que a nivel de diferencias estadisticas, los resultados son exactamente los
mismos que con la aGC, aumentando las significancias, pero analizando los datos con mads detalle se puede
denotar cdmo en todos los modelos ha conseguido que en algin momento tengan un volumen tumoral
claramente menor al de los controles, e incluso se puede ver como en los modelos B16-F10-OVA con hembras,
en cierto punto estaban con un volumen mayor al de los controles, y después fueron capaces de controlar el
crecimiento tumoral, cruzando el eje que representa la media de volumen de los controles. Ademas, el efecto
es sostenido en el tiempo, tal y como lo indica la cantidad de dias que se pasan los animales tratados con AC11
con un volumen menor que el de los controles. Ademas, el efecto del tratamiento se da en un momento mas
avanzado en el tiempo, lo cual correlaciona con que la respuesta generada sea especifica, en lugar de una

respuesta debida a una inflamacién generalizada puntual.

Pasando al tratamiento inmunoestimulador clasico combinado con antigenos tumorales (Figura 26 C) se puede
visualizar como claramente ha sido un tratamiento eficaz en todos los modelos, agrupandose los datos en 3
bloques diferenciables. Por un lado, vemos que B16-OVA, B16-OVA-apop en machos y B16-OVA en hembras
se diferencian de sus controles de una forma idéntica, siendo los grupos en los que ha habido mayor efecto.
Por otro lado, tenemos los B16-apop de machos y B16-OVA-apop de hembras en los que se ve un efecto mas
ligero, iniciando de forma similar a los tres modelos anteriores, pero al llegar a la diferencia aproximada de
500mm? dejan de ser efectivos y vuelven a acercarse a sus respectivos controles hasta el punto final. Por
ultimo, el B16-F10-apop en hembras que tiene un efecto intermedio entre los dos grupos a nivel de intensidad,

pero cuyo efecto se da unos 5-10 dias antes que los demas.

Por ultimo, los tratamientos con AC11 + antigenos tumorales (Figura 26 E) se puede ver que tienen un efecto
mucho mas consistente, aunque se observan diferencias significativas de todos los grupos respecto al modelo

B16-apop en hembras, esta diferencia es debida a que el efecto del tratamiento es observable unos dias antes,
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pero tanto la amplitud de la diferencia respecto a los controles como la forma en la que se diferencian los
diversos tratamientos respecto a sus controles son muy similares. De esto se extrae que el efecto de AC11
combinado con antigenos tumorales ha sido mucho mds consistente que el observado con el agonista

prototipico.

Con todas estas observaciones en conjunto, podemos concluir por un lado que el tratamiento con aGC no ha
sido muy efectivo, con la excepcién de esta desviacién que se ha introducido en las hembras del modelo B16-
apop, que parecen ser debidas mas a un empeoramiento agudo de sus controles (como es observable en la
Figura 25), pero que a parte de ese pico no tiene ningln efecto significativo. En cambio, AC11 tiene un efecto
leve pero mas consistente entre modelos. En cuanto a los tratamientos combinados, con el estimulador
tradicional de las iNKT se pueden llegar a observar tanto diferencias entre sexos como entre las diversas
formas de proveer los distintos antigenos tumorales, mientras que con AC11 la respuesta es mucho mas
consistente y no depende del modelo usado. De esto se desprende que ACll genera una respuesta
antitumoral mucho mds especifica y que no se ve tan modulada por la forma en la que se proveen los distintos
antigenos tumorales, mientras que la aGC, al generar una respuesta mas inespecifica, si que es mds sensible

a diferentes factores como la forma de proveer los antigenos.

5.9. El efecto pernicioso de la aGC que no se observa en ningun caso con AC11

Como se ha podido observar, los tratamientos inmunoestimuladores de las iNKT por si solos pueden tener un
efecto leve o ningln efecto sobre el crecimiento tumoral, en todos los modelos tumorales en ambos sexos.
Pero, con el tratamiento con aGC hemos hallado un efecto cuanto menos curioso. En el modelo EG-7, las
hembras tratadas con el agonista prototipico Unicamente no solo no mejoran el curso de la enfermedad, si no
gue cursan una patologia notablemente mas agresiva (Figura 16 E) y llegan al punto final significativamente
antes (Figura 16 F). Este resultado puede tener una explicacion basandonos en las evidencias bibliograficas y
las caracteristicas del tumor. Por un lado, sabemos que la aGC, a parte de estimular de una forma muy
eficiente a las iNKT, las lleva a desarrollar una respuesta tanto Thl como Th2 o Th17, dando la respuesta

264 Ademds, sabemos que este efecto debe ser

denominada como ThO y a una anergia funcional de las mismas
mas notorio en hembras, ya que como se ha denotado anteriormente, en machos la respuesta de IFNy
mediada por iNKT se ve claramente disminuida'’ y la respuesta de las células receptoras de dicho estimulo
también estd reducida en machos3?%3273% Esto, combinado con el hecho que el tumor EG-7 se ha implantado
en un compartimento distinto al lugar de inoculacién del tratamiento hace de este modelo un candidato para

ser sensible a este efecto.
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El otro modelo de linfoma subcutdneo es el EL-4, y en este también parece que la aGC por si solo tiene un
efecto perjudicial sobre el crecimiento tumoral, aunque en este caso al no ser tan acusado no llega a ser
significativo (Figura 15), ademas que este modelo solo se ha podido probar en machos, sexo en el cual el efecto
contraproducente del tratamiento clasico deberia ser menos acusado por las evidencias bibliograficas
mentadas. El otro modelo de linfoma utilizado, el RMA (Figura 10), al ser intraperitoneal puede ser mas
sensible al estallido inflamatorio generado por la aGC tras su inoculacidon, enmascarando asi el efecto de esta
anergia funcional que parece notorio en los modelos de linfoma. En los modelos de mieloma no se observa
este efecto perjudicial del tratamiento, pero puede ser debido que al ser tumores que crecen sensiblemente

mas rapido sea imposible ver estas diferencias de efectos.

Remarcar también que en cuanto el tratamiento tradicional se administra junto antigenos tumorales, ya sea
OVA o células tumorales apoptdticas, cualquier tendencia perniciosa del mismo se revierte. La explicacion mas
plausible es que al tener antigenos contra los que desarrollar una respuesta inmune, a pesar de acabar con
una anergia funcional de las iINKT el efecto inicial de la gran estimulacién de las iNKT, aunque inespecifica, sea
suficiente para que los otros compartimientos del sistema inmune actien frente a dicho antigeno,

enmascarando asi el efecto pernicioso observado.

Aunque esta explicacién no es mas que una elucubraciéon basada en los hechos mostrados en nuestros
experimentos y las evidencias bibliograficas, estos resultados evidencian que la aGC puede tener un efecto
adverso por si solo, mientras que nuestro compuesto, al inducir una respuesta mas especifica, en ningun
modelo ha llegado a mostrar un efecto negativo en el desarrollo de la enfermedad, solo ha tenido efectos

neutros o positivos, postulandolo asi como un compuesto mucho mas seguro que el tradicional.

5.10. Comparativa de AC11 con los analogos XZ

A lo largo de la elaboracion de esta tesis, a parte del anadlogo aminociclitol AC11, también se ha tenido la
oportunidad de analizar la actividad de los andlogos tioglicosilados denominados XZ, los cuales derivan del a-
S-galactosilceramida. A pesar de haberse probado en condiciones similares (inoculacién intraperitoneal en
hembras y extraccién a dia +4 de dérganos para su posterior analisis por citometria de flujo), al haberse
analizado con distintos paneles de marcaje y distintos citometros se ha decidido no hacer una comparativa
directa entre ellos con el objeto de no introducir desviacién debido a factores no derivados de la actuacién de
los compuestos. El Unico analogo de esta bateria de compuestos con una actividad significativa es XZ11. Este
compuesto, a 500ng (una concentracién 5 veces mayor que la utilizada con AC11) solo ha sido capaz de

estimular ligeramente las iNKT de bazo y aun de forma mas sutil en el peritoneo, generando estas un leve
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aumento de las NK peritoneales y de los monocitos con fenotipo inflamatorio. Cuando aumentamos la
concentracién de este compuesto hasta 2ug, se vio un aumento claro de las iNKT en bazo y peritoneo, un

aumento de las NK del peritoneo y un fenotipo inflamatorio de los monocitos en el peritoneo.

Comparativamente vemos que AC11, con 100ng (una dosis 5 0 20 veces menor que la testada con los analogos
XZ) ha estimulado de forma notoria las iINKT especialmente en el peritoneo (aunque no se obtiene diferencias
significativas debido a que el agonista prototipico las ha estimulado de forma aldn mas significativa) y sobre
todo que este tratamiento en hembras, a parte de estimular las células de la respuesta innata como son
monocitos, también estimula los linfocitos T CD8+ en el nddulo linfatico. También estimula las NK, pero tal y
como se demostrd en estudios previos de nuestro laboratorio, la deplecién de esta poblacién no implica una

pérdida total de la actividad de nuestro compuesto.

Por lo que, a falta de testar los andlogos XZ para ver su capacidad de induccidn de una respuesta antitumoral,
en comparacion a AC11, estos analogos requieren para inducir una respuesta de las iNKT detectable una dosis
20 veces mayor y esta conlleva una menor activacion de otros compartimentos del sistema inmune. Estas
evidencias nos permiten afirmar que AC11 es mas eficiente al estimular las iNKT con una dosis mucho menor,
Yy a su vez es capaz de generar una respuesta mas eficaz al verse una estimulaciéon a consecuencia de la
actividad de las iNKT hacia células de la respuesta inmune adaptativa. Dados estos resultados también

podemos afirmar que probablemente AC11 genera una mejor respuesta antitumoral que los andlogos XZ.
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6. Conclusiones

Con todos los resultados expuestos en esta tesis, se llega a las siguientes conclusiones:
1. AC11 genera una respuesta antitumoral especifica al administrarlo junto a antigenos tumorales.

2. Una reducida respuesta s IFNy implica una pérdida parcial de la actividad de nuestro andlogo,

dificultando la respuesta Th1 caracteristica de AC11.
3. AC11 permite controlar el crecimiento tumoral en estadios avanzados de la enfermedad.

4. Eldimorfismo sexual frente al AC11 es relevante, y a futuro se debe tener en cuenta para el desarrollo
de terapias inmunoestimuladoras efectivas, combinandolas con tratamientos hormonales para paliar

estos efectos de ser necesario.

5. AC11 estimula a las iNKT de forma muy eficiente en comparacidon a otros analogos de la aGC como los

analogos XZ.

6. Untratamiento inmunoestimulador que caracterizado por una respuesta genérica como la aGC es mds

sensible a la forma de vehiculacién de los antigenos que un tratamiento especifico como el AC11.

7. Las diferencias entre modelos tumorales que clasicamente se han asumido como homadlogos pueden
ser relevantes, por lo que es especialmente relevante analizar los mismos para poder hacer una

comparacién correcta entre estos.

8. AC11 no ha demostrado tener ningln efecto contraproducente, mientras que el agonista prototipico
ha mostrado que sin combinar con antigenos en algunas condiciones puede llegar a favorecer el curso

de una patologia mas acusada en comparacién al curso de esta en animales sin tratar.

9. Nuestro compuesto es un buen candidato para tratamientos a largo plazo debido tanto al desarrollo
de una respuesta exclusivamente Thl como a su capacidad de generar una respuesta inmune
especifica. Estas evidencias combinadas con el mayor grado de seguridad mostrado por el mismo
hacen del AC11 un buen candidato para el desarrollo de terapias inmunoestimuladoras, pudiéndose

combinar con un tratamiento cldsico en pacientes oncolégicos.
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