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RESUMEN 

El cáncer de colon es el segundo tumor más frecuente y la tercera causa de muerte por cáncer en 

el mundo. La única opción curativa es la cirugía en pacientes con estadio I y II de la enfermedad. 

Sin embargo, un 40% de los pacientes se diagnostican en estadio III y un 20% se presenta con 

enfermedad metastásica al momento del diagnóstico. Es necesario, por tanto, encontrar nuevas 

alternativas terapéuticas en pacientes con enfermedad avanzada. En este contexto, la 

inmunoterapia se presenta como una alternativa prometedora. Si bien se considera al cáncer de 

colon como una enfermedad pobremente inmunogénica, se ha demostrado que la presencia de 

infiltrado inflamatorio linfocitario en el tumor se correlaciona con mayor supervivencia lo cual 

hace pensar que la inmunoterapia con células dendríticas (CD) pulsadascon antígeno tumoral 

puede ser una herramienta terapéutica especialmente atractiva debido a su capacidad de inducir 

una respuesta inmunitaria específica contra dichos antígenos. Existen múltiples esquemas de 

preparación y administración de CD, y la gran mayoria de ellas se encuentra aún en estudio.  

Ácido hialurónico (AH) es un glicosaminoglicano lineal componente de la matriz extracelular (MEC) 

y que está presente en diversos tejidos, especialmente en aquellos con células con alta tasa de 

replicación. La función de AH no es del todo conocida, depende de su peso molecular y de su 

ubicación respecto a las células. Se reconoce su importancia en relación al cáncer y a procesos 

inflamatorios. Los fragmentos de AH o especies de bajo peso molecular (AH BPM)son considerados 

moléculascon actividad pro-inflamatoria. 

El objetivo de este trabajo de tesis fue poner a punto la técnica de generación y caracterización de 

CD autólogas pulsadas con extracto tumoral murino y humano, y establecer pautas que mejoren 

su eficiencia terapéutica como vacuna antitumoral.  

Para esto estudiamos la relación entre ácido hialurónico y el comportamiento biológico de 

distintas líneas de células tumorales. Observamos que AH BPM posee actividad antitumoral 

directa, siendo capaz de disminuir la proliferación celular y deinducir la apoptosis de la célula 

tumoral in vitro. Luego, y a partir de estos resultados, analizamos los efectos de la aplicación de 

ácido hialurónico por vía intravenosa (i.v.) en un modelo de adenocarcinoma de colon 

heterotópico en ratones BALB/c.Así pudimos demostrar que AH BPM administrado en forma 

sistémica tiene la capacidad de inducir una potente respuesta inmunitaria antitumoral retrasando 

de forma significativa la velocidad del crecimiento tumoral e incrementando la supervivencia 

media de los ratones. Observamos además, que esplenocitos aislados de estos ratones tratados 

con AH BPM presentan una mayor capacidad proliferativa al ser estimulados ex vivocon CD 

pulsadas con antígeno tumoral y una mayor secreción de la citoquina inmunoestimuladora IL-12. 

Este fenómeno se asocia también a un incremento de las células CD11c+/CMH-II+en el bazo y un 

aumento del infiltrado inflamatorio tumoral compuesto por células CD3+CD8+. 

Posteriormente, evaluamos el uso de esta molécula en un protocolo de vacunación con CD 

pulsadas con antígeno tumoral (CD/LT) en un modelo de cáncer de colon heterotópico 

(subcutáneo) murino. Se evaluó su capacidad inmunoestimuladora in vitro en cultivos de CD 



 

(CD/LT/AH BPM). AH BPM indujo una mayor expresión de las moleculas de coestímulo CD86 y 

CMH-II, un incremento en la secreción de IL-12, una menor producción de IL-10, y una mayor 

capacidad de estimulación de la proliferación linfocitariaen un ensayo de cultivo mixto linfocitario 

(CML). También evidenciamos en CD/LT/AH BPM una mayor capacidad migratoria hacia 

sobrenadante provenientede esplenocitos de ratones portadores detumor y hacia la quimiocina 

CCL21, a expensas de una mayor expresión de CCR7. A pesar de que TNF-α tuvo un efecto similar 

en cuanto a la maduración de las CD, CD/LT/AH BPM presentó mayor capacidad de migrar in vitro 

hacia CCL19 y CCL21 de manera independiente de CD44 o TLR4. Este efecto fue superior al 

generado por otras moléculas comúnmente utilizadas en protocolos de activación de CD como son 

polyI:C, LPS y TNF-α; este efecto estuvo parcialmente asociado a un aumento en la expresión de 

CCR7. Más importante aún fue observar en un modelo de cáncer de colon heterotópico murino 

que AH BPM incrementó de manera significativa la migración in vivode CD/TL hacia el ganglio 

linfático regional.  

Luego estudiamos los efectos de AH BPM sobre CD/LT generadas a partir de células 

mononucleares de sangre periférica provenientes de donantes sanos (DS) y de pacientes con 

cáncer de colon. Pudimos evidenciar que el pre-tratamiento de CD/LT humanas con AH BPM 

induce su maduración e incrementa su capacidad de estimular la proliferación linfocitaria. 

Además,es capaz de aumentar su migración in vitrohacia sobrenadante de ganglio linfático y 

CCL21, lo que se asoció a un aumento de la síntesis del ARNm de CCR7. Por otra parte, incrementa 

la síntesis delARNm de IL-8, disminuye su migración hacia esta citoquina y hacia el sobrenadante 

generado con células tumorales. De manera importante, AH BPM indujo la actividad de la 

metaloproteasa 2, mecanismo asociado a la migración de CD a través del espacio intersticial. En 

consonancia con estos resultados observamos en un modelo de cáncer de colon humano 

implantado de forma sc en ratones nude que las CD/LT/AH BPM migraron en mayor proporción 

hacia el ganglio linfaticoregional, y en menor cuantía hacia el tumor.  

Finalmente, demostramos que la vacunación con CD/LT pre tratadas con AH BPM, en el modelo de 

cáncer de colon murino, generó una potente respuesta inmunitaria antitumoral comparado con 

CD/LT sin pre tratar o tratadas con TNF-α, disminuyendo la velocidad de crecimiento tumoral y 

prolongando la supervivencia de los animales. Este resultado se asoció a una mayor capacidad 

proliferativa de esplenocitos provenientesde animales tratados con CD/TL/AH BPM con un perfil 

tipo Th1 (mayor producción de INF-γ y menor secreción de IL-10), y la inducción de una respuesta 

inmunitaria citotóxica específica más potente que la obtenida con CD/LT sin tratar. 
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1. Sistema inmunitario 

El sistema inmunitario (SI) se podría definir comoun conjunto de moleculas, células, 

estructuras y procesos biológicos destinados a eliminar potenciales noxas del organismo. Se 

distingue la respuesta inmunitaria específica o adaptativa, que se desarrolla contra un 

antígeno específico en un individuo concreto como por ejemplo la producción de anticuerpos 

contra un patógeno particular o contra alguno de sus productos. En muchos casos esta 

respuesta específica resulta, además, en lo que se denomina memoria inmunológica, hecho 

que genera protección inmunitaria ante la re-exposición al mismo antígeno a lo largo del 

tiempo. Estas características son algunas de las particularidades que la diferencian de la 

respuesta inmunitaria innata. Esta se activa inmediatamente frente a una gran variedad de 

noxas, de manera inespecífica y sin capacidad de generar memoria inmunológica, 

respondiendo de igual manera ante nuevas exposiciones a un mismo antígeno. 

El término antígeno es utilizado para describir cualquier sustancia capaz de ser reconocida y 

neutralizada por el sistema inmunitario. Las proteínas, glicoproteínas, polisacáridos y ácidos 

nucleicos propios de los patógenos son los antígenos contra los cuales normalmente responde 

el SI. Sin embargo, también puede reconocer y activarse frente a una gran variedad de 

estructuras químicas como metales, drogas como la penicilina, o químicos orgánicos como 

venenos.  

En conjunto, la respuesta inmunitaria innata y adaptativa, genera un sistema de defensa 

coordinado y eficaz. En ciertas situaciones basta la respuesta inmunitaria innata, pero en otras 

es seguida por la respuesta inmunitaria específica que neutraliza la noxa y genera una 

respuesta inmunológica específica de larga duración con protección frente a la exposición 

ulterior a ese antígeno (figura 1)(Murphy 2012). 

 

Células que participan de la inmunidad innata y adquirida.  
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1. Sistemainmunitario innato 

Cuando una noxa entra en contacto con un individuo la primera línea de defensa son, 

normalmente, barreras físicas y químicas dadas a nivel de la piel y mucosas. Si estas barreras 

son superadas intervienen los componentes propios del sistema inmunológico innato como el 

sistema del complemento, y células fagocíticas como macrófagos y neutrófilos. Al conjunto de 

estos procesos se lo denomina inmunidad innata, se activan en forma rápida (en horas), sin 

tener especificidad antigénica y sin capacidad de generar memoria inmunológica. 

Las células del sistema inmunitario innato con capacidad de fagocitar son los monocitos y 

macrófagos, los polimorfonucleares y las células dendríticas (CD). Estas células poseen 

receptores de membrana o citoplasmáticos capaces de reconocer patrones moleculares 

estructurales típicos presentes en microorganismos o PAMP (patrones moleculares asociados a 

patógenos). La activación de estos receptores induce señales intracelulares activando genes 

pro-inflamatorios. En este sentido, uno de los receptores celulares más estudiados son los 

receptores Toll-like receptors (TLR), que reconocen patrones moleculares de patógenos como 

bacterias gram + y gram -. Así activan factores de transcripción que inducen genes pro-

inflamatorios como son NFκB, AP-1 e interferón tipo I (INF-I), induciendo la síntesis y secreción 

de citoquinas y quemoquinas que favorecen y mantienen tanto la respuesta inmunitario innata 

como adaptativa(Luster 2002). Las principales citoquinas involucradas en la respuesta innata 

son IL1-β, IL-6, IL-12, TNF-α, IL-8 e INF-I(Beutler and Rietschel 2003).  

Otras células que participan de la respuesta inmunitaria inespecífica son las células asesinas 

naturales (NK, del inglés natural killers). Estas comparten su origen con los linfocitos T (LT) y B 

(LB), y poseen receptores que reconocen moléculas anormales presentes en la superficie de 

células, por ejemplotumorales o con infección viral, generando su muerte a través de la 

liberación de gránulos citotóxicos (grazima y perforinas) y de citoquinas. Las células NK son 

activadas por INFs de tipo I e IL-12, moléculas producidas principalmente por macrófagos y CD. 

Una vez activadas, secretan INFs de tipo II, citoquinas clave para el control de ciertas 

infecciones virales y que modulan la activación de los LT CD4+ induciendo una respuesta celular 

tipo Th1 capaz, a su vez, de activar a los macrófagos (ver cap. inmunidad específica)(Lanier 

2008). 

2. Inmunidad específica o adquirida 

La respuesta inmunitaria específica o adquirida es precedida, desencadenada, dirigida y 

mantenida por la respuesta inmunitaria innata(Fearon and Locksley 1996). La principal célula 

que interviene en este proceso es el linfocito. En conjunto, estos  reconocen cualquier 

antígeno al que un individuo pueda estar potencialmente expuesto(van den Berg, Yoder et al. 

2004).  

Se puede diferenciar una respuesta inmunitaria específica humoral mediada por 

anticuerpos, en la que participan LB; y una respuesta inmunitaria específica mediada por 

células, que son los LT.  

Los LT se distinguen de otras células por expresar en forma constitutiva la proteína de 

membrana CD3. Se clasifican en subpoblaciones en función de la expresión de proteínas de 
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membrana: LT “colaboradores” (LTh, del inglés: helper) que expresan CD4 (LT CD4+), o LT 

“citotóxicos” (LTc) que expresan CD8 (LT CD8+). Desde un punto de vista funcional los LTh se 

clasifican en LTh1, LTh2, LTh17 y LT reguladores (LTreg). Los LTh1 secretan INF-γ y TNF-α, y 

protegen al organismo contra infecciones bacterianas intracelulares y virales(Hsieh, Macatonia 

et al. 1993); los LTh2 se caracterizan por secretar IL-4, IL-5 e IL-13, y por actuar frente a 

infecciones parasitarias activando eosinófilos y mastocitos mediante la secreción de 

IgE(Finkelman, Shea-Donohue et al. 1997); los LTh17 secretan la familia de citoquinas de IL-17 

induciendo la producción de quemoquinas en células epiteliales y estromales,  estimulando de 

este modo la atracción de neutrófilos(Ye, Rodriguez et al. 2001); y, por último, los LTreg se 

caracterizan por secretar IL-10 (entre otras) e intervienen en mecanismos de regulación de la 

respuesta inmunitaria (Saraiva and O'Garra 2010) (figura 2). 

 

Subpoblaciones de linfocitos T helper. 

Para que las células efectoras de la respuesta inmunitaria específica sean capaces de 

reconocer un antígeno particular, este debe ser “presentado” unido a un complejo de 

glicoproteínas ubicado en la membrana de ciertas células del organismo denominado complejo 

mayor de histocompatibilidad (CMH). Todas las células nucleadas tienen la capacidad de 

realizar esta “presentación antigénica” a través del CMH tipo I (CMH-I), pero solo un grupo de 

células especializadas son capaces de realizar la presentación antigénica en el contexto del 

CMH tipo II (CMH-II) por lo que se las conoce como “células presentadoras de antígeno” 

(CPA)(Germain 1994).  
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El CMH es sintetizado por un grupo numeroso de genes que en ratones se denomina H-2, y 

en humanos HLA (del  inglés: human leucocyte antigen). Existen dos clases de CMH con 

múltiples polimorfismos. Para CMH-I se describen tres loci (H-2K, D y L en el ratón; y HLA-A-B-C 

en el hombre). CMH-II es codificado por las regiones I-A e I-E en el ratón, y HLA-D (DP, DQ y 

DR) en el hombre. Ambas moléculas poseen en su porción extracelular una hendidura capaz de 

ligar péptidos antigénicos(Villadangos 2001, Williams, Peh et al. 2002). De esta manera, un LT 

es capaz de reconocer una combinación particular de antígeno peptídico ligado a un tipo 

determinado de CMH, lo que agrega un grado mayor de especificidad al proceso de 

presentación antigénica.      

3. Células presentadoras de antígeno: Células Dendríticas 

El nexo entre la respuesta inmunitaria innata y la adaptativa son las CPA. Estas células con 

capaces de entrar en contacto, endocitar, procesar y presentar un antígeno promoviendo una 

respuesta inmunitaria específica. Si bien los macrófagos y los LB pueden cumplir este rol, las 

únicas células con capacidad de estimular LT que no tuvieron contacto previo con el antígeno 

(LT naive) son las CD(Itano and Jenkins 2003). Estas tienen su origen en las células 

hematopoyéticas de la médula ósea. Se distinguen dos tipos de CD: las CD mieloides y las CD 

plasmocitoides(Yanofsky, Mitsui et al. 2013). Las primeras migran desde la médula ósea, por el 

torrente sanguíneo, en su mayoría en forma de precursores (monocitos), hacia diversos tejidos 

donde se diferencian y residen como CD inmaduras (CDi)(Heath, Belz et al. 2004) (figura 3). 

Estas células se caracterizan poseer una gran superficie de contacto con su entorno gracias a 

prolongaciones citoplasmáticas que le dan la posibilidad de captar antígenos presentes en el 

medio(Dalod, Chelbi et al. 2014). 

 

Génesis y compartimentalización de células dendríticas. CD: células dendríticas.Adaptado de 

Nature Reviews 2002. 



Introducción 

 

 

Según el fenotipo de CD que intervenga, estas células pueden formar parte en un proceso 

de tolerancia inmunológica o por el contrario inducir una respuesta inmunitaria específica. Si 

un antígeno es presentado a los linfocitos por CDi puedegenerar la deleción o anergia clonal 

del LT y/o inducir LTreg(Segura, Albiston et al. 2009). Por el contrario, cuando el antígeno o 

agente patógeno es endocitado en un contexto pro-inflamatorio las CDi sufren un profundo 

cambio fenotípico y funcional denominado “maduración”.Durante el mismo disminuyen su 

capacidad de endocitosis, cambian el patrón de expresión de moléculas de adhesión y de 

quemoquinesis adquiriendo mayor movilidad y sensibilidad a quemoquinas presentes en el 

ganglio linfático, aumentando la expresión de moléculas implicadas en el proceso de 

presentación antigénica y estimulación linfocitaria como CMH-II, CD40, CD80 y CD86. Todos 

estos cambios adaptativos facilitan su migración al ganglio linfático regional  y las capacidad 

para realizar una presentación antigénica eficaz a los LT(Banchereau and Steinman 1998, 

Gallucci, Lolkema et al. 1999, Sauter, Albert et al. 2000) (figura 4). 

 

 

Respuesta inmunitaria específica. (1) Lás células precursoras de células dendríticas (monocitos 

CD14+) migran a sitios de inflamación atraídos por moléculas como IL-1β y TNF-α. (2) Allí se 

diferencia a céulas dendríticas (CD), capturan el antígeno, (3) adquieren mayor capacidad de 

migrar al ganglio linfático e (4) incrementan la expresión de moléculas de co-estímulo como 

CD80/CD86, CD40 e ICAM(5) En el ganglio linfático realizan la presentación antigénica y 

estimulación linfocitaria con reactividad antígeno específica. (6) Estos migran al lugar de 

inflación donde reconocerán su péptido blanco. LTc: linfocito T citotóxico; LTh: linfocito T 

helper; MMP: metaloproteasas. 

 

1. Procesamiento antigénico 
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Los antígenos alcanzan el citosol o vesículas citoplasmásticas de las CD a través de dos rutas 

principales. Los virus, y las bacterias de replicación intracelular, son procesados a través de una 

“vía endógena o citosólica”. Todas las células nucleadas del organismo son capaces de realizar 

este tipo de procesamiento antigénico. Durante el mismo la proteína a degradar es 

ubiquitinizada mediante la acción del complejo ubiquitinizante haciéndola susceptible a la 

acción del proteosoma, que degrada proteínas marcadas por ubiquitina. El producto final de su 

acción son péptidos de 8-10 aminoácidos pasibles de ser ligados al CMH-I para su posterior 

presentación antigénica a LT CD8+(Fremont, Hendrickson et al. 1996). 

Por el contrario, la mayoría de las bacterias y parásitos que proliferan en el espacio 

extracelular, así como partículas virales presentes en este sitio, son procesados por “vía 

endocítica”. Luego de su internalización por fagocitosis, endocitosis mediada por receptor o 

macropinocitosis, los antígenos son digeridos a péptidos de entre 13-18 aminoácidos por 

enzimas especializadas en el endosoma generado. Luego, estos endosomas se fusionan con la 

vacuola que contiene el CMH-II.Así el complejo péptido ligado al CMH-II es trasportado a la 

membrana citoplasmática para ser presentado a los LT CD4+. Sólo las CPA son capaces de 

realizar este proceso(van Kasteren, Overkleeft et al. 2014) (figura 5). 

2. Migración 

Las CD luego de capturar, y a la vez que procesan el antígeno, migran a los órganos 

linfáticos secundarios donde realizan la presentación antigénica. Este proceso, en las mayoría 

de los casos, sucede en respuesta a estímulos pro-inflamatorios ya sea de origen químico (ej: 

sensibilizadores de contacto o irritantes), físico (ej: rayos UV o trauma) o biológicos (ej: 

microbios o tejidos necróticos). Estos estímulos inducen cambios “madurativos” en las CD que, 

entre otros aspectos funcionales, le otorgan la capacidad de movilizarse a través de la matriz 

extracelular mediante la secreción de enzimas y modifican la expresión de moléculas 

implicadas en la adhesión célular y quemoquinesis.  

El eje quemotáctico más estudiado en este contexto está conformado por el receptor de 

membrana CCR7 y sus lingandos CCL19-CCL21(Forster, Davalos-Misslitz et al. 2008). CCR7 se 

expresa en CD maduras y se activa en respuesta a las quemoquinas CCL19 (proteína 

inflamatoria de macrófago o MIP-3β) y CCL21 (quemoquina linfoide secundaria o SLC)(Dieu, 

Vanbervliet et al. 1998, Allavena, Sica et al. 2000, Ahamed, Haribabu et al. 2001), expresadas 

por células endoteliales linfáticas y del estroma del ganglio linfático.De esta manera, ante un 

estímulo madurativo, las CD migran al ganglio linfático regional por quemoatracción. De 

manera complementaria, y en algún caso supletoria, se producen otros cambios funcionales en 

las CD como la disminución de la expresión de receptores de quemoquinas que las retienen en 

sitios de inflamación,por ejemplo CCR2; disminuyen la expresión de moléculas relacionadas 

con la adhesión a la matriz extracelular como E-Caderina(Imhof and Aurrand-Lions 2004), 

aumentan la expresión de moléculas que degradan la matriz extracelular o que facilitan su 

motilidad a través de ella como metaloproteasas (MMP) 2 y 9, CD38(Frasca, Fedele et al. 2006) 

y TIMP-2(Yoshimura, Naka et al. 2007, Moller, Michel et al. 2008).Además, se ha descripto 

también que la migración de CD hacia los órganos linfáticos secundarios puede ser mediada 

por la activación de CXCR4 de forma independiente a CCR7(Kabashima, Shiraishi et al. 2007). 

CXCR4 es un receptor de membrana expresado por CD activadas cuyo ligando es CXCL-12. Este 
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se sobreexpresa en vasos linfáticos en situaciones de inflamación(Kabashima, Shiraishi et al. 

2007). Como resultado final, las CD estimuladas se desprenden del sitio de inflamación y 

migran a través delintersticio, atraviesan el endotelio linfático y se dirigen a la zona T del GL 

donde se pondrán en contacto con LT naive para hacer la presentación antigénica 

correspondiente. 

Por otra parte, existe una menor proporción de CD que migran al GL sin haber sido 

expuestas a un estímulo pro-inflamatorio, presentando un aumento en la expresión de CCR7 

sin los cambios típicos de una CD madura(Bouchon, Hernandez-Munain et al. 2001). No se 

conoce con exactitud cuál es el mecanismo implicado en este proceso pero se calcula que un 

5% de las CD que migran al GL desde la piel son de este tipo(Tomura, Yoshida et al. 2008). 

3. Presentación antigénica: presentación cruzada 

La presentación antigénica consiste en la exposición de moléculas antigénicas en la 

membrana celular de las CD a fin de ser reconocidos por los linfocitos. Existen al menos tres 

tipos de moléculas por medio de las cuales el antígeno puede ser presentado. Dos de ellas son 

codificadas por el CMH (clase I y clase II), como se mencionó anteriormente, y el tercer tipo de 

molécula, independiente de las anteriores, está codificado por el complejo CD1. Las moléculas 

del CMH presentan antígenos peptídicos, y las del complejo CD1 antígenos lipídicos. Nos 

referiremos aquí a la presentación mediada por el CMH.  

Los antígenos endógenos son procesados por la vía del CMH-I. Esta molécula es un dímero 

sintetizado en el retículo endoplásmico rugoso (REr), formada por una cadena α y una cadena 

β-2-microglobulina (β-2-m). Estas cadenas se unen de manera no covalente en el REr hasta su 

unión con el antígeno. Los péptidos antigénicos procedentes del procesamiento en el 

proteosoma, entran al REr por un sistema específicodenominado “complejo de transporte de 

péptidos antigénicos”, al que se encuentra unido el complejo α-β-2-m. Así, los péptidos 

transportados al interior del REr se unen en ese mismo momento a la hendidura de la 

molécula del CMH-I, dando a este complejo su conformación definitiva, estable y plegada. 

Posteriormente el complejo formado, CMH-I-péptido, abandona el REr por un sistema de 

vesículas llegando a la membrana celular, produciéndose de este modo la exposición del 

antígeno en el medio extracelular(Bouvier 2003).  

Por otra parte, los antígenos exógenos o procedentes del medio extracelular, que ingresan 

a las células en su mayoría por vía endocítica, son degradados a productos peptídicos en 

endosomas donde, al fusionarse con vesículas ascendentes, se unen al CMH-II. Este último está 

constituido por dos cadenas peptídicas α y β, sintetizadas por separado, adosadas al REr y 

ensambladas en su interior. Al igual que el CMH-I, este complejo es inestable hasta su unión 

con un péptido antigénico. Para evitar su degradación se asocia en un primer momento con 

una proteína denominada calnexina, la que luego es desplazada por la llamada cadena 

invariante Li. Esta última forma trímeros cuyas unidades se asocian con un CMH-II de forma tal 

que cubre el surco de unión al péptido hasta que este se una(Fremont, Hendrickson et al. 

1996).   

Existe un grupo de células especializadas, entre ellas un tipo específico de CD, que expresan 

CD11c/CD8α/CD205 en ratón y CD141 en humanos, con la facultad de realizar lo que se 
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denomina presentación cruzada o cross priming(Heath, Belz et al. 2004, Jongbloed, Kassianos 

et al. 2010). El cross priming consiste en el procesamiento de productos peptídicos 

provenientes de antígenos exógenos por la vía de degradación endógena, uniéndolos 

finalmente al CMH-I. Para esto, la proteína, una vez endocitada, es liberada al citosol, 

ubiquitinizada y posteriormente procesada por el proteosoma. Los productos resultantes se 

unen al CMH-I en el REr y migran a la superficie celular en vesículas para realizar la 

presentación antigénica a LT CD8+. Esta capacidad de procesamiento antigénico paradójico 

otorga a las CD una característica diferencial con la posibilidad de gatillar una respuesta 

antitumoral citotóxica específica dirigida contra antígenos extracelulares.Cabe aclarar que 

también los péptidos generados por el proteosoma sufren autofagia y pueden ingresar a la vía 

de procesamiento exógeno y ser presentados por el CMH-II. (Ochsenbein, Sierro et al. 

2001)(figura 5). 

 

Procesamiento y presentación antigénica. Se muestra el procesamiento de antígenos 

endógenos, exógenos, y la presentación antigénica cruzada, o cross priming, que ocurre en 

células presentadoras de antígeno. LTc: linfocito T citotóxico; LTh: linfocito T helper; CMH: 

complejo mayor de histocompatibilidad; Ag: antígeno; RE: retículo endoplásmico.   

 

4. Sinapsis linfocitaria 

Se denomina sinapsis linfocitaria a la interacción entre la CPA y el linfocito durante la 

presentación antigénica. Deben intervenir una serie de moléculas (receptores, co-receptores y 

citoquinas) de manera coordinada para que resulte en una respuesta inmunitaria específica y 

eficaz(Hivroz, Chemin et al. 2012). 

El primer paso es el contacto entre una CPA portadora de un antígeno y un linfocito que 

ocurre gracias a la interacción entre las moléculas de adhesión LFA-1 y CD2, presentes en 

linfocitos, con ICAM-1, ICAM-2 y CD58, expresado por las CPA activadas. De este modo ambas 

células permanecen en contacto un tiempo variable (días) durante el cual los linfocitos son 
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capaces de reconocer por medio de receptores proteicos de membrana (TCR) secuencias 

peptídicas específicas únicamente si se encuentran asociadas al CMH. Los TCR están formados 

por una subunidad α y una subunidad β, unidas por un puente disulfito. Cada subunidad posee 

una región variable (V) codificada por cientos de genes, una región constante (C) y una región 

de unión (J, del inglés “junction”). La subunidad β posee además una región de diversidad (D). 

Las distintas combinaciones de genes (diversidad combinatoria) y su diversidad de unión 

(diversidad de las uniones) dan lugar a un número muy elevado de receptores TCR con la 

capacidad de reconocer prácticamente cualquier secuencia peptídica antigénica. Cada clon 

linfocitoario posee un TCR específico(Garcia and Adams 2005).  

Para que la unión entre el TCR y su secuencia de aminoácidos blanco sea estable y 

desencadene una señal intracelular de activación en los linfocitos, se requiere de la presencia 

de un grupo de moléculas complementarias que se denominan CD3, CD4 y CD8. CD3 es un 

complejo proteico que actúa en forma complementaria con los TCR(Letourneur and Klausner 

1992). CD4 y CD8 son glicoproteínas de membrana pertenecientes a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas cuyos ligandos naturales son el CMH-II y I, respectivamente. El  complejo 

TCR/CD3/CD4 o CD8 es capaz de reconocer péptidos únicamente unidos al CMH y generar una 

señal intracelular (primer señal de activación). Además, para que la activación linfocitaria sea 

completa, se requiere de una segunda señal dada por un co-receptor expresado en la 

membrana de los linfocitos (CD28) cuyos ligandos naturales pertenecen a la familia B7 (B7-1, 

CD80; B7-2, CD86) y están presentes en las CPA maduras. CD28, una vez estimulado, activa una 

enzima (fosfatidil inositol 3-quinasa; PI3-k) responsable de la activación de fosfolipasa C-γ 

generando como segundo mensajeros diacilglicerol (DAG) e inositol 1-4-5 trifosfato (IP3). Esto 

resulta en el aumento citoplasmático de Ca++, el reclutamiento en la membrana de proteínas 

de señalización Ras-GRP y una proteína serina/treonina quinasa llamada proteína quinasa C 

θ(Al-Lazikani, Lesk et al. 2000). Todo esto lleva a la activación de factores de transcripción 

inflamatorios como son el factor nuclear de linfocitos activados, factor de transcripción NFκB, 

la cascada MAPK y el factor de transcripción AP-1, resultando en la síntesis y secreción de IL-2 

e INF-γ, entre otras moléculas pro-inflamatorias(Acuto and Michel 2003). Esta segunda señal 

de supervivencia está regulada negativamente por CTLA-4 (CD152) y PD-1, presentes en los 

linfocitos. CTLA-4 se une a las proteínas B7 (CD80 y CD86) con mayor avidez que CD28 

desplazando a esta última y generando una señal intracelular negativa(Salama and Hodi 2011). 
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Señal de activación linfocitaria. Se muestran los receptores y co-receptores implicados en la 

primer y  segunda señal de activación, así como las citoquinas que intervienen en la tercera 

señal de activación.  

Existe una tercera señal de diferenciación en la que intervienen citoquinas como INF-γ, IL-4, 

IL-5, IL-10 entre otras, que inducen características particulares a los linfocitos efectores 

originando las distintas subpoblaciones ya mencionadas(Curtsinger and Mescher 2010) (figura 

6). 

5. Inmunología tumoral 

En el proceso de carcinogénesis la célula tumoral debe sortear mecanismos de control 

intrínseco y extrínseco que impiden la proliferación indiscriminada de células anormales. Uno 

de los mecanismos de control extrínseco es el sistema inmunitario a través del reconocimiento 

de antígenos tumorales y la ulterior eliminación de la célula tumoral. 

De la inmunovigilancia a la “inmunoedición” 

En 1909, Paul Ehrlinch,estableció la teoría que el sistema inmunitariopodría reprimir el 

crecimiento tumoral(Ehrlich 1909). Con esto se inició un siglo de discusión acerca del rol del 

sistema inmunitario en relación con el cancer. Cincuenta años más tarde, entre las décadas del 

50 y del 70, se cristalizó el concepto de “inmunovigilancia”(Burnet 1970). Esta hipótesisis 

sostiene que las células originadas en el timo, “controlan” constantemente los tejidos del 

organismo inhibiendo el desarrollo de células anormales. Luego se demostró que existen 

células pobremente inmunogénicas capaces de evadir el sistema inmunitario, dando lugar en 

la década del 90 al concepto de la “inmunoedición” (“inmunoedditing”) en el que se distinguen 

tres etapas: eliminación, equilibrio y, finalmente, escape inmunológico(Dunn, Old et al. 2004).   

Eliminación: En un tejido normal existen altas probabilidades de que surjan células 

anómalas a partir de células del propio organismo por mutaciones por azar originadas en las 
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celulas madre, la existencia de predisposición genética, y/o por la exposición a estímulos 

carcinogénicos como radiaciones, infecciones, procesos inflamatorios crónicos, etc(Tomasetti 

and Vogelstein 2015). Estas células aberrantes son reconocidas por el sistema inmunitario 

como extrañas, desencadenando en un primer momento una respuesta inmunitaria innata 

mediada por células NK, macrófagos, y otras celulas. La expresión de antígenos anómalos en 

este contexto genera, en un segundo momento,  una respuesta inmunitaria específica 

mediada por LT CD8+ y CD4+ capaces de eliminarlas. Esta es la etapa de “eliminación” que 

coincide con el concepto de “inmunovigilancia” (figura 7). 

 

Primera etapa en la inmunoedición: Eliminación de la célula tumoral. INF: interferón; TRAIL: 

ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF; INF: interferón; IL-12: interleuquina 12. 

Equilibrio: La eliminación de las células tumorales puede ser definitiva. Sin embargo, existe 

la posibilidad de que la eliminación no sea total quedando un grupo de células neoplásicas 

replicativas. Cuando la tasa de replicación y de eliminación celular se equiparan se llega a un 

equilibrio dinámico llamado “inmunoedición”, en el que las células aberrantes con menor 

capacidad inmunogénica son seleccionadas(Shankaran, Ikeda et al. 2001).Esta etapa de 

equilibrio e “inmunoedición” puede mantenerse hasta que se avanza a la etapa de 

“inmunoescape”. 

Inmunoescape: Las células tumorales generan diversos mecanismos de resistencia como 

por ejemplo la disminución de la expresión de CMH-I(Algarra, Cabrera et al. 2000), resistencia 

aINF-γ(Kaplan, Shankaran et al. 1998), inducción de LT reg mediante la inihibicion de la 

expresión de moléculas de co-estímulo como CD80, o aumento de la expresión y/o secreción 

de moléculas inmunosupresoras como galectina(Rubinstein, Alvarez et al. 2004), 
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indometacina(Uyttenhove, Pilotte et al. 2003), IL-10 o TGF-β(Khong and Restifo 2002).Como 

resultado final de este proceso, las células tumorales proliferan en un entorno en el que el 

sistema inmunitario no solo no es capaz de inhibirlas sino que les facilitaria su supervivencia. 

De esta manera,cuando el tumor ya es clínicamente evidente, superó el proceso de 

eliminación y equilibrio con la consiguienteinmunoediciónque genera el escape del sistema 

inmunitario, dando lugar a tumores formados por células resistentes y pobremente 

inmunogénicas (figura 8). 

 

Tercera etapa en la inmunoedición: inmunoescape. LTreg: linfocito T regulador; IL-10: 

interleuquina 10; TGF-β: Factor de crecimiento de fibroblasto β. 

 

Antígenos tumorales 

Se describen diversos antígenos según se originen a partir de productos virales, de 

mutaciones – germinales o adquiridas- del ADN, o por traslocaciones cromosómicas(Novellino, 

Castelli et al. 2005). 

Los antígenos de origen viral que se conocen son por ejemplo productos del virus de la 

hepatitis B y C en el hepatocarcinoma, las proteínas E6/E7 del HPV en el cáncer de cuello 

uterino, y EBNA-1 del EBV en linfomas(Long, Parsonage et al. 2010, van der Burg and Melief 

2011). 

La mutación somática de genes puede dar origen a péptidos tumorales por el intercambio 

de aminoácidos, alterando el marco de lectura genético o extendiendo la secuencia de 

codificación más allá del codón de finalización normal. En los pacientes con cáncer, el 50% de 

los antígenos reconocidos por los linfocitos T se originan a partir de este tipo de aberraciones, 

y el otro 50% responde a mutaciones germinales. Por ejemplo la mutación de CDK4 genera una 

menor sensibilidad al gen supresor de tumor INK4A que resulta en una proliferación celular 

descontrolada; la mutación del gen de caspasa 8 (CASP8) modifica el codón de terminación lo 
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que genera la síntesis de una proteína con menor capacidad de gatillar la apoptosis celular(Li, 

Egloff et al. 2014). Otros procesos oncogénicos involucran la traslocación cromosómica dando 

origen a proteínas pasibles de ser procesadas y presentadas en el contexto del CMH-I como 

son por ejemplo BCR-ABL y ETV6-AML1(Wolfel, Hauer et al. 1995, Mandruzzato, Brasseur et al. 

1997, Yotnda, Firat et al. 1998, Yotnda, Garcia et al. 1998).  

Se han descripto más de 60 mutaciones germinales que dan origen a productos peptídicos 

relacionados al desarrollo de tumores. Los genes pertenecientes a la familia MAGE 

relacionados con melanoma y cáncer de pulmón, los genes GAGE (antígeno G), CTAG (antígeno 

de cáncer de testículo) y SSX (del inglés “sinovial sarcoma X breakpoint”)(Tureci, Sahin et al. 

1996, Van Der Bruggen, Zhang et al. 2002). La importancia del conocimiento de estos 

antígenos tumorales radica en la posibilidad de dirigir una terapia inmunitaria de manera 

específica.  

Respuesta inmunitaria antitumoral innata 

El primer mecanismo de defensa antitumoral lo constituye la respuesta inmunitaria innata. 

Se desconoce el proceso exacto a través del cual esto sucede, pero productos de células 

tumorales muertas estimulan a las CD que secretan INF-β. Los INF-I inducen la transcripción de 

genes pro-inflamatorios y facilitan la presentación antigénica cruzada estimulando así la 

expansión de LTc(Gajewski, Schreiber et al. 2013). Los macrófagos presentes en el seno 

tumoral atraídos por quemoquinas, participan también en la respuesta antitumoral a través 

de, entre otros mecanismos,la secreción de TNF-α, la liberación de enzimas lisosómicas y la 

liberación de intermediarios del oxígeno y óxido nítrico(Nardin and Abastado 2008).  

Respuesta inmunitaria antitumoral específica 

Los linfocitos T son las principales células encargadas de regular y ejecutar la respuesta 

inmunitaria específica antitumoral. Estas células reconocen al antígeno presentado por las CPA 

en el contexto del CMH en órganos linfáticos secundarios. Allí, los LT naive en presencia de IL-

12 se diferencian a LTh1 capaces de reconocer antígenos peptídicos asociados a CMH-II 

(Germain and Hendrix 1991). En tejidos periféricossecretan grandes cantidades de INF-γ y TNF-

α con efecto antitumoral directo a través de, por ejemplo, la inducción de la producción de 

especies reactivas del oxígeno(Schattner, Mascarenhas et al. 1996, Hung, Hayashi et al. 1998). 

Sin embargo, su principal función en la respuesta antitumoral es la de generar e incrementar la 

respuesta inmunitaria específica mediada por LTc a través de su interacción directa con estas 

células o mediada por CPA o células NK. Los LTh activados expresan CD40L que interactúa con 

CD40 presente en la superficie de CD induciendo la expresión de CMH y moléculas de co-

estímulo, e incrementa la producción de citoquinas tales como IL-12 e IL-2 indispensables para 

la respuesta de LTc(Bennett, Carbone et al. 1998, Schoenberger, Toes et al. 1998, Toes, 

Schoenberger et al. 1998).En ciertas circunstancias son capaces también de reconocer al 

antígeno presentado por la misma célula tumoral induciendo la secreción de citoquinas 

antitumorales en el tumor(Kobayashi, Nagato et al. 2006), y de generar y mantener memoria 

inmunológica mediada por LT CD8+(Janssen, Lemmens et al. 2003, Shedlock and Shen 

2003).Por otro lado, los LTh son capaces de gatillar una respuesta humoral antitumoral en la 

que participan los LB. Esta respuesta mediada por anticuerpos específicosdesencadena la 
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muerte celular por activación del complemento o mediante citotoxicidad celular mediada por 

anticuerpos(Shishido, Varahan et al. 2012). 

Finalmente, son los LTc los principales responsables de ejecutar la respuesta antitumoral. 

Estos son capaces de reconocer la célula blanco a través de su receptor de membrana, e 

inducir su muerte a través de dos mecanismos: citólisis mediada por gránulos de 

perforina/grazima; o mediante la activación de receptores de la familia de TNF como TNFR, Fas 

o TRAIL. Asimismo, son capaces de secretar una serie de citoquinas pro-inflamatorias como por 

ejemplo INF-γ(Berke 1995, Kontny, Hammerle et al. 2001). 

6. Sistema inmunitario en pacientes con cáncer 

El microambiente tumoral “inmunosupresor”, clave para el desarrollo del cáncer, en 

algunos casos tiene expresión a nivel sistémico. De hecho, existe correlación entre la presencia 

de moléculas inmunosupresoras en suero comoIL-10 y el receptor soluble de IL-2 (sIL-2R), con 

el estadío de la enfermedad neoplásica(Berghella, Pellegrini et al. 1997, Pellegrini, Berghella et 

al. 1997). También se ha demostrado en pacientes con cáncer en estadios avanzados un 

desequilibrio en la respuesta inmunitaria Th1/Th2(Pellegrini, Berghella et al. 1996). En este 

sentido, los pacientes con melanoma metastásico tienen una menor activación de genes 

estimulados por interferón (ISG) y menor capacidad de fosforilación de STAT-1 en células 

inmunitarias circulantes(Critchley-Thorne, Yan et al. 2007, Critchley-Thorne, Simons et al. 

2009, Mortarini, Vegetti et al. 2009). A su vez, en pacientes con tumor de cabeza y 

cuello(Bergmann, Strauss et al. 2007, Chikamatsu, Sakakura et al. 2007) y melanoma(Fecci, 

Mitchell et al. 2006), se encontró mayor cantidad de LTreg en sangre periférica;en pacientes 

con CCR y cáncer de páncreas se observa un aumento en el número de granulocitos activados 

circulantes(Schmielau and Finn 2001) y de células mieloides supresoras(Nagaraj and 

Gabrilovich 2007), las que estarían implicadas en la supresión de la respuesta mediada por 

celulas T(Kusmartsev, Nagaraj et al. 2005, Sinha, Clements et al. 2007). 

7. Inmunoterapia 

La inmunoterapia contra el cánceres uno de los campos terapéuticos de mayor interés 

dentro de la oncología(Kirkwood, Butterfield et al. 2012). Básicamente, consiste en la 

manipulación del sistema inmunitario a fin de generar una respuesta antitumoral efectiva 

capaz de inducir regresiones tumorales objetivas duraderas y memoria inmunológica. Esta 

herramienta terapéutica se ha desarrollado activamente durante los últimos años 

demostrando gran efectividad en modelos animales, y resultados promisorios en la clínica. Sin 

embargo, a pesar de que en muchos casos se consiga estimular una respuesta inmunitaria 

específica, esta no siempre implica la reducción o eliminación del tumor. Esto es debido a que 

existen “barreras de defensa” en el tumor o en su miroambiente que generan una disociación 

entre la respuesta inmunitaria sistémica y el infiltrado inflamatorio presente en el seno 

tumoral (Lee, Yee et al. 1999, Morse, Hobeika et al. 2008). 

Las estrategias de inmunoterapia más utilizadas se centran principalmente en la 

estimulación inespecífica del sistema inmunitario con el uso de moléculas inmunomoduladoras 

y/o anticuerpos monoclonales(Callahan and Wolchok 2013), la estimulación antigénica 

específica mediante el uso de vacunas con CD por ejemplo(Vonderheide and Nathanson 2013), 
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o la aplicación de tratamientos con células como la terapia adoptiva con la infusión de 

linfocitos T efectores y NK(Sun, Beilke et al. 2009, Goff, Smith et al. 2010, Rosenberg 2011). 

1. Vacunas antitumorales basadas encélulas dendríticas 

La inmunoterapia con CD es una alternativa esperanzadora para el tratamiento del cáncer, 

aunque todavía no ha demostrado un beneficio clínico claro. Consiste en la diferenciación in 

vitro de células progenitoras de CD, su activación y cargado antigénico ex vivo, para luego ser 

inyectadas nuevamente en el paciente. Existen diversos protocolos de diferenciación y 

activación de las mismas, así como también distintas alternativas para dirigir la especificidad 

de la respuesta inmunitaria (figura 9)(Palucka and Banchereau 2012). Esta diversidad de 

protocolos de generacion de CD deriva en una gran heterogeneidad en los resultados 

alcanzados (Radford, Tullett et al. 2014).  

Diferenciación y maduración: la fuente y el medio de cultivo utilizados para la generación y 

maduración de las CD determina su posterior funcionalidad. El modo de obtención que 

parecería más adecuado para su posterior uso en un protocolo de vacunación son las células 

mononucleares de sangre periférica del propio paciente (PBMC). Otra posibilidad es su 

diferenciación a partir de células troncales hematopoyéticas, obteniendo una población celular 

que no parece ser la óptima para estos protocolos(Palucka and Banchereau 2013). 

Para la diferenciación y maduración a partir de PBMC se han utilizado diferentes coktails de 

citoquinas, siendo GM-CSF e IL-4 las más frecuentemente utilizadas (Sallusto and Lanzavecchia 

1994). Las CD así obtenidas presentan un fenotipo inmaduro por lo que requieren de un 

estímulo adicional para ser utilizadas como vacuna terapéutica(Zou and Tam 2002). La 

inoculación de CD inmaduras puede inhibir la respuesta inmunitaria mediada por LT CD8+ e 

inducir la aparición de LT específicos productores IL-10, citoquina con capacidad 

inmunosupresora(Dhodapkar, Steinman et al. 2001, Jonuleit, Giesecke-Tuettenberg et al. 

2001). Por el contrario, las CD maduras y activadas son capaces de inducir una respuesta LT 

CD8+ y CD4+ productores de INF-γ(Schuler-Thurner, Schultz et al. 2002). De este modo, se 

puede asegurar que el estado madurativo y de activación de las CD utilizadas en estos 

protocolos es determinante para la inmunización activa de los pacientes con cáncer (Figdor, de 

Vries et al. 2004).  

Activación: para la activación de CD se utilizan distintas moléculas o factores en forma 

aislada o combinadas entre sí. Estas moléculas pueden ser tan variadas como: i) productos de 

microbios que actúan vía TLR(Kim, Kim et al. 2011), lectinas tipo-C(Cambi and Figdor 2005), y 

NOD like receptors intracitoplasmáticos (NLRs) (revisado en Ting y cols.)(Martinon and Tschopp 

2005, Ting and Davis 2005, Delbridge and O'Riordan 2007, Mariathasan and Monack 2007); ii) 

células que incluyen subpoblaciones LT, NK, y LTγδ(Munz, Steinman et al. 2005) ; iii) productos 

celulares como CD40-L y citoquinas pro-inflamatorias como IL1-β, TNF, IL-6 y prostaglandina 

E2; y iv) productos de células muertas(Gallucci, Lolkema et al. 1999) que incluyen 

HSP(Srivastava and Maki 1991),high-mobility group box 1 protein (HMGB1)(Lotze and Tracey 

2005), β-defensina(Biragyn, Ruffini et al. 2002) y ácido úrico(Rock, Hearn et al. 2005). De todas 

estas, las moléculas más empleadas son IL-1β, IL-6, TNF, IFN-α, IFN-γ, PGE2 y poly 

I:C(Banchereau, Schuler-Thurner et al. 2001, Giermasz, Urban et al. 2009).  
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Fuente de antígeno: las fuentes de antígeno que pueden emplearse para el cargado de las 

CD son muy diversas: proteínas totales, lisado tumoral, péptidos restringidos por HLA, RNA, 

híbridos o fusiones celulares, entre otras(Timmerman and Levy 1999). Una de las 

estrategiasmás empleada consiste en la utilización de péptidos derivados de antígenos 

conocidos(Gilboa 1999). Esta fuente de antígenos presenta algunas limitaciones como la 

restricción a un tipo HLA determinado, el número limitado de antígenos conocidos y asociados 

al tumor, y la inducción de un repertorio limitado de clones de LT, acotando de este modo la 

respuesta antitumoral inducida. Es por esto que se postula que las CD cargadas con antígeno 

tumoral total podrían tener un beneficio agregado, permitiendo el procesamiento y selección 

de epitopes de forma “natural” dando como resultado una respuesta inmunitaria que 

involucre diversos clones de LT CD4+ y CD8+. En consonancia con esto, numerosos datos 

clínicos muestran que el uso de CD cargadas con mezclas antigénicas complejas (lisado de 

células tumorales, exosomas, células tumorales apoptóticas/necróticas, transfección con RNA 

total proveniente de células tumorales, hibridomas entre células tumorales y células 

dendríticas), genera una respuesta inmunitaria más eficaz(Nestle, Alijagic et al. 1998, Chiang, 

Benencia et al. 2010, Prins, Wang et al. 2013). Sin embargo, existen problemas de 

reproducibilidad de estos resultados dada la heterogeneidad en la población de CD empleadas, 

las variadas vías de administración y esquemas terapéuticos puestos en práctica. Además, la 

utilización de antígenos tumorales totales expone a las CD a un gran número de antígenos 

desconocidos, algunos de ellos capaces de inhibir su maduración asi como a la posibilidad de 

generar una respuesta autoinmune. 

Vía de administración: una vez inoculadas las CD, deben migrar al ganglio linfático donde 

harán la presentación antigénica a los linfocitos. Se han experimentado distintas alternativas 

para que esto ocurra de manera óptima como por ejemplo la administración de las CD por vía 

subcutánea o intradérmica, intravenosa(Chang, Osman et al. 2005), intratumoral(Mazzolini, 

Alfaro et al. 2005) e intraganglionar (Fong, Brockstedt et al. 2001, Bedrosian, Mick et al. 2003, 

Gilliet, Kleinhans et al. 2003). De todas estas la vía subcutánea y la inoculación periganglionar 

fueron las que demostraron mayor eficacia(Lesterhuis, de Vries et al. 2011) a pesar de que 

menos del 1% de las células inoculadas migran al GL regional(Morse, Coleman et al. 1999, de 

Vries, Lesterhuis et al. 2005). Para incrementar este porcentaje se han utilizado con relativa 

eficacia ciertas citoquinas como PGE2 y TNF-α(Scandella, Men et al. 2002, MartIn-Fontecha, 

Sebastiani et al. 2003), induciendo una mayor capacidad de migrar hacia el GL. 

 



Introducción 

 

 

Protocolos de vacunación con células dendríticas: fuente, diferenciación, moléculas de 

activación y cargado antigénico. Adaptada de Critical Reviews in Oncohematology 65 (2008) 

191–199. 

Resultados de ensayos clínicos:Hasta la fecha se han publicado numerosos ensayos clínicos 

basados en la administración de CD autólogas pulsadas con lisado tumoral para el tratamiento 

del carcinoma de cuello uterino(Santin, Bellone et al. 2005), carcinoma de riñón(Itsumi and 

Tatsugami 2010), melanoma(Redman, Chang et al. 2008), cáncer de próstata(Reyes, Salazar et 

al. 2013), sarcoma uterino(Hernando, Park et al. 2002), cáncer de ovario(Stiff, Czerlanis et al. 

2013), hepatocarcinoma(Iwashita, Tahara et al. 2003) y tumores sólidos pediátricos(Lasky, 

Panosyan et al. 2013). Este ha demostrado ser un tratamiento seguro, capaz de inducir una 

respuesta inmunitaria antitumoral y generar un pequeño porcentaje de respuestas clínicas 

objetivas(Timmerman and Levy 1999, Anguille, Smits et al. 2014). Demostró generar 

inmunidad específica y una pequeña proporción de respuesta tumoral duradera en pacientes 

con linfoma(Hsu, Benike et al. 1996, Timmerman, Czerwinski et al. 2002), melanoma 

metastásico(Nestle, Alijagic et al. 1998, Thurner, Haendle et al. 1999) y cáncer de pulmón de 

células no pequeñas(Fong, Hou et al. 2001). En pacientes con cáncer de próstata 

hormonoresistente el uso de una vacuna basada en CPA enriquecidas, cultivadas con una 

proteína de fusión entre fosfatasa ácida prostática y GM-CSF (factor estimulante de colonias 

de granulocitos y macrófagos)demostró beneficio en términos de sobrevida libre de 

enfermedad (Kantoff, Higano et al. 2010). Sin embargo, por su alto costo y su beneficio clínico 

discutido, no es aún una práctica clínica habitualaunque la FDA aprobó su comercializacion en 

Estados Unidos de Norteamérica (Holko and Kawalec 2014).  

2. Otras estrategias de inmunoterapia 

Por ser una estrategia que ha revolucionado el tratamiento del cáncer en la actualidad, 

haré una mención suscinta sobre el uso de anticuerpos monoclonales inmunoestimuladores 

como son ipilimumab y nivolumab (Perez-Gracia, Labiano et al. 2014). 
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Ipilimumab es un anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4 aprobado por la FDA para el 

tratamiento del melanoma avanzado en el año 2011(Hodi, O'Day et al. 2010). CTLA-4 (del 

inglés Citotoxic T Limphocyte Antigen) es un receptor de membrana presente en LT que inhibe 

el sistema inmunitario. Esta molécula es capaz de unirse a moléculas de co-estímmulo como 

CD80 y CD86, presentes en las CPA, con mayor afinidad que CD28. De esta manera, inhibe el 

estímulo secundario de los LT mediada por las CPA(Hodi, O'Day et al. 2010).  

Nivolumab es un anticuerpo monoclonal anti-PD-1. PD-1 (del inglés Programed Cell Death 

Protein) es una proteína de membrana perteneciente a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas presente en los linfocitos cuya función es la inhibición de la respuesta 

inmunitaria. El uso de nivolumab como inhibidor de esta molécula, aunque aún está en 

estudio, ha demostrado beneficios sorprendentes en muchos tipos de tumores como cáncer 

de pulmón  de células no pequeñas, melanoma y cáncer renal(Topalian, Hodi et al. 2012).
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2. Cáncer de colon 

1. Incidencia y mortalidad 

El cáncer de colon(CCR) es el tercer cáncer en frecuencia en varones y el segundo más 

frecuente en mujeres. Se diagnostican cerca de 13.558 casos por año en Argentina, lo que 

representa el 11,8% del total de tumores. La mortalidad asociada a esta patología se calcula 

cercana a las 6.900 personas/año (http://www.msal.gov.ar/inc/) (Jemal, Center et al. 2010). 

2. Edad y factores socio-económicos 

La edad es el factor demográfico más importante que incide en la aparición del CCR. De 

hecho, el CCR esporádico aumenta drásticamente por encima de los 45-50 años. Sin embargo, 

en los últimos años se ha registrado un aumento en la incidencia de esta patología en 

poblaciones más jóvenes probablemente debido, al menos en parte, a su diagnóstico más 

precoz (Lee, Fletcher et al. 1994, Davis, Marcet et al. 2011). 

La incidencia de CCR y su mortalidad es mayor en países desarrollados. Este hecho podría 

estar relacionado con el tipo de dieta con alto contenido graso, el consumo de carnes rojas, el 

sedentarismo y la obesidad, que se dan en estos países(Landis, Murray et al. 1998). 

3. Anatomía patológica 

1. Macroscopía 

A pesar de que el CCR se origina a partir de lesiones adenomatosas en general, su evolución 

puede adoptar diferentes patrones con un crecimiento tanto invasivo como expansivo. Los 

tumores del colon proximal habitualmente crecen como pólipos o masas exofíticas. Por el 

contrario, aquellos tumores que crecen en el colon izquierdo presentan más frecuentemente 

un crecimiento circunferencial. Así, la manifestación clínica más frecuente es constipación, 

diarrea u obstrucción intestinal(Carraro, Segala et al. 2001, Katoh, Yamashita et al. 2011). A 

pesar de estas diferencias en su apreciación macroscópica, los tumores derechos e izquierdos 

son similares en cuanto a su pronóstico(Weiss, Pfau et al. 2011). 

2. Microscopía 

La variedad histopatológica más frecuente es el adenocarcinoma. El grado de diferenciación 

histológica se basa en su capacidad de formar estructuras glandulares y la morfología celular 

(citología). Los tumores bien o moderadamente diferenciados presentan un patrón glandular, 

los indiferenciados están constituidos por formaciones sólidas con cordones celulares, 

marcada atipía y pleomorfismo celular, y un alto índice mitótico. Existen algunos tumores que 

producen gran cantidad de mucina. Generalmente tienen un comportamiento localmente 

invasivos y una menor respuesta al tratamiento quimioterápico tanto adyuvante como 

neoadyuvante(Shin, Yu et al. 2011, Lee, Han et al. 2013).Se pueden hallar también otros tipos 

histológicos, como el carcinoma adenoescamoso, tumor neuroendócrico y el carcinoma 

medular. 

4. Patrón de diseminación y estadio de la enfermedad 
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El CCR se disemina por vía linfática y hemática, por contigüidad y transperitoneal. El sitio 

más frecuente de diseminación son los ganglios linfáticos regionales, hígado y pulmón. Por vía 

hematógena drenan en primer lugar en el hígado. Son una excepción los tumores que crecen 

en el tercio inferior del recto, que pueden metastatizar a pulmón directamente debido al 

drenaje venoso de la vena hemorroidal inferior a la vena cava inferior. 

Para su estatificación se usa actualmente el sistema TNM de la AJCC / UICC basada en datos 

clínicos y anatomopatológicos. Considera la profundidad de la lesión, el número de ganglios 

linfáticos afectados y la presencia de metástasis a distancia. Estaforma de estadificar da 

información pronóstica y terapéutica(https://cancerstaging.org). 

 

5. Manifestaciones clínicas 

El CCR se detecta habitualmente en tres contextos clínicos: por la presencia de síntomas 

y/o signos sugestivos;porsu búsqueda activa a través del  tamizaje en pacientes asintomáticos 

de riesgo; o de urgencia por perforación, obstrucción o sangrado agudo gastrointestinal. La 

forma de diagnóstico más frecuente es por síntomas o por sangrado oculto en materia fecal. 

Sin embargo, el rastrillaje ha demostrado ser eficaz en la prevención y el diagnóstico precoz de 

CCR en pacientes asintomáticos(Levin, Lieberman et al. 2008). La videocolonoscopía en 

pacientes asintomáticos de riesgo disminuye un 18% (11-25%; IC: 95%) la incidencia y un 21% 

(20-35%) la mortalidad por CCR(Brenner, Stock et al. 2014).   

6. Tratamiento 

El tratamiento del CCR varía según el estadio de la enfermedad. Al momento del 

diagnóstico, en el 80% de los casos, se encuentra localizado, es decir confinada al colon y/o 

ganglios linfáticos regionales, y el único tratamiento curativo es el quirúrgico. En ciertos casos 

con alto riesgo de recaída pueda requerirse también quimioterapia adyuvante(Berger, 

Sigurdson et al. 2005). El restante 20% de los pacientes a los que se les diagnostica CCR se 

presentan con enfermedad metastásica de inicio. Los sitios más frecuentes de metástasis son 

hígado, pulmón, ganglio linfático y peritoneo. En este estadio la enfermedad es incurable, 

adquiere mayor importancia el tratamiento quimioterápico y, eventualmente, quirúrgico, con 

una supervivencia a 5 años del 10% aproximadamente(Sargent, Kohne et al. 2009).

https://cancerstaging.org/
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3. Microambiente tumoral 

El microambiente tumoral es el conjunto de elementos que constituyen un tumor. 

Clásicamente se ha considerado a las células tumorales como el principal elemento de este 

sistema. Sin embargo, en el tumor co-existen un gran número de elementos celulares y no 

celulares que evolucionan e interaccionan junto a las células neoplásicas. Actualmente se 

reconoce la importancia de cada uno de estos elementos y, más específicamente aún, las 

relaciones que se establecen entre ellos como un factor clave durante la carcinogénesis, la 

progresión de una neoplasia y su respuesta al tratamiento(Junttila and de Sauvage 2013). De 

modo esquemático y a fin de comprender este complejo sistema se pueden identificar cinco 

elementos: células tumorales, matriz extracelular, células inflamatorias, vasos sanguíneos y 

factores solubles (figura 10). 

1. Célula tumoral 

 Una neoplasia se origina a partir de la proliferación clonal de una célula con una alteración 

genética germinal y/o somática. A pesar de esto, en un mismo tumor coexisten células con 

diferente potencialidad proliferativa y/o de auto-renovación. Se postulan dos modelos que 

explicarían este hecho: el modelo estocástico y el modelo jerárquico. El modelo estocástico 

postula que todas las células tumorales tienen el mismo potencial de iniciar y mantener el 

crecimiento tumoral pero su actividad se determina a partir de factores extrínsecos dados por 

el microambiente tumoral (células del sistemainmunitario, factores de crecimiento, estado de 

oxigenación, etc) y/o factores intrínsecos (ej: momento del ciclo celular en el que se 

encuentra)(Anderson, Weaver et al. 2006). El modelo jerárquico propone una jerarquía 

funcional de los distintos tipos celulares. Existiría distinta capacidad proliferativa de forma 

análoga a lo que sucede en tejidos normales. Las células maduras con muy baja capacidad 

proliferativason reemplazadas por un pool de progenitores rápidamente proliferativos que a 

su vez se mantienen por un pequeño grupo de células troncales, las que poseen mayor 

capacidad de proliferar y de diferenciarse. De acuerdo a este modelo un tumor mantiene esta 

misma jerarquía con un grupo de células que son biológicamente diferentes a la población de 

células que forman la masa tumoral, con capacidad de auto-renovación, manteniendo su 

potencialidad proliferativa en las células hijas(Greaves and Maley 2012). 

2. Fibroblastos asociados al tumor (FAT) 

Los fibroblastos, células de origen mesenquemático, componen y mantienen la estructura 

de los tejidos. En situación basal o quiescente secretan una serie de sustancias que actúan en 

forma autócrina y/o parácrina con efecto antitumoral(Dotto, Weinberg et al. 1988). Debido a 

su gran plasticidad, los FAT, adquieren características particulares como una mayor capacidad 

proliferativa, de producir matriz extracelular y de secretar citoquinas claves que pueden 

facilitar  el crecimiento tumoral. Los FAT secretan TGF-β (del inglés transform growth factor) 

que actúa sobre las células epiteliales provocando por un lado el arresto celular y 

apoptosis(Bierie and Moses 2010) y, por otro, inducen un fenotipo mesenquimático que se 

denomina transición epitelio-mesenquimal. Esta transformación fenotípica da a los tumores un 

comportamiento más agresivo y con mayor capacidad de generar metástasis(Bierie and Moses 

2010, Gao, Vahdat et al. 2012). De hecho, el aumento de células estromales ha sido 

correlacionado con mal pronóstico en pacientes con cáncer de páncreas(Fujita, Ohuchida et al. 
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2010) y mama(Yamashita, Ogawa et al. 2012). Se ha descripto tambien para los FAT un potente 

efecto pro-angiogénico mediado por la secreción HGF (factor de crecimiento hepatocitario), 

VEGF (factor de crecimiento endotelio vascular) y SDF-1 (factor derivado de células estromales 

I)(Orimo, Gupta et al. 2005, Polanska and Orimo 2013). 

3. Matriz extracelular (MEC) 

La matriz extracelular es el conjunto de moléculas secretadas por las células que se 

encuentran en el espacio extracelular. Su función es proveer sostén estructural y bioquímico a 

las células, y sirve como sustrato para la adhesión, la comunicación y diferenciación celular. 

Por MEC se entiende matriz intersticial, presente en el espacio intercelular, y la membrana 

basal, sitio particular y especializado de la MEC a la que se adhieren las células epiteliales. Uno 

de los primeros eventos en la formación del microambiente tumoral es el remodelado de la 

MEC generando un entorno dinámico que facilita el inicio y la progresión tumoral. Se ha 

demostrado ciertas propiedades o características de la MEC pueden impactarsustancialmente 

sobre el comportamiento tumoral y la respuesta al tratamiento(Anderson, Weaver et al. 

2006).De hecho, la MEC es remodelada en forma continua por enzimas con actividad 

proteolítica perteneciente a familias de proteasas. Las proteasas dependientes de metales 

(metaloproteasas) son las más relevantes y las que han sido descriptas en la gran mayoría de 

los tumores malignos como responsables de la degradación de la MEC. Las serinas-proteasas y 

las catepsinas, son otras dos familias de proteasas menos estudiadas. En general, las proteasas 

que intervienen en el proceso de invasión tumoral son idénticas a las que intervienen en 

procesos fisiológicos de remodelado tisular pero con aumento en su actividad, alteración en 

algunos de los mecanismos de regulación de su expresión y/o actividad, cambios en la 

compartimentalización (actividad enzimática en sitios no usuales), etc. Durante el proceso de 

degradación de la matriz se liberan también factores de crecimiento que actúan sobre las 

células tumorales y no tumorales, y amplifican el proceso de crecimiento e invasión 

tumoral(Klein, Vellenga et al. 2004, Kessenbrock, Plaks et al. 2010).  

La MEC está compuesta por cuatro macromoléculas principales: sistema colágeno, fibras 

elásticas, glicosaminoglicanos (GAG) y proteoglicanos, y glicoproteínas(Scott 1995).  

El colágeno y el sistema elástico son el componente más abundante y en conjunto forman 

el armazón de la MEC. Existen 25 tipos diferentes de colágenos siendo el más abundante el de 

tipo I, componente del tejido conectivo. Estees secretado por las células al espacio extracelular 

en forma de pro-colágeno que al ser clivado se transforma en colágeno. Numerosas moléculas 

de colágneo unidas pueden adoptar su estructura fibrilar (fibrinas). Las fibrinas se unen entre 

sí para formar fibras de colágeno. Existe también colágeno no fibrilar cuya función es unir 

fibras de colágeno entre sí y con otros componentes de la MEC. La membrana basal está 

formada por colágeno tipo IV, estructura más flexible que las fibras de colágeno. En el sistema 

elástico la proteína principal se denomina elastina, la cual abunda en tejidos y órganos con 

capacidad elástica(Kielty, Sherratt et al. 2002). 

Los glicosaminoglicanos son polímeros de disacáridos con una alta densidad de cargas 

negativas capaces de unir agua y cationes. Los que estan unidos a una proteína se los conoce 

como proteoglicanos. El único GAG que se conoce como cadena de polisacáridos pura es el 

ácido hialurónico (AH). Los GAG unidos a proteínas son el heparán sulfato, dermatán sulfato y 
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el queratán sulfato. Participan en el equilibrio hidroelectrolícito y ácido-base de la MEC. Las 

glicoproteínas actúan como moléculas de adhesión, importantes en la interacción célula-célula 

y célula-matriz. Las más importantes son la fibronectina y la laminina.  

Existen también en la MEC proteínas no estructurales capaces de modular una gran 

variedad de procesos biológicos. En el contexto del tumor son expresadas de forma diferencial 

durante su desarrollo y su efecto es altamente influenciado por el entorno en el que se 

encuentren. Son secretadas por las  mismas células tumorales, o por células del estroma como 

los FAT o los macrófagos asociados al tumor (MAT), y están implicadas en la inducción de la 

proliferación, invasión, remodelado de la MEC y diseminación tumoral(Wong and Rustgi 

2013).Además, la MEC contiene otras proteínas que interactúan con receptores de membrana 

celular, estableciéndose un verdadero “diálogo” entre la MEC y las células del entorno 

transfiriendo información de uno a otro lado. Ciertas proteínas de matriz activan receptores 

tirosín kinasa como integrinas, EGFR o FAK presentes en las células tumorales, afectando las 

migración, la proliferación y la capacidad de metastatizar de estas células(Pupa, Menard et al. 

2002, Alphonso and Alahari 2009). 

4. Infiltrado inflamatorio 

En diferentes tipos de tumores el tipo y grado del infiltrado inflamatorio puede tener 

correlación clínica, valor pronóstico y/o predictivo (ver cap. 1.1.4.4). En este sentido, los 

grupos celulares que componen el infiltrado inflamatorio más estudiados son los linfocitos, los 

macrófagos asociados al tumor (MAT) y las células mieloides supresoras (MDSC).  

Los linfocitos son las principales células efectoras de la inmunidad adquirida o específica. 

Como se explicó previamente, estos pueden ser linfocitos efectores LTc, LTh o LTreg. Por su 

papel inmunosupresor en esta sección nos detendremos en estos últimos. Los LTreg se 

identifican por ser células CD4+/CD25+/FOP3 (forkhead ⁄ winged helix transcription factor)+. 

Pueden originarse en el timo como LTreg (centrales) o ser linfocitos efectores que sufren un 

cambio fenotípico en un tejido periférico (LTreg periférico). Los LTreg se caracterizan por 

suprimir la respuesta inmunitaria a través de la secreción de IL-10. En sangre periférica 

corresponde al 5-10% de los linfocitos CD4+ y, del 20% al 30% dentro del tumor. Se ha 

demostrado que la relación LT eff / LT FOXP+ es un marcador pronóstico en algunos 

tumores(Naito, Saito et al. 1998, Nakano, Sato et al. 2001, Sato, Olson et al. 2005). 

Los MAT son claves en la génesis tumoral a partir de procesos de inflamación crónica. Se los 

encuentra principalmente en sitios de hipoxia y son atraídos por quemoquinas como MCP-1 

(monocyte chemoattractant protein-1), M-CSF (monocyte colony stimulating factor), G-CSF 

(granulocyte colony stimulating factor), y VEGF (vascular endothelial growth factor)(Leek and 

Harris 2002). Estas moléculas son secretadas por los FAT y otras células del sistema 

inmunitario. Pueden promover el crecimientotumoral a través de la producción de factores 

pro-angiogénicos, la secreción de enzimas para el remodelado de la MEC y la supresión del 

sistema inmunitario. En general, su presencia en el tumor se asocia a peor pronóstico(Zhang, 

Gao et al. 2011, Zhang, Wang et al. 2011). 

Las MDSC constituyen una población heterogénea de células inmaduras compuesta por 

macrófagos, granulocitos, CD y otras poblaciones de origen mieloide en estadios tempranos de 
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diferenciación que ejercen una actividad inmunosupresora en el microambiente 

tumoral(Gabrilovich and Nagaraj 2009). En ratones, las MDSC se definen como células con un 

fenotipo Gr-1+ CD11b+ que se acumulan en el bazo, y en algunos casos en ganglios linfáticos de 

animales portadores de tumor(Gabrilovich, Velders et al. 2001). Las MDSC endocitan proteínas 

solubles in vivo, las procesan y luego presentan los epitopes antigénicos e inducen anergia en 

los linfocitos T. Además promueven la expansión de células T reguladoras CD4+CD25+ Foxp3+in 

vivo de manera dependiente de la presencia de IFN-α e IL-10(Huang, Pan et al. 2006). 

 

 

 

5. Vasos sanguíneos 

La red de vasos que irriga un tumor es heterogénea, dinámica y, muchas veces, limitante 

del crecimiento tumoral(Ferrara and Kerbel 2005). El mecanismo principal por el que se 

forman es a partir de vasos pre-existentes por brotación (angiogénesis). Sin embargo pueden 

generarse también a partir del reclutamiento y diferenciación de células progenitoras 

endoteliales (vasculogénesis), por división de vasos pre-existentes (intususcepción), por 

encarcelamiento de vasos presentes en el tejido no tumoral que es rodeado por el tumor 

(ocurre en tejidos altamente vascularizados; se lo denomina coaptación), a partir de células 

endoteliales y células tumorales que adoptan un fenotipo endoteliode (mosaisismo) o a partir 

de células tumorales completamente (mimetismo vascular)(Carmeliet and Jain 2011, Kushner 

and Bautch 2013). 

Es probable que así como en los tejidos del sistema se encuentran vasos con características 

específicas, esta misma situación se repita en los tumores(Rosenberg and Aird 1999). La 

formación de vasos anormales y pobremente diferenciados asociada a la gran tasa de 

replicación celular habitualmente presente en una neoplasia genera un limitado aporte de 

nutrientes y numerosas áreas de hipoxia contribuyendo a la heterogeneidad intra-tumoral e 

inter-tumoral. Esta heterogeneidad tiene implicancias pronósticas y terapéuticas. De hecho, la 

densidad de vasos es un factor de mal pronóstico en pacientes con carcinoma de pulmón de 

células no pequeñas(Meert, Paesmans et al. 2002), CCR(Des Guetz, Uzzan et al. 2006) y cáncer 

de mama(Uzzan, Nicolas et al. 2004). Además, la elevada expresión de VEGF-A, ligando pro-

angiogéncio, se ha asociado a un peor pronóstico en CCR, pulmón y renal(Hegde, Jubb et al. 

2013). 



Introducción 

 

 

Microambiente tumoral en esquema. 
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4. Acido hialurónico 

1. Características físico-químicas 

El ácido hialurónico, miembro de la familia de los glicosaminoglicanos (GAG), está 

compuesto por una cadena linear de disacáridos (ácido glucurónico o AGlc, y N-

acetilglicosamina o NAcGlc) (figura 11) (Fraser, Laurent et al. 1997).Cada disacárido posee una 

masa molecular de 400 daltons (Da) y una longitud aproximada de 1 nm. El número de 

disacáridos que puede alcanzar una molécula de AH es de 25.000con un peso molecular de 107 

Da y una medida de hasta 25 µm(Laurent, Laurent et al. 1996). A pH neutro su carga es 

negativa, y se diferencia del resto de los GAG por su gran longitud y por carecer de grupos 

sulfatos(Fraser, Laurent et al. 1997).Consecuencia de esto es que las soluciones ricas en AH 

poseen gran viscosidad, elasticidad y capacidad de retener moléculas de H20(Fraser, Laurent et 

al. 1997).Además, y a pesar de su simple estructura química, se ha demostrado que AH regula 

una gran variedad de procesos biológicos como el crecimiento, adhesión, migracióny 

diferenciación celular(Laurent, Laurent et al. 1996, Fraser, Laurent et al. 1997, Termeer, 

Sleeman et al. 2003, Itano 2008, Stern 2008, Volpi, Schiller et al. 2009), e interviene en otros 

procesos fisiopatológicos más complejos como la reparación de heridas, inflamación e 

inmunidad(Termeer, Sleeman et al. 2003, Itano 2008). Los efectos de AHestán asociados a su 

peso molecular y su concentración, el tipo de tejido en que se encuentra y su localización 

respecto a la célula(Itano 2008). 

En situaciones fisiológicas está presente en el organismo en su forma nativa de alto peso 

molecular (AH APM), con una masa molecular que varía entre 0,5x106 y 107Da. Sin embargo, en 

algunas circunstancias puede hallarse como una molécula de bajo peso molecular (AH BPM), 

con una masa que varíaentre 1x104 y 0,5 x 105. Este último está asociado a procesos 

fisiopatológicos como inflamación y cáncer, teniendo un efecto pro-angiogénico y pro-

inflamatorio(Tammi, Day et al. 2002). Se pueden encontrar fragmentos más pequeños 

conocidos como oligómeros (≥104 Da), con efectos similares al AH-BPM(Termeer, Benedix et 

al. 2002, Fieber, Baumann et al. 2004, Matou-Nasri, Gaffney et al. 2009). 

 

Ácido hialurónico. Estructura química. 

2. Biosíntesis y degradación 



Introducción 

 

La tasa de renovación de AH es importante en el mantenimiento de la homeostasis de los 

tejidos. De hecho, si bien su catabolismo varía de tejido en tejido, se calcula que un 30% del AH 

total del organismo es reemplazado diariamente(Tammi, Day et al. 2002). En este proceso 

participan de forma coordinada  mecanismos de síntesis y degradación. 

En mamíferos, AH puede ser sintetizado por tres isoenzimas (HAS-1, HAS-2 y HAS-3). Estas 

enzimas, proteínas integrales de membrana, agregan AGlc y NAcGlc a la cadena de AH que 

crece desde la membrana celular hacia el espacio extracelular, usando UDP-AGlc y UDP-NAcGlc 

como sustrato(Weigel and DeAngelis 2007).El primer, y más importante paso, en la regulación 

de la síntesis de AH es la expresión de HAS. Luego existen cambios de tipo post transcripcional 

y/o en el transporte a la membrana celular de esta proteína, así como cambios en la 

disponibilidad del sustrato, que afectan la síntesis de AH(Vigetti, Ori et al. 2006, Jokela, 

Jauhiainen et al. 2008, Tammi, Passi et al. 2011). Las diferentes isoenzimas poseen una 

homología estructural del 55-70%(Spicer and McDonald 1998). Desde un punto de vista 

funcional, la principal diferencia entre ellas radica en la cantidad y tamaño de AH capaz de 

sintetizar. HAS-1 y HAS-3 producen AH BPM principalmente (2-20 x 105 Da). Por el contrario 

HAS-2 produce AH de mayor peso molecular (≥ 2 x 106) (Itano 2008) (figura 12). 

La degradación de AH ocurre por procesos enzimáticos y no enzimáticos. Las enzimas con 

actividad hidrolasa que degradan AH son endoglicosidasas o hialuronidasas (Hyal), y 

exoglicosidasas. En humanos se han descripto 6 genes para Hyal: Hyal1, Hyal2, Hyal3, Hyal4, 

Hyal-P1 y Hyal-PH20 (específico del esperma). Sin embargo, solo se ha demostrado actividad 

enzimática hialuronidasa en el producto de tres secuencias: Hyal1, Hyal2 y Hyal-PH-20. Hyal2, 

presente en la membrana de células somáticas, cataboliza AH presente en el espacio 

extracelular generando fragmentos de entre 50 y 100 disacáridos (20 kDa aproximadamente). 

Hyal1, presente en el interior de los lisosomas, degrada AH de cualquier peso molecular 

generando tetrasacáridos como producto final más frecuente. Estas enzimas pueden actuar de 

manera secuencial, es decir que los productos de la acción de Hyal2 son metabolizados en el 

compartimento lisosomal por Hyal1, o en forma individual por vías separadas. Hyal-PH20, 

presente en el esperma,  es necesaria para la fertilización del óvulo(Stern 2008).  
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Representacion esquematica del proceso de síntesis y degradación de ácido hialurónico.  

Existen dos exoglicosidasas que actúan sobre la cadena de AH en el lisosoma: N-

glucuronidasa y β-N-acetilglicosidasa. Estas enzimas remueven secuencialmente unidades de 

azúcar del extremo no reducido de la cadena de AH que se genera por acción de las Hyal(Stern 

and Jedrzejas 2006) (figura 12). 

Existen también mecanismos no enzimáticos de degradación de AH como son las especies 

reactivas del oxígeno tales como anión superóxido(Rees, Hawkins et al. 2004), peróxido de 

hidrógeno(Hawkins and Davies 1996), radical hidroxilo(Al-Assaf, Meadows et al. 2000), óxido 

nítrico(Vilar, Ghael et al. 1997), etc. 

3. Funciones 

Si bien AH se concentra particularmente en el espacio pericelular de células en proliferación 

y migración, se puede ubicar en la MEC, en la superficie celular y dentro de la célula. Por esto 

puede afectar el comportamiento celular de tres modos: i) modificando las propiedades 

biomecánicas del espacio extra y pericelular; ii) mediante la acción directa sobre receptores de 

membrana que gatillan cascadas de señalización intracelular; y, por último, iii) actuando desde 

dentro de la célula sobre receptores intracelulares. 

Clásicamente se ha reconocido a AH como una molécula netamente estructural presente en 

el estroma de los tejidos. En la MEC tiene una clara función de sostén, influyendo en su 

hidratación y sus características fisicoquímicas, particularmente en el humor vítreo del ojo, el 

líquido sinovial en las articulaciones y en la dermis(Fraser, Laurent et al. 1997). Además, 

interactúa con otros componentes de la MEC como versican, neurocan y agrecan formando 

complejos glicoproteicos que la estructuran tridimensionalmente(Day and Prestwich 2002). 
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Por medio de su interacción con receptores celularesAH señaliza por diferentes vías 

actuando principalmente sobre la motilidad y la supervivencia de distintos tipos celulares, y 

regulando la expresión de genes implicados en procesos inflamatorios como por ejemplo IL-1, 

IL-8, MIP-1α y metaloproteasas(Sohara, Ishiguro et al. 2001, Toole and Hascall 2002, 

Bourguignon, Singleton et al. 2003). Se ha identificado la expresión diferencial de HA en 

ovocitos previo a la ovulación, en células en estado proliferativo o en migración durante la 

morfogénesis, el remodelamiento y la reparación de tejidos(Toole 2001, Slevin, Krupinski et al. 

2007). Sobre células endoteliales el efecto de AH varía según se trate de AH BPM o AH APM. 

AH BPM estimula la migración y proliferación, e induce la formación de vasos, a través de la 

activación de CD44 y RHAMM ((del inglés: receptor for hayluronic- acid- mediated- motility) 

que activan a su vez la transcripción de genes de respuesta temprana como c-fos y c-jun. En 

contraposición, la pre-incubación de estas células con AH APM neutraliza estos efectos(Deed, 

Rooney et al. 1997, Savani, Cao et al. 2001, Slevin, Kumar et al. 2002). 

 

Esquema de los receptores y funciones de ácido hialurónico. Adaptado de Mini Rev Med 

Chem. 2009. 

También se describe la presencia de AH en el espacio intracelular en relación al ciclo 

celular. Podría llegar a este compartimento porsíntesisde novo o por endocitosis. Durante la 

fase G2/M se observa mayor concentración intracelular, en relación a los haces mitóticos y a 

RHAMM, lo que hace pensar que podría cumplir una función la estabilización de los usos 

mitóticos(Brecht, Mayer et al. 1986, Maxwell, Keats et al. 2003).  
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4. Receptores 

La gran heterogeneidad de fenómenos biológicos que desencadena y en los que participa 

AH se debe, en gran medida, a la diversidad de moléculas a las que es capaz de unirse. Estas 

presentan diferencias de expresión en los distintos tejidos, localización celular, especificidad, 

afinidad y mecanismos de regulación, lo que agrega complejidad al sistema(Day and Prestwich 

2002) (figura 13) 

CD44 es el principal receptor de AH, y el mejor caracterizado. Es una glicoproteína 

transmembrana de 90 kDa codificada por un único gen ubicado en el brazo corto del 

cromosoma 11. Se encuentra en una gran variedad de tipo celulares como linfocitos T, 

granulocitos, monocitos, fibroblastos, queratinocitos y células epiteliales. Participa en 

múltiples procesos fisiológicos y patológicos como la adhesión y migración celular, la 

hematopoyesis y en la progresión tumoral(Yasuda, Nakano et al. 2002).  Presenta múltiples 

isoformas producto de splicing alternativo entre 12 de 20 exones(Ponta, Sherman et al. 2003). 

Estructuralmente se compone por un dominio extracelular capaz de unir AH (exones 1-5 y 16), 

un dominio transmembrana (exón 18) y un dominio citoplasmático (exón 20). La forma 

estándar y que se encuentra como con más frecuencia se denomina CD44st. Las isoformas se 

denominan CD44v1-10 y varían en su porción proximal extracelular(Fox, Fawcett et al. 1994). 

Algunas isoformas, como CD44v-9 y CD44v-6, se han asociado aprocesos 

metastásicos(Wielenga, Heider et al. 1993, Khan, Cook et al. 2005). Su capacidad de unir AH 

depende de la célula que lo expresa, la isoforma, la densidad de expresión y su glicosilación. Se 

pueden reconocer tres estados del receptor: i) forma activa que une AH constitutivamente, ii) 

forma inducible que une AH después de su estimulación con un factor inductor (ej: TNF), iii) 

forma inactiva quees incapaz de unir AH(English, Lesley et al. 1998, Katoh, Miyagi et al. 1999, 

Lesley, Hascall et al. 2000, Ponta, Sherman et al. 2003). Luego de ser estimulado, CD44 

interactúa con proteínas del citoesqueleto y/o gatilla cascadas de señalización intracelular a 

través de su dominio intracitoplasmático. 

Existen además otras moléculas que comparten con CD44 el denominado “sitio de unión” a 

AH. LYVE-1(del inglés: lymphatic-vessel endothelial hyaluronan receptor 1), el segundo 

receptor descripto con este dominio, es expresado en células endoteliales y participa en la 

degradación de AH(Prevo, Banerji et al. 2001). Los proteoglicanos agrecan, versican, brevican y 

neurocan, componentes de la MEC, forman grandes complejos glicoproteicos por su unión a 

AH. La proteína inducida por TNF (TSG-6) es secretada en respuesta a estímulos inflamatorios y 

une AH. Participa en la migración leucocitaria y el remodelado de la MEC(Day and Prestwich 

2002, Ponta, Sherman et al. 2003). 

Otros receptores en cambio, sin compartir el “sitio de unión” específico a AH, son capaces 

de interactuar con esta molécula. Son ejemplo de estos la glicoproteína inhibidor-inter-α (I-α-

I), y el receptor intracelular RHAMM. I-α-I es un proteoglicano con función inhibidor serina 
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proteasa compuesto por un condroitín sulfato ligado a bikunin y dos cadenas pesadas (HC1 y 

HC2, del inglés heavy chains). Es capaz de unirse a AH de forma covalente como no covalente. 

RHAMM es principalmente un receptor intracitoplasmático e intranuclear, pero puede ser 

expresado en forma transitoria en la membrana celular. Participa en procesos de migración y 

proliferación celular(Day and Prestwich 2002, Zhou, Weigel et al. 2002).  

AH puede actuar también de manera indirecta sobre otros receptores. Por ejemplo su 

unión a CD44 induce la interacción con TLR2/4 que señaliza a través de la vía MyD88 y activa 

NFκB con la consecuente expresión de genes y producción de citoquinas y quemoquinas pro-

inflamatorios(Termeer, Benedix et al. 2002, Bourguignon, Wong et al. 2011). AH-CD44 

interactúa también con EGFR resultando en un incremento en la motilidad celular a través de 

la vía PKC/Akt(Kim, Lee et al. 2008). 

5. Ácido hialurónico y cáncer 

Como ya fue mencionado un tumor es un complejo sistema en el que interactúan 

elementos celulares como son las células tumorales, fibroblastos, células endoteliales, células 

del sistema inmunitario, y elementos no celulares como citoquinas, quemoquinas, factores de 

crecimiento y diferentes moléculas que conforman la MEC(Zou 2005, Laconi, Doratiotto et al. 

2008). Este sistema genera un “ambiente” particular en el tumor, conocido como 

“microambiente tumoral”, que determina su capacidad de crecer y metastatizar(Zou 2005).  

AH es un componente importante del microambiente tumoral. De hecho, en cáncer de 

mama, ovario, próstata, páncreas, colon y estómago la síntesis de AH se encuentra exacerbada 

con una relación Has/Hyal aumentada(Boregowda, Appaiah et al. 2006, Itano and Kimata 

2008). Aunque no se conoce con exactitud cuál el mecanismo, ha sido implicado en el proceso 

de progresión tumoral. La expresión elevada de HAS está asociado a tumores más agresivos en 

el caso del cáncer de colon, mama, melanoma y mesotelioma(Itano, Sawai et al. 1999, 

Yamada, Itano et al. 2004, Bharadwaj, Rector et al. 2007). Por otra parte, una excesiva 

degradación de AH o un aumento en la actividad de Hyal da como resultado la generación de 

fragmentos de AH u oligómeros que inhiben la señalización que genera AH APM(Ghatak, Misra 

et al. 2002). Estos oligómeros podrían afectar directamente la sobrevida de las células 

tumoralres induciendoapoptosis(Alaniz, Garcia et al. 2006). Paradójicamente se ha 

demostrado que la sobreexpresión de Hyal en cáncer de próstata, vejiga, y cabeza y cuello, 

promueve la invasión tumoral(Lokeshwar, Lokeshwar et al. 1996, Pham, Block et al. 1997, 

Franzmann, Schroeder et al. 2003). 

El rol de AH en el tumor es complejo y depende de su concentración, de su peso 

molecular(Toole, Ghatak et al. 2008) y de su capacidad de interactuar con otras proteínas de la 

MEC (ej: TSG-6, SHAP)(Obayashi, Yabushita et al. 2008). Su localización (intra o extracelular) es 

otra característica importante que influye en su efecto biológico(Evanko and Wight 1999, 

Hascall, Majors et al. 2004, Day and de la Motte 2005). Algunos reportes dan cuenta de que AH 

facilitaría la tumorogénesis por su interacción con numerosos receptores como CD44, 

RHAMM, LYVE-1, TLR-2 y TLR-4(Day and de la Motte 2005). Los mecanismos que podrían estar 

implicados son: i) la estimulación de la proliferación y la resistencia a la apoptosis de las células 

tumorales por la activación de la vía de señalización de sobrevida como MAPK, y PI3K/AKT(Yu, 

Toole et al. 1997, Fujita, Kitagawa et al. 2002, Bourguignon, Singleton et al. 2003, Toole 2004); 



Introducción 

 

ii) estimulación de la migración e invasión a través de la estimulación de la expresión de 

metaloproteasas y el rearreglo de proteínas del citoesqueleto como ankirina y Tiam-

1(Bourguignon 2001, Zhang, Thant et al. 2002); iii) modulación de genes de resistencia a 

multidrogas como MDR o MRP: mientras que AH-APM refuerza la actividad de MDR, los 

fragmentos de AH tienen el efecto contrario(Misra, Ghatak et al. 2003, Cordo Russo, Garcia et 

al. 2008); iv) promoción de la angiogénesis a través de la estimulación de la proliferación y 

migración de células endoteliales por la inducción de la señalización de FAK y ERK(Savani, Cao 

et al. 2001, Slevin, Kumar et al. 2002). 

Probablemente la concentración y el balance entre AH APM y AH BMP, u oligómeros de AH, 

determine el rol de esta molécula en la progresión tumoral y la respuesta inmunitara (Laconi, 

Doratiotto et al. 2008). 

6. Modulación de la respuesta inmunitaria antitumoral 

La falla en el reconocimiento y la destrucción de las células tumorales por parte del sistema 

inmunitario puede llevar al “escape” tumoral(Rabinovich, Gabrilovich et al. 2007). AH en sus 

diferentes formas es un potente regulador de la respuesta inmunitaria (Mummert 2005) y 

podría estar implicado en este proceso. Afecta la adhesión, proliferación, migración y 

activación de diversas células inflamatorias que expresan sus receptores (CD44, TLR-2, TLR-

4,RHAMM, etc)(Jiang, Liang et al. 2007). 

Las células mononucleares de sangre periférica en presencia de TNF-α, IL-2 e INF-γ 

secretado por linfocitos activados incrementan su capacidad de adhesión a AH(Levesque and 

Haynes 2001). Este participa en el reclutamiento y retención de leucocitos en sitios de 

inflamación(Mikecz, Brennan et al. 1995), y concretamente, AH y versican en forma conjunta 

facilitan la adhesión, migración y activación de macrófagos asociados al tumor(Kobayashi, 

Miyoshi et al. 2010). Además, fragmentos de AH a través de CD44 y TLR, induce la expresión de 

mediadores inflamatorios en macrófagos murinos y humanos, incrementando la síntesis de 

MIP-1, MCP-1, RANTES, óxido nítrico sintetasa, IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-α(Noble, Lake et al. 1993, 

McKee, Penno et al. 1996, Yamawaki, Hirohata et al. 2009). Sobre macrófagos activados con 

LPS HA induce un fenotipo M2(He, Zhang et al. 2013). En CD estimula su maduración vía TLR-

4(Termeer, Benedix et al. 2002, Termeer, Sleeman et al. 2003, Do, Nagarkatti et al. 2004) y 

facilita la interacción CD-LT durante la presentación antigénica (Mummert, Mummert et al. 

2002).    

Por otra parte, los linfocitos T naive, luego de ser activados, incrementan la expresión de 

CD44 adquiriendo gran avidez por AH(Siegelman, DeGrendele et al. 1999).  Este ha 

demostrado ser un importante co-estímulo para su proliferación mediada por IL-2(Mahaffey 

and Mummert 2007). AH y versican participan además en la adhesión y migración de estas 

células a tejidos inflamados(Evanko, Potter-Perigo et al. 2012). AH nativo induce apoptosis en 

linfocitos naive estimulados con PMA o agonistas CD3 indicando que induce la muerte por 

activación en LT y, por lo tanto, finalización de la respuesta inmunitaria(Ruffell and Johnson 

2008);  facilita el efecto supresor de LTreg en tejidos periféricos(Bollyky, Lord et al. 2007); y 

promueve un fenotipo regulador en LT, con aumento de la expresión de FoxP3, la secreción de 

IL-10 y la expresión de TGF-β en su membrana(Bollyky, Falk et al. 2009). Por todo esto se 

postula a AH APM como un elemento para la homeostasis de los tejidos, y a AH BPM y sus 
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fragmentos como un signo de alarma endógeno para el sistema inmunitario(Scheibner, Lutz et 

al. 2006) (figura 14). 

 

Ácido hialurónico en el contexto tumoral. El predominio de ácido hialurónico de bajo peso 

molecular (AH BPM) o alto peso molecular (AH APM) impacta en células tumorales, células 

inflamatorias y angiogénesis. LT: linfocito T; LTreg: linfocito T regulador.Adaptado de Mini Rev 

Med Chem. 2009. 
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5. Objetivo general 

El objetivo general de este trabajo de tesis es poner a punto la técnica de generación y 

caracterización de CD autólogas pulsadas con extracto tumoral murino y humano, y evaluar el 

uso de ácido hialurónico en forma aislada y como adyuvante en un esquema de vacunación 

con CD. 

6. Objetivos específicos 

1. Evaluar el efecto antitumoral del ácido hialurónico de bajo peso molecular (HA BPM) 

in vitro e in vivo.  

1. Evaluar en líneas tumorales de origen murino y humano el efecto de AH BPM 

exógeno sobre su proliferación y apoptosis. 

2. Evaluar el efecto antitumoral de la administración sistémica de AH BPM en un 

modelo de cáncer de colon heterotópico. 

2. Analizar los efectos del uso de AH BPM exógeno en el cultivo de células dendríticas 

derivadas de médula ósea de ratón y pulsadas con antígeno tumoral (CD/LT) en cuanto 

a su estado madurativo y su capacidad de migrarin vitro e in vivo. 

3. Analizar los efectos del uso de AH BPM exógeno en el cultivo de CD/LT derivadas de 

células mononucleares de sangre periférica, de donantes sanos y de pacientes con 

cáncer de colon, en cuanto a su estado madurativo y capacidad de migrar in vitro e in 

vivo. 

4. Estudiar el efecto inmunoestimulador y la eficacia terapéutica de la vacunación con 

CD/LT cultivadas en presencia de AH BPM en un modelo de cáncer de colon 

subcutáneo murino. 

 

 

1. Hipótesis 

Nuestra hipótesis de trabajo se basa en que si bien la inmunoterapia con células dendriticases 

una alternativa valiosapara el tratamiento del cáncer, un paso limitante para su éxito 

terapéutico es la capacidad de migración de las mismasal ganglio linfático regional tras su 

administración. En este contexto,ácido hialurónico de bajo peso molecular podría constituir 

unadyuvante efectivootorgándoles un perfil “inflamatorio” induciendo en ellas una mayor 

capacidad de migrar y de presentación antigénica. Esto resolvería un obstáculo sin solución 

hasta el momento en los esquemas de vacunación con células dendríticas.
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Parte I 

2. Efecto antitumoral del ácido hialurónico en un modelo tumoral murino 

1. Reactivos 

Se utilizó AH APM recombinante (1,5-1,8 x 106 Da) y AH BPM (1-3 x 105 Da) de CPN spol.s.r.o 

República Checa, suministrado por Farmatrade, Buenos Aires, Argentina. Se preparó una 

solución stock de 5 mg/ml y se descartó la contaminación con LPS mediante un ensayo con 

lisado amebocyte Limulus (LAL), con una sensibilidad de detección de 0,05-0,1 unidades de 

endotoxina (EU) por ml (Sigma-Aldrich). 

Los oligosacáridos de HA (oHA) fueron obtenidos mediante digestión enzimática de AH APM, 

como se describe posteriormente(Alaniz, Garcia et al. 2006). Por este método se obtienen 

fragmentos de AH tan pequeños como tetrasacáridos formado por dos disacáridos de longitud 

(AH4: 700 Da) hasta fragmentos de 14 oligosacáridos formados por 7 unidades de disacáridos 

(AH14: 2600 Da). Se usó también AH proveniente de tráquea bovina marcado con FITC (PM: 1 

x 105 Da) marca Calbiochem para algunos experimentos. 

2. Obtención de oligosacáridos de AH 

AH APM (250 µg en 50 µl) fue tratado con 100 U hyaluronidasa (40 U/µl en PBS; ph 7,4) 

durante 12 hs a 37°C. Luego, para desnaturalizar la enzima y finalizar la reacción, se incubó la 

muestra 10 minutos a 90°C. Posteriormente se liofilizó y guardó a temperatura ambiente hasta 

su uso. Para determinar la eficiencia de hidrólisis de la enzima se realizó incubaciones a 

distintos tiempos (1, 3 , 6, 12 y 24 horas ). También se filtró con filtros de cut off 10.000 o 

30.000 Da de PM, a fin de separar los fragmentos mayores a 56 KDa. 

 

 

3. Animales y líneas celulares 

Fueron utilizados ratones BALB/c (adquiridos en Biofucal S.A., Bs. As, Argentina), cuidados en 

las instalaciones de nuestro laboratorio. Todos los procedimientos fueron realizados de 

acuerdo con las guías para el uso y cuidado de animales de laboratorio de la Consejo Nacional 

de Investigaciones de los Estados Unidos de América y aprobados por el comité de ética de la 

facultad de Ciencias Biomédicas de la Universidad Austral. 

Para los distintos experimentos se usó las siguientes líneas celulares:  

CT26: línea de adenocarcinoma de colon indiferenciado murino, inducido con N-nitroso-N-

metiluretano en ratones BALB/c (H-2d) y provista gentilmente por el Dr. J. Prieto de la 

Universidad de Navarra, España(Brattain, Strobel-Stevens et al. 1980). Estas células fueron 

cultivadas en medio DMEM (GIBCO, Invitrogen, USA). 

Hepa129: línea de hepatocarcinoma singénico con ratones C3H/He, provistas gentilmente por 

el Dr. Volker Schmitz (Universidad de Bonn, Alemania). Estas células fueron cultivadas en RPMI 

1640 (GIBCO, Invitrogen Argentina, Buenos Aires, Argentina). 
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PANC02: línea de adenocarcinoma de páncreas murina establecida originalmente por Corbett 

y col. Estas células fueron cultivadas en medio DMEM (GIBCO, Invitrogen, USA) cedidas 

gentilmente por el Dr. J. Prieto de la Universidad de Navarra, España. 

LoVo (LoVo ATCC ® CCL-229™): línea de adenocarcinoma de colon humano, originada a partir 

de una metástais ganglionar supraclavicular. Estas células fueron cultivadas en DMEM 50% / 

DF12 50% (GIBCO, Invitrogen, USA). 

Todos los medios de cultivo fueron enriquecidos con 10% suero fetal bovino (SFB) (GIBCO, 

Invitrogen, USA), 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de estreptomicina y 100 mg/ml de penicilina, 

y mantenidos a 37°C en atmósfera de 5% de CO2. 

 

 

 

4. Medición por citometría de flujo de la expresión de CD44, capacidad 

de unión y presencia de ácido hialurónico adherido a la membrana 

celular 

Células en cultivo fueron contadas, ajustadas en número (1 x 106),   resuspendidase incubadas 

durante 30 minutos a temperatura ambienteen 100 µl de buffer FACS (BF)(PBS/ 1% albúmina 

de suero bovino o BSA)+ suero normal de ratón al 2%. Fueron lavadas e incubadas durante 45 

minutos a 4° C con anticuerpo anti CD44 (KM81; 10 µg/ml) o su respectivo control de isotipo 

(BD Biosciences, USA). Luego fueron lavadas dos veces con BF (10 minutos cada vez), fueron 

fijadas durante 10 minutos a temperatura ambiente con 300 µl de paraformaldehído al 1% en 

PBS y se conservaron en oscuridad a 4°C hasta ser analizadas.  

La capacidad de unir AH fue evaluada en las células mediante la utilización de AH marcado con 

FITC. Para esto, las células (1 x 106) fueron incubadas protegidas de la luz con AH FITC (1:10) 

durante 1 h a temperatura ambiente. Luego fueron lavadas y fijadas para su posterior análisis. 

La interacción de AH con CD44 fue medida a través de la incubación de las células con anti 

CD44 (KM81; 100 µg/ml) durante 1 h a temperatura ambiente, antes de adicionar AH FITC. 

El AH adherido a la membrana celular fue evaluado mediante el uso de una proteína capaz de 

unirse a AH (AH BP; Calbiochem) biotinilada. Las células fueron incubadas en hielo durante 30 

minutos con AH BPM, luego fueron lavadas e incubadas con estrepto-avidina conjugada con 

PE. Posteriormente se cuantificó por citometría de flujo las células PE+. Para el control de la 

especificidad de esta reacción, se omitió la incubación con AH BPM.  

Todas estas muestras fueron procesadas con citómetro de flujo (FACSCalibur, Becton 

Dickinson-BD, USA).Los datos fueron analizados usando el programaWinMDI 2.9 (Scripps 

Institute, La Jolla, CA). 

5. Proliferación celular in vitro 
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Las células CT26, LOVO, HEPA129 y PANC02 (1 x 104 células en placa de cultivo de 96 wells, 

fondo en U) fueron incubadas en presencia de AH (20 y 100 µg/ml) en su forma de APM o de 

BPM (200 µl volumen total), a 37°C. En los ensayos de bloqueo de CD44, las células fueron pre-

incubadas durante 45 min con anti CD44 (KM81) (10 µg/ml) antes del agregado de AH. Luego 

de 24 hs los cultivos fueron tratados con timidina tritiada 1 µCi/ml (actividad específica 20 

Ci/mmol; Perkin Elmer) (timidina[3H])durante 6 hs. Posteriormente las células fueron 

cosechadas, lisadas con NaOH 0,1 M/dodesilsulfato sódico (SDS; del inglés, sodium dodecyl 

sulfate) 1% (150 µl) y filtrada con filtros para retener timidina[3H]. Se lavó el filtro con 

tricloroacético al 10% (3 veces) y luego con etanol 100% (3 veces). Una vez secos los filtros 

fueron embebidos en líquido de centelleo (PPO (5g/l) / POPOP (0,3 g/l) / HAc glacial disuelto 

en tolueno)  y se medió su actividad radioactiva utilizando un contador de centelleo β 

(Beckman LS 6500). 

6. Detección de apoptosisin vitro 

Las células CT26, LOVO, HEPA129 y PANC02 (5 x 105/ml) fueron tratadas con 20 µg/ml de AH 

de APM y de BPM, anticuerpo anti CD44 (KM81; 10 µg/ml) o su control de isotipo IgG 

proveniente de rata, en condiciones similares a las descriptas en los ensayos de proliferación. 

Luego de 24 hs se cosecharon tanto las células presentes en el sobrenadante como las 

adheridas al plástico, fueron re-suspendidas en PBS frío, centrifugadas a 2500 RPM durante 5 

minutos a 4ºC (2 veces) y re-suspendidas nuevamente en 100 µl de Buffer Binding (1 x). 

La apoptosis celular fue detectada por citometría de fluojo mediante el uso de anexina V e 

ioduro de propidio (IP)(Alaniz, Garcia et al. 2006), lo que permitió la detección in situ de 

cambios en la superficie celular que se presentan de manera temprana en el proceso 

apoptótico. Las células fueron incubadas protegidas de la luz con anexina V FITC (5 µl) 

(eBiosciences) durante 10-15  minutos a temperatura ambiente. Luego se lavó con 200 µl de 

buffer binging y se resuspendió en 100 µl del mismo buffer. En el momento de realizar la 

medición por citometría se agregó 5 µl de IP (eBiosciences). Se utilizó citómetro FACSCalibur, 

Becton Dickinson-BD y los datos fueron analizados con el software WinMDI 2.9 (Scripps 

Institute, La Jolla, CA). El porcentaje de células apoptóticas fue determinado mediante la suma 

del porcentaje de células presente en ambos cuadrantes derechos o por la intensidad de 

flurescencia obtenida en el histograma. 

Para su cuantificación por microscopía de fluorescencia se tomó una alícuota de 50 µl de la 

suspensión celular, se adicionó 2.5 µl de naranja de acridina y 2.5 µl de IP, se mezcló 

suavemente, se incubó durante 10 minutos protegido de la luz y luego se visualizó con 

microscopía de fluorescencia (Nikon Eclipse CFI60) con una cámara digital (Polaroid, modelo 

DMC1, Cambridge). Se calculó el índice de apoptosis como la relación del n° células 

apoptóticas (estadio temprano y tardío) con los distintos tratamientos en comparación con el 

n° células apoptóticas (estadio temprano y tardío) presentes en el cultivo celular sin 

tratamiento. 

7. Obtención de extractos citoplasmáticos 

Las células fueron tratadas con AH (APM o BPM) durante 1 h como se describió previamente 

(3.1.5). Para la obtención de extractos citoplasmáticos, las células (1x107) fueron lavadas en 
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PBS frío, fueron re-suspendidas en 0,5-1 ml de bufferde lisis citoplasmático (Tris  pH=8  0,02M, 

ClNa 0,15 M,FNa 0,1M, PMSF 1 mM,ortovanadato de Na pH=10 1mM,glicerol 10%,NP-40 1%, 

Leupetina, Aprotinina) e incubadas durante 25 minutos a 4ºC con agitación cada 5 minutos. 

Luego se centrifugó durante 30 minutos a 12.000 RPM a 4ºC, y se alicuotó y almacenó a -70 ºC 

hasta su uso.(Alaniz, Garcia et al. 2006) 

8. Inmunoblotting 

Se colocó cantidades iguales de extracto proteico en un gel de electroforesis de sodio 

duodecilpoliacrilamida-sulfato (SDS-PAGE), se transfirió a una membrana de nitrocelulosa, se 

bloqueó con PBS, Glicina 2% y molico 3% durante toda la noche. Luego se lavó durante 5 

minutos con PBS-Twen 0,05% dos veces. Se incubó con anticuerpos primario específicos anti 

Akt fosforilado (Akt-p) (1/700) y Akt (1/600) (Cell Signaling Technology, Inc.) durante 2 hs a 37° 

C. Se lavó durante 10 minutos 4 veces, se incubó con anticuerpo conjugado anti rabbit 

(1/10.000) durante 1,5 hs a 37° C, se lavó y se reveló con solución de revelado. El resultado fue 

cuantificado mediante un análisis densitométrico de las imágenes digitales obtenidas usando 

Image Scion software. 

9. Modelo tumoral y esquema de tratamiento 

Los ratones, en grupos de 8 a 10, fueron inoculados con 5 x 106 células CT26 en forma 

subcutánea (s.c.) en el flanco derecho. Cinco días más tarde, los ratones fueron tratados 

durante cinco días consecutivos con AH APM o AH BPM en forma intravenosa (i.v) (20 µg/100 

µl de solución fisiológica). El grupo control fue tratado con solución fisiológica (SF). Se midió el 

diámetro mayor (L) y el diámetro menor (A) tumoral con un calibre, tres veces por semana. El 

volumen tumoral se calculó con la siguiente fórmula: (L x A2)/2. Se sacrificó a 3-4 animales por 

grupo pasados 9 días de la inoculación del tumor, se disecó el bazo en condiciones estériles y 

se obtuvo esplenocitos para su análisis por citometría de flujo o ensayos de cultivo mixto 

linfocitario (figura 15). 

 

Modelo tumoral de adenocarcinoma de colon subcutáneo. Inoculación de células CT26 (5 x 

105). Luego de 5 días, un grupo de animales recibió tratamiento con AH BPM durante 5 días 

consecutivos. Se analizó el infiltrado inflamatorio intratumoral, población de esplenocitos por 

citometría y proliferación linfocitaria a los 9 días postinoculación del tumor. Se evaluó la 

velocidad del crecimiento tumoral y la supervivencia de los ratones. 
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10. Penetración a los tejidos de AH inoculado 

Con la finalidad de documentar la presencia del AH exógeno tanto en el tumor como en el 

bazo, a los 9 días de inoculado el tumor, los ratones fueron tratados en forma intravenosa con 

AH marcado con FITC (Calbiochem, USA). Luego de una hora los animales fueron sacrificados, 

se disecó el tejido correspondiente, se preparó y cortó. El análisis de la marca se realizó 

usando un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse CFI60. 

11. Análisis del infiltrado inflamatorio tumoral por inmunohistoquímica 

Los ratones fueron sacrificados y el tejido tumoral fue fijado con formalina buffer fosfato al 

10%, fue embebido en parafina, cortado en secciones de 5 µm de espesor y lavado en PBS, 

deshidratado en xileno y posteriormente rehidratado. Se bloqueó la peroxidasa endógena con 

agente bloqueante de peroxidasa (Vectastain ABC Elite; Vector Laboratorios, Burlingame, CA, 

USA). Avidina y biotina endógenas fueron también bloqueadas usango el kit bloqueante de 

Laboratorios Vector. Para la detección de linfocitos T intratumoral, los cortes tumorales fueron 

incubados durante 45 minutos a 4°C con anti CD3 biotinilado (anticuerpo contra la cadena  

del complejo CD3 asociado al receptor de la célula T; 1/100) (BD, Biosceinces, USA) y 

posteriormente incubados con el reactivo avidina-peroxidasa (Sigma Aldrich, USA). Los cortes 

fueron lavados con PBS e incubados con el sustrato cromógeno diaminobenzadina 

(DAB)(Setton-Avruj, Aquino et al. 2002). El número de células CD3+por campo (magnificación 

200 x) fue cuantificado considerando todos los campos de un mismo tumor. Para el análisis 

estadístico se utilizó el programa GraphPad Prism 4 (La Jolla, CA, USA). 

12. Análisis del infiltrado inflamatorio tumoral por citometría de flujo 

El tejido tumoral fue colocado en tubos con PBS frío hasta ser disgregado. Se cortó en 

pequeños fragmentos con un bisturí y se digirió incubando en agitación continua durante 45 

minutos con colagenasa I (0,05%; relación tumor: volumen 1:4). Se filtró la solución obtenida 

con mesh utilizando Buffer Hanks sin Ca++ ni Mg+. Se realizaron 3 lavados con SF a fin de 

recuperar la mayor cantidad de células posibles. Se centrifugó a 2500 rpm durante 5 min a 4°C. 

Los glóbulos rojos fueron lisados con  buffer lisis (3 ml) durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Se completó el volumen con PBS y se centrifugó a 2500 rpm durante 5 min a 4°C. 

Posteriormente las células fueron procesadas como los descripto en 3.1.4 para su análisis por 

citometría de flujo. Los anticuerpos utilizados fueron: anti CD3 FITC (1/50), anti CD4 PE (1/50) y 

anti CD8 PE (1/50), y sus respectivos controles de isotipo. Luego fueron lavadas dos veces con 

BF (10 minutos cada vez), fueron fijadas durante 10 minutos a temperatura ambiente con 300 

µl de paraformaldehído al 1% en PBS y se conservaron en oscuridad a 4°C hasta ser analizadas 

en el citómetro de flujo (FACSCalibur, Becton Dickinson-BD, USA). Se analizó y comparó la 

intensidad media de fluorescencia. 

13. Caracterización de esplenocitos de ratón 

El teñido y el análisis de la citometría flujo de las células provenientes de bazo se realizó como 

fue descripto en 3.1.4(Alaniz, Cabrera et al. 2002). Las células (1 x 106) fueron incubadas en 

hielo durante 30 minutos con diferentes anticuerpos: anti CD11c FITC, anti CMH-II PE y anti 

CD80 APC (BD Biosciences, USA) para esplenocitos o su respectivo control de isotipo (BD 
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Biosciences, USA). Luego las células fueron lavadas dos veces con BF (10 minutos cada vez), 

fueron fijadas durante 10 minutos a temperatura ambiente con 300 µl de paraformaldehído al 

1% en PBS y se conservaron en oscuridad a 4°C hasta ser analizadas en el citómetro de flujo 

(FACSCalibur, Becton Dickinson-BD, USA). Se analizó el porcentaje de células con marca 

positiva respecto al total de células. 

14. Generación de CD derivadas de médula ósea de ratón 

Las células dendríticas de medula ósea fueron obtenidas como se ha descripto 

previamente(Talmor, Mirza et al. 1998). Brevemente, células proveniente de la médula ósea 

de ratón (1 x 106 células/ml) fueron colocadas en placas P6 y cultivadas durante 7 días en 

presencia de GM-CSF (20 ng/ml) e IL-4 (20 ng/ml) (BD, Bioscience) a 37°C con 5% CO2 

atmosférico. El medio de cultivo fue reemplazado al tercer y quinto día de cultivo. Las células 

no adheridas fueron recolectadas y utilizadas al séptimo día de cultivo. En los experimentos en 

los que se estudió el efecto de AH, las células fueron tratadas con AH BPM durante 24 hs 

previo al ensayo (20 µg/ml). La expresión de moléculas de superficie fue analizada por 

citometría de flujo como se describió en el apartado anterior. Las CD fueron pulsadas con 

lisado tumoral (1,2 gr de proteínas) a 37°C durante 18 hs, fueron centrifugadas, caracterizadas 

por citometría de flujo y usadas en los experimentos. 

15. Lisado tumoral 

El lisado tumoral fue obtenido a partir del cultivo in vitro de células CT26. El medio de cultivo 

fue removido por aspiración y las células fueron lavadas con SF 2 veces. Se colocó las placas 

sobre hielo y la mono-capa celular fue removida con un “scrap”. Se recolectó la suspensión 

celular en un tubo falcon 50 ml, se centrifugó a 530 g por 5 minutos a 4°C. Se lavó 2 veces más 

y se resuspendió en 2,5 ml de SF cada 5 x 107 células. Posteriormente, las células fueron lisadas 

con 5 ciclos consecutivos de congelado a -196°C (en nitrógeno líquido) y descongelado a 37°C 

en un baño de agua caliente durante 5 minutos. Las partículas más grandes fueron removidas 

mediante centrifugación a 300 g durante 10 minutos a 18-20°C. Posteriormente se filtró con 

filtros de baja unión a proteínas, de 0,22 µm de diámetro. La concentración de proteínas se 

midió por el método de Bradford. Luego fue alicuotado y congelado a -80°C hasta su uso. 

16. Tratamiento de CD con mitomicina C 

CD derivadas de médula ósea a una concentración de 1-2 x 105 fueron tratadas con mitocina C 

25 µg/ml durante 30 minutos a 37° C con 5% CO2 atmosférico protegidas de las luz. 

Posteriormente fueron lavadas 3veces con medio RPMI sin suero. 

17. Cultivo mixto linfocitario (CML) 

Los esplenocitos de bazo de ratones con tumor s.c. (en el noveno día de inoculación), tratados 

o no durante 5 días con AH BPM, fueron obtenidos mediante la maceración del bazo con el 

émbolo de una jeringa de 10 ml. Los glóbulos rojos fueron lisados mediante la adición de 

solución de lisis (NH4Cl 0,15 M, KHCO3 1 mM, Na2-EDTA 0,1 mM). Posteriormente las células 

fueron cultivadas durante 5 días a 37°C en una atmósfera con CO2 5%  junto con CD singénicas 

previamente pulsadas con antígeno tumoral y tratadas con mitomicina (como fue descripto en 

el punto anterior), con una relación final 10:1 (1 x 105 esplenocitos : 1 x 104 CD, por pocillo). Al 
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cuarto día de cultivo, se agregó timidina[3H], permaneciendo en cultivo durante 18 hs más. 

Luego las células fueron lisadas y la actividad radioactiva fue medida utilizando un contador de 

centelleo β (Beckman LS 6500). Se midió la proliferación basal de linfocitos, linfocitos/AH BPM 

y CD/LT. 

18. ELISA IL-10, IL-12, VEGF 

La presencia de IL-10 e IL-12 fue evaluada en el sobrenadante de CML; IL-10 y VEGF fue 

evaluada en los sueros de los ratones. Esto se realizó mediante el empleo de 

enzimoinmunoensayo (ELISA) sandwich (RyD system) siguiendo el protocolo del fabricante. 

Brevemente, en placas Nunc Maxisorp de 96 pocillos fondo plano, se adicionó el anticuerpo 

captura monoclonal diluido en Buffer Carbonato (0.1M NaHCO3/Na2CO3, pH 9.5) incubándose 

durante toda la noche a 4°C. El bloqueo se realizó con PBS + 10% SFB. Después de 1 hora se 

incubaron losestándares de concetración  y las muestras durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Luego se adicionó la solución detectora con un anticuerpo monoclonal biotinilado + 

avidina marcada con peroxidasa durante 1 hora. Se reveló con tetrametilbencidina (TMB) + 

peróxido de hidrógeno (H2O2) durante 30 minutos en oscuridad. La reacción se frenó con 2 N 

H2SO4. Se utilizó un lector de Elisa a dos longitudes de onda diferentes, 450nm y se corrigió a 

570nm. Los lavados fueron realizados con PBS + 0,05% Tween-20. En cada experimento se 

realizó una curva de calibrado usando como estándar el correspondiente sustrato 

recombinante murino. Tanto los estándar como las muestras fueron procesados por duplicado. 

 

 

 

19. Análisis estadístico 

Para el procesamiento de los datos se realizó análisis t de Student o test de Mann-Whitney 

según corresponda (programa InStat, GraphPad). Las curvas de sobrevida fueron comparadas 

mediante el uso de log-rank test. Se consideró estadísticamente significativas las diferencias 

con una p menor o igual a 0,05.
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Parte II 

3. Efecto de AH BPM sobre CD derivadas de médula ósea de ratón 

1. Reactivos 

Fue utilizado ácido hialurónico recombinante de bajo peso molecular (AH BPM 1-3 x 105 Da) 

descripto en 3.1.1. Se utilizó GM-CSF, TNF-α, CCL21 y CCL19 de PeproTech; y poly I:C de 

Invivogen. 

2. Animales 

Se utilizaron ratones BALB/c y C57BL/6 de 6-8 semanas de edad provistos por Biofucal S.A. 

(Buenos Aires, Argentina). Ratones B6.B10ScN-TLR4lps-del/JtjJ (TLR4 knockout) fueron 

provistos gentilmente por el Dr. F. Polack (Fundación de Niños, Buenos Aires, Argentina). 

Ratones CD44 (background C57BL/6) knockout fueron obtenidos del laboratorio Jackson. Los 

animales fueron cuidados en las instalaciones del nuestro laboratorio. Todos los 

procedimientos fueron realizados de acuerdo con las guías para el uso y cuidado de animales 

de laboratorio de la Consejo Nacional de Investigaciones de los Estados Unidos de América y 

aprobados por el comité de ética de la facultad de Ciencias Biomédicas de la Universidad 

Austral. 

3. Líneas celulares 

Se utilizó la línea de adenocarcinoma inducido CT26 descripta en el apartado anterior. 

También se empleó la línea celular YAC-1, línea celular de Leucemia virus-transformed 

lymphoma derivada de ratones A/Sn provista gentilmente por la Dra. Mirta Giordano 

(Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Argentina). Las células fueron mantenidas en 

medio modificado Dulbecco´s Eagle´s suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-

glutamina 2 mM, estreptomicina 100 U/ml y penicilina 100 mg/ml, y fueron incubadas a 37°C 

en una atmósfera con CO2 al 5%. 

4. Generación de CD derivadas de médula ósea de ratón 

Las CD fueron generadas a partir de células de la médula ósea de ratones BALB/c, C57BL/6, 

TLR4-/-, y CD44-/-, como fue descripto en 3.1.14. En los experimentos con AH, las células 

fueron tratadas con AH BPM (50 µg/ml) desde el día 3. Al día 7 las CD fueron pulsadas con 

lisado tumoral solo (200 µg/106 células/ml), AH BPM (50 µg/ml), TNF-α (20 ng/ml), LPS (1 

µg/ml), o poly I:C (10 µg/ml), a 37°C durante 18 hs. Luego, las células fueron lavadas, 

caracterizadas por citometría de flujo y utilizadas en los diferentes experimentos (figura 16). 
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Protocolo de generación de CD. Se cultivaron células provenientes de médula ósea de ratones 

wild type (wt), CD44-/- y TLR4 -/-. Se indican las citoquinas utilizadas. Se muestra una fotografía 

del cultivo tomada por microscopía de luz blanca. 

 

5. Lisado tumoral 

El lisado tumoral se obtuvo del mismo modo a como fue descripto en el apartado 3.1.15. 

6. Ensayo de endocitosis 

Las CD obtenidas de medula ósea de ratón (2,5 x 105)  fueron incubadas durante 30 minutos a 

37°C con Dextran-FITC, con o sin AH de APM o de BPM (20 µg/ml). Como control negativo se 

realizó el mismo procedimiento a 4°C. Luego las células fueron lavadas y fijadas para su análisis 

por citometría de flujo. 

7. Proliferación de CD 

Se analizó el efecto de AH sobre su estado proliferativo mediante la incorporación de 

timidina[3H], del mismo modo a como fue descripto previamente en el apartado . 

8. Citometría de flujo 

Las CD fueron marcadas según lo descripto en 3.1.12. Los anticuerpos utilizados fueron: anti 

CD11c (HL3), anti CMH-II (2G9), anti CD40 (3/23), anti CD80 (16-10ª1), anti CD86 (GL1), anti 

CCR7 (4B12), y sus respectivos controles de isotipo (control negativo) (BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA), previa dilución apropiada en BF. Después de 30 minutos de incubación a 4°C, 

fueron lavadas dos veces con BF (10 minutos cada vez). Luego fueron fijadas durante 10 

minutos a temperatura ambiente con 300 µl de paraformaldehído al 1% en PBS y se 

conservaron en oscuridad a 4°C hasta ser analizadas en el citómetro de flujo (FACSCalibur, 

Becton Dickinson-BD, USA). Los datos fueron analizados usando el software WinMDI2.9 

(Scripps Institute, La Jolla, CA). 

9. Elisa IL-12 e IL-10 
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La presencia de IL-12 e IL-10 en el sobrenadante sin suero de las células en cultivo (CD/LT, 

CD/LT/AH BPM o DC/LT/TNF-α)  fue determinada mediante el método de ELISA (OptEIATM, BD 

Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). La expresión de IL-10 e INF-γ fue determinada 

también en el sobrenadante de esplenocitos provenientes de ratones con tumor, tratados con 

CD/LT, CD/LT/AH BPM, DC/LT/TNF-α o solución fisiológica, y estimulados durante 5 días con 

células CT26 tratadas previamente con mitomicina C (como fue descripto para CD en 3.1.16). 

Además, la producción de IL-10 fue evaluada en el sobrenadante de las CD derivadas de 

ratones CD44-/- y TLR4-/- tratadas o no con AH BPM. Estos ensayos fueron realizados como 

tres experimentos independientes, por duplicado cada uno y según las instrucciones provistas 

por el fabricante (ver 3.1.18). 

10. Cultivo mixto linfocitario 

Se evaluó la capacidad de las CD/LT, CD/LT/LMW HA o CD/LT/TNF-α de estimular in vitro la 

proliferación de esplenocitos alogénicos mediante un CML. Las CD derivadas de médula ósea 

de ratón BALB/c (1 x 104) pulsadas con antígeno tumoral y tratadas con mitomicina C 

(descripto en 3.1.16) fueron co-cultivadas con esplenocitos alogénicos provenientes de ratones 

C57BL/6 (1 x 105) durante 5 días, en medio de cultivo RPMI. Al 4to día de cultivo se agregó 

timidina[3H], permaneciendo en cultivo durante 18 hs más. Posteriormente las células fueron 

lisadas y su actividad radioactiva fue medida utilizando un contador de centelleo β (Beckman 

LS 6500). Los datos se encuentran expresados como c.p.m. (media ± DE; medidos por 

triplicado). 

11. Migración in vitro 

La capacidad de migración in vitro de las CD/LT fue evaluada en una cámara de Boyden de 

microquimiotaxis de 48 transwell (Neuroprobe, Inc., MA, USA). Las CD (2,5 x 104 células/well) 

tratadas o no con AH BPM (50 µg/ml), TNF-α (20 ng/ml), LPS (1 µg/ml), o poly I:C (10 µg/ml) 

fueron colocadas en el pocillo superior de la cámara, el cual se encuentra separado del pocillo 

inferior por una membrana de policarbonato con poros de 5 µm de diámetro (membrana 

Nucleoporo, Neuroprobe, MA, USA). Como quimioatractante se colocó en el pocillo inferior 

CCL21 o CCL19 según correspondiera (100 ng/ml) o sobrenadante de cultivo de esplenocitos 

proveniente de ratones con tumor (figura 17). El sistema fue incubado durante 120 minutos a 

37°C en una atmósfera húmeda con 5% CO2. Luego se removió la membrana y las células que 

permanecieron en la cara superior de la misma fueron lavadas. Las células adheridas a la parte 

inferior de la membrana fueron fijadas con paraformaldehído 2% y teñidas con Giemsa May 

Grunwald. Posteriormente se contaron utilizando un microscopio de luz blanca (20 x). Fueron 

analizados diez campos/well, y se calculó el número promedio de células/campo ± EEM. El 

índice de migración se calculó como la relación entre el número promedio de CD/LT tratadas 

por campo en comparación con el número promedio de CD/LT sin tratar por campo. Para el 

estudio del efecto del AH sobre la capacidad de migrar de las CD CD44-/- o TLR4-/-, se generó 

CD derivadas de ratones CD44-/- y TLR4-/-.  
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La cámara de Boyden modificada consta de un dispositivo inferior en el que se coloca el 

quimioatractante separado por una membrana porosa del dispositivo superior en el que se 

colocan las células. Las células con capacidad de migrar en respuesta al quimioatractante 

atravesaran los poros situándose de esta manera en la cara inferior de la membrana. 

12. Migración in vivo 

CD derivadas de médula ósea de ratones BALB/c (CD/LT o CD/LT/AH BPM) fueron teñidas con 

DiR o CMDiI (Molecular Probes, Eugene, USA) para su posterior visualización en un 

bioluminómetro y su cuantificación por citometría, respectivamente. Luego de ser lavadas, se 

las incubó con el colorantecorrespondiente – 1x106 células en 1 ml de PBS con 4 µl de DiR (2,5 

mg/ml, disuelto en DMSO)o 1,25 µl de CMDil (2 mg/ml, disuelto en DMSO)– durante 5 minutos 

a temperatura ambiente, y durante 15 minutos a 4°C. Luego fueron lavadas con PBS 3 veces, 

ajustadas a una concentración de 1 x 106 células en 75 µl de SF, e inoculadas en forma s.c.  en 

ratones con un tumor palpable (9 días postinoculación del tumor), en una zona equidistante 

entre la masa tumoral y el ganglio linfático inguinal más cercano.  

CD marcadas con DiR fueron analizados a las 24 y 48 hs de inoculadas mediante el uso del 

Sistema de imágenes Xenógeno in vivo (IVIS; Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA). 

Además, a las 48 hs, los ratones fueron sacrificados, el ganglio inguinal ipsilateral y el tumor, 

disecado y analizado. Las imágenes corporales completas se adquirieron con un tiempo de 

exposición de 0,5 segundos, mientras que para los órganos por separado el tiempo de 

exposición fue de 1 segundo. Para la cuantificación de las imágenes, se seleccionó y analizó 

una región de interés (ROI) con el programa Living Image versión 3.0 (Xenogen). El área ROI se 

estableció como constante, y la intensidad fue grabada como el promedio de 

fotones/segundo/cm2 como se ha descripto previamente. 
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Para la cuantificación por citometría de flujo, luego de 48 h de inoculación de las CD, el ganglio 

linfático ipsilateral y el tumor fueron disecados. Se obtuvo una suspensión celular según el 

protocolo seguido en la sección A utilizando enzima colagenasa I (0,05%) (Calbiochem). Luego 

las células fueron fijadas con paraformaldehído 1% y analizadas en el citómetro de flujo 

(FACSCalibur, Becton-Dickinson, BD). Los datos fueron procesados utilizando el software 

WinMDI y se expresan como el número de células CMDil+ cada 1x106 células (figura 18). 

 

Modelo de migración in vivo. Esquema del ensayo. 

 

 

13. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se utilizó el método de Mann-Whitney o t de Student (programa 

InStat, GraphPad). Las curvas de sobrevida fueron comparadas mediante el uso de log-rank 

test. Se consideró estadísticamente significativas las diferencias con una p menor o igual de 

0,05.
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Parte III 

4. Efecto de AH BPM sobre CD humanas derivadas de mononucleares de sangre 

periférica 

1. Reactivos 

Fue utilizado ácido hialurónico recombinante de bajo peso molecular (AH BPM 1-3 x 105 Da) 

descripto en 3.1.1. Se utilizó GM-CSF (Pepro-Tech o Bioprofarma), CCL21 (Pepro-Tech), IL-8 y 

Ac anti IL-8 (R&D), y poly I:C (Invivogen). 

2. Muestras de pacientes y donantes sanos 

Se reclutaron muestras de pacientes con cáncer colorectal primario y metastásico (CCR) de 

nuestra institución, y de donantes sanos. El tejido tumoral y 20-40 ml de sangre periférica 

fueron obtenidos en el momento de la cirugía, bajo condiciones estériles, y fueron procesados 

según correspondiera según se describe en los próximos puntos. Las muestras fueron tomadas 

previo firma del consentimiento informado, y se les asignó un número de protocolo para 

mantener la confidencialidad de los datos, de acuerdo a los requerimientos de nuestro comité 

de evaluación institucional (CIE). 

3. Obtención de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) 

Se recolectó muestra de sangre periférica en jeringa heparinizada. Esta fue mantenida a 4°C 

hasta su procesamiento con un máximo de 6 hs. El volumen de sangre se diluyó al medio con 

SF fría. Luego se colocó 10 ml de Ficoll-paque plus en tubos Falcon de 50 ml. Posteriormente se 

agregó suavemente, y con el tubo inclinado a 45°, 20 ml de la sangre diluída, y se centrifugó 

durante 30 minutos a 400xg (1400 rpm) a una temperatura de 24° C. De esta manera se 

observa una banda entre el suero y los eritrocitos formada por las células mononucleares. Se 

lavó 2 veces con SF a 2200 rpm durante 5 minutos. El pellet se re-suspendió en SFB y las 

células fueron contadas empleando una cámara de recuento de tipo Neubauer y tinción con 

Azul Tripán. Luego fueron usadas en los ensayos o fueron congeladas en suero-dimetil 

sulfóxido (DMSO) 10% (2 x 106 células/ml) hasta su uso. El rédito fue de 2 x 107 células cada 20 

ml de sangre periférica. 

4. Células dendríticas derivadas de mononucleares de sangre periférica 

Las CMSP (1 x 107 células/ml)  fueron colocadas en placas de Petri de 6 pocillos durante 2 h a 

37° C con 5% de CO2 atmosférico humidificado, en medio DMEM sin suero. Luego las células 

adheridas fueron cultivadas durante 7 días en medio estándar RPMI 1640 (Euroclone, Milano, 

Italia), suplementado con SFB 10% (Euroclone), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, 

estreptomicina 100 µg/ml, GM-CSF humano recombinante (Bioprofarma, Growgen, 350 

ng/ml), IL-4 humana recombinante (IL-4 R&D Systems 500 UI/ml) and 2-βMercaptoetanol (0,05 

M). En los ensayos en los que se usó ácido hialurónico como estimulante, las células fueron 

tratadas desde el 3er día con AH BPM (50 μg/ml). Al 7mo días, las CD fueron pulsadas con 

lisado tumoral autólogo (200 µg/106 cel/ml)  durante 18 h, con o sin AH BPM (50 μg/ml). Se 

utilizó como control poly (I:C) (10 µg/ml). Luego las células fueron centrifugadas y utilizadas en 

los experimentos. El rédito promedio fue de 2 x 106 CD cada 20 ml de sangre periférica.  



Materiales y métodos: parte III 

 

5. Población mononuclear enriquecida con linfocitos de sangre periférica 

Las células MNSP fueron incubadas en placas de Petri de 6 pocillos durante 2 hs. La fracción de 

células que permaneció en el sobrenadante fue utilizada como fracción celular enriquecida de 

linfocitos (LSP). Estos fueron contados y congelados a -160°C en SFB con DMSO 10%. En el 

momento de su utilización fueron descongelados y contados nuevamente. Se obtuvo 

aproximadamente 6 x 106 LSP cada 20 ml de sangre periférica. 

 

 

6. Tinción de linfocitos de sangre periférica con CFSE 

Para realizar un cultivo mixto linfocitario LSP fueron teñidos con CFSE. Para esto las células 

fueron resuspendidas en PBS 0,1% BSA a 37° C a una concentración de 1 x 106 células/ml, 

teniendo la precuación de que no existan agregados celulares. Luego se agregó 2 μL de CFSE 

stock (5 mM diluído en DMSO)/ml de suspensión célular, obteniendo una concentración final 

de 10 μM, y se incubó durante 10 minutos a 37° C. Posteriormente se adicionó 5 volúmenes de 

medio de cultivo frío, se incubó en hielo durante 5 minutos, y se centrifugó y lavó con medio 

frío en 3 oportunidades. Finalmente fueron utilizadas. 

7. Lisado tumoral 

Tejido tumoral proveniente de pacientesfue tomado en condiciones de esterilidad en 

quirófano y preservado en seco a -80°C hasta su utilización. Para la generación del lisado 

tumoral se descongeló la pieza, se disgregó con jeringa y bisturí, y se lisaron las células 

mediante 5 ciclos de 5 minutos cada uno de congelación -196°C (nitrógeno líquido) y 

descongelación a 37° C en un baño de agua. A fin de remover los fragmentos más grandes, la 

solución obtenida se centrifugó a 300 g durante 10 minutos a 18-20°C. Se tomó el 

sobrenadante que fue filtrado con un filtro estéril, con baja unión a proteínas, de 0,22 µm 

(Millipore Express®). La concentración de proteínas en el lisado tumoral obtenido fue medida 

mediante un ensayo de Bradford. El lisado tumoral fue alicuotado y se almacenó para su 

posterior uso a -80°C. 

8. Análisis por citometría de flujo 

La tinción y el análisis por citometría de flujo se realizaron según se describió en 3.1.12. Las 

células fueron teñidas con los siguientes anticuerpos conjugados con marcadores 

fluorescentes: anti CD11c (B-ly6), anti MHC-II (G46-6), anti CD40 (5C3), anti CD80 (L307.4), anti 

CD86 (2331), y su respectivo control de isotipo (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Luego se 

lavó en dos oportunidades con PBS-1% BSA, y las células fueron fijadas con paraformaldehído 

1% y analizadas con citómetro de flujo (FACSCalibur, BectonDickinson-BD, USA). Los datos 

fueron analizados usando el programa Cyflogic.  

9. Cultivo mixto linfocitario 
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Para evaluar la capacidad de presentación antigénica de CD se generó CD/LT con o sin pre-

tratar con AH BPM (ver 3.1.4) de DS y de pacientes, y LSP(ver 3.1.5) de DS marcados con CFSE 

(ver 3.1.6).  

Ratones nude hembra fueron inoculados en forma intraperitoneal con CD/LT o CD/LT/AH BPM 

(1 x 106), y con LSPCFSE de DS (5 x 106). Luego de 48 hs las células fueron recuperadas mediante 

lavado peritoneal y fueron incubadasdurante 45 minutos a temperatura ambiente con un 

anticuerpo de ratón anti CD3 humano biotinilado (1/100) (BD) y avidina marcada con Texas 

Red (1:10) (Sigma). Las muestras fueron fijadas con paraformaldehído 1% y analizadas con 

FACSCalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson). Se midió la proliferación basal de linfocitos 

solos, y de linfocitos/CD tratadas o no con AH BPM mediante la dilución de señal de CSFE en la 

población celular CD3+. Se expresó como la inversa de la diferencia en el porcentaje de células 

marcadas con CFSE (incremento de la proliferación) (figura 19). 

 

 

 

 

 

Esquema del experimento. Se inoculó en ratonesnude por vía intraperitoneal linfocitos de 

origen humano teñidos con CSFE (5 x 106) y CD/LT o CD/LT/AH BPM alogénicas (1,5 x 106). 48 h 

más tarde se recolectaron las células mediante lavado peritoneal y fueron marcadas con anti 

CD3. La proliferación celular fue evaluada mediante citometría de flujo por dilución del 

marcador fluorescente seleccionando la población CD3+. 

10. Medio condicionado de ganglio linfático y tumoral 
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Se implantó un fragmento de tumor fresco de CCR en forma s.c. en ratones nude. Una vez que 

creció, el animal fue sacrificado, y el tumor y el ganglio linfático regional fueron disecados, 

seccionados en pedazos menores a 1 mm3 y fueron colocados en una placa de cultivo de 24 

pocillos (6 fragmentos/pocillo aproximadamente) con 500 μL de DMEM (L-glutamina 2 μmol/l, 

penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 mg/ml) con 0,05% BSA sin suero. Luego de 24 hsde 

cultivo a 37°C, se recolectó el sobrenadante y se almacenó a - 80°C hasta su uso. 

11. Ensayo de migración in vitro 

Para los ensayos de migración in vitro se utilizó el sistema de microquimiotaxis de Boydem. Las 

CD/LT (1,5-2,5 x 104) tratadas o no con AH BPM (50 µg/ml), o poly I:C (10 µg/ml), fueron 

colocadas en el pocillo superior de la cámara. En el pocillo inferior se colocó como 

quimioatractante CCL21 (100 ng/ml), medio condicionado de ganglio linfático (MCGL), medio 

condicionado tumoral (MCT) o IL-8 humana recombinante (20 ng/ml; R&D). En los ensayos en 

los que se bloqueó IL-8, se adicionó al MCT un anticuerpo neutralizante anti IL-8 (20 µg/ml; 

R&D) y su control de isotipo al momento de la migración. La cámara fue incubada durante 4 h 

a 37°C en una atmósfera húmeda CO2 5%. Posteriormente fueron removidas las células de la 

cara superior de la membrana mediante sucesivos lavados en PBS y mecánicamente. Las 

células de la cara inferior, que atravesaron el poro de la membrana (migraron), fueron teñidas 

con DAPI y fueron contadas usando microscopía de fluorescencia UV, objetivo 10x. Se 

analizaron 5 campos/pocillo. Como control positivo se usó CD/LT estimuladas con poly I:C. Se 

comparó la media de células/campo ± DE de los distintos grupos de entratamientos, y los 

datos son expresados como la relación entre la media de células/campo ± DE respecto a la 

media de células/campo ± DE del grupo CD/LT (índice de migración). 

12. Zimografía 

La actividad de metaloproteasas en el sobrenadante de CD/LT con o sin pre-tratamiento con 

AH BPM fue determinada mediante zimografía. Para esto se medió y ajustó la concentración 

proteica de los mismos. Luego se sembraron 40 μl de los distintos sobrenandantes en geles de 

SDS 0,1%, poliacrilamida 10% y gelatina 0,1% (Sigma-Aldrich). Las muestras a analizar fueron 

corridas en geles de poliacrilamida al 7.5% (gel de separacion) y 4% (gel de siembra) co-

polimerizados con 0,1% gelatina. El gel fue incubado durante 30 minutos con buffer de lavado 

(Tris-HCl 50 mM y Triton X-100 2,5%) y y el buffer de renaturalización (Tris-HCl 50 mM, Cl2Ca 

5mM, Cl2Zn 1 μM y Triton X-100 2,5%). Luego se incubó durante 72 hs en buffer colagenasa 

(Tris-HCl 50 mM, Cl2Ca 10mM, ClNa 200 mM y Triton X-100 2,5%). Finalmente fue teñido con 

Coomassie Brillant Blue R-250 durante 30 minutos a temperatura ambiente y desteñido hasta 

observar las bandas con solución de destinción. La actividad gelatinasa se visualizó por tinción 

negativa; las imágenes del gel fueron obtenidas con una cámara digital (Canon EOS 5D), y 

fueron analizadas en un estudio densitométrico utilizando el programa ImageJ. La actividad 

relativa de metalopreteasa 2 (MMP-2) fue obtenida luego de normalizar su valor con las 

muestras provenientes de CD/LT sin tratar. Se utilizó sobrenadante de la línea celular HT1080 

como control positivo de actividad MMP-2 y MMP-9(Rodriguez-Salvador, Armas-Pineda et al. 

2005). 

13. Obtención de ARN de CD/LT 
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Para la extracción de ARN de CD/LT con o sin tratar con AH BPM, se utilizó TRIzol® reagent 

(Invitrogen). Siguiendo las indicaciones del fabricante, las células (1 x 106) fueron 

homegeneizadas con 1 ml de trizol. Se incubó a 25°C durante 5 minutos para la disociación del 

complejo de nucleoproteínas. Se agregó 200 µl de cloroformo/ml de trizol, se batió 

fuertemente durante 15 segundos y se incubó a 25°C 3 minutos más. Luego se centrifugaron 

las muestras a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. Para la precipitación del ARN se transfirió la 

fase acuosa a un nuevo tubo, se agregó 500 µl de isopropanol/ml trizol, y se incubó a 25° C 10 

minutos. Se centrifugaron las muestras a 12.000 g, 10 min a 4°C. Luego se lavó el pellet de ARN 

con 1 ml Etanol 75%/ml de trizol, se mezcló con vortex y se centrifugó a 7.500 g durante 5 

minutos a 4° C. Finalmente se dejó secar el pellet al aire, y se redisolvió el ARN en agua (30 µl) 

libre de ARNasa (SDS 0,5%). Se incubó durante 10 minutos a 55-60°C. Se tomó una alíquota 

para cuantificar, evaluar pureza e integridad. 

14. PCR cuantitativa en tiempo real 

A partir de 2 µg de ARN aislado, se realizó una transcripción reversa con 200 U de 

Transcriptasa Reversa SuperScript II (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 500 ng de primers Oligo 

(dT). Sobre el ADNc obtenido se realizó una PCR semicuantitativa. Cada 25 µl volumen de 

reacción contiene 1 unidad de Taq DNA polimerasa (Invitrogen), 16 µl de buffer de reacción 

PCR ((20 mM Tris-HCl, pH 8.4, and 50 mM KCl), 1,5 mM Mg2Cl, 200 mM de dNTPs y 0,4 mM de 

cada primer específico: TLR2 foward 5´-GGGTTGAAGCACTGGACAAT-3´ y reverse 5´-

CTGCCCTTGCAGATACCATT-3´; TLR4 foward 5´-TGAGCAGTCGTGCTGGTATC-3´ y reverse 5´-

CAGGGCTTTTCTGAGTCGTC-3´; CD44 foward 5´-GCGCAGATCGATTTGAATTAA-3´ y reverse 5´-

GTGCCCTTCTATGAACCCAT-3´; IL-8 foward 5´-GGTGCAGTTTTGCCAAGGAG-3´ y reverse 5´-

TTCCTTGGGGTCCAGACAGA-3´; CXCR1 foward 5´-TTTTCCGCCAGGCTTACCAT-3´ y reverse 5´- 

AACACCATCCGCCATTTTGC-3´; CXCR2 foward  5´-TAAGTGGAGCCCCGTGGGG-3´ y reverse 5´-

TGGGCTCAGGGGCAGGATG-3´; FPR1 forward 5´- CCCAGACCTAGAACTACCCA-3` y reverse 5`-

AGGACAAAGGTGACTGCAAA3-`; CD38 forward 5`-TGAAGTTGGGAACTCAGACC-3` y reverse  5`-

GTGAGGTCATCAGCAAGGTA-3`; CCRL2 forward 5`-CCTCTCCTGTATGCGTTTCT-3` y reverse 5`-

TGGAATGGTCAGGTTCTTCC-3`. Las condiciones de la PCR fueron: 90 s a 94° C y luego 40 ciclos 

de 30 s a 94° C, 30 s a 60° C y 30 s a 72° C. DNAc fue cuantificado usando OligoGreen Single 

Stranded Quantification kit (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Los datos fueron 

procesados como ΔΔCt. La cantidad relativa del producto de PCR amplificado de las CD/LT fue 

seteado como 1. Se utilizó un control sin templado (NTC) en cada una de las corridas de PCR, y 

todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado.  

15. Array de quimioquinas tumoral 

El medio condicionado de tejido tumoral (MCT) fue generado según lo descripto en 3.1.10. La 

detección de quimioquinas fue realizada mediante el uso de un array de quimioquinas 

humanas (human chemokine antibody array C1 (RayBio® C-Series)) según las instrucciones del 

fabricante. Las quimioquinas analizadas fueron: BLC, CCL28, CCL23, CTACK, CXCL16, EN78, 

Eotaxin1, Eotaxin2, Eotaxin3, Fractalkine, GCP2, GRO, GROα, HCC4, I-309, I-TAC, IL-8, IP-10, 

XCL1, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC, MIG, MIP-1α, MIP-1β, MIP-1δ, MIP-3α, MIP-3β, 

MPIF1, NAP2, PARC, RANTES, SDF-1α, SDF-1β, TARC, TECK. 

16. Ensayo de migración in vivo 
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En ratonesnude con tumor humano s.c. inoculamos en forma también s.c. CD/LT tratadas o no 

con AH BPM y teñidas con CMDiI, entre el tumor y el ganglio linfático inguinal más cercano (ver 

3.2.12). Luego de 48 h los ratones fueron sacrificados, y el tumor y el ganglio linfático 

removidos. Para el análisis de las células presentes en el tumor y en el ganglio linfáticos, se 

incubó la muestra con d-colagensa 0,05% (Cabiochem), y posteriormente los glóbulos rojos 

fueron lisados utilizando solución de lisis (NH4Cl 0,15 M, Na2-EDTA). Las células fueron fijadas 

con paraformaldehído 1% y analizadas mediante citometría de flujo (FACSCalibur, Becton-

Dickinson, BD). Los datos fueron posteriormente procesados utilizando el software Cyflogic. Se 

contabilizó el número de células CMDil+ cada 1 x 105 células.  

17. Análisis estadístico 

Para el procesamiento de los datos se realizó análisis pareado o test de Mann-Whitney según 

corresponda (programa InStat, GraphPad). Se consideró estadísticamente significativas las 

diferencias con una p menor o igual a 0,05.
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Parte IV 

5. Vacunación con CDpre tratadas con AH BPM en ratones con cáncer de colon 

1. Modelo tumoral 

Células CT26 fueron inoculados en el flanco derecho de ratones BALB/c en forma s.c. (5 x 105 

células/animal). Al 7mo día de la inoculación del tumor los animales se distribuyeron en grupos 

homogéneos según el tamaño tumoral (tamaño promedio: 85 mm3). Fueron tratados en el día 

7 y 9 con SF o CD (2,5 x 105) incubadas con LT, LT/AH BPM o LT/TNF-α según correspondiera. 

Se midió el diámetro mayor (L) y el diámetro menor (A) con un calibre tres veces por semana, y 

se calculó el volumen tumoral con la siguiente fórmula: V=(LxA2)/2. Se documentó la muerte 

de los animales, y los resultados fueron expresados como porcentaje de sobrevida. 

Para evaluar memoria inmunológica, los animales que permanecieron más de un mes libre de 

recaída tumoral fueron re-expuestos a las células tumorales (5 x 105 células CT26/animal). 

Animales sanos igualados por edad fueron inoculados con estas células y utilizados como 

grupo control.  

2. Ensayos de proliferación linfocitaria 

Se generó un cultivo de esplenocitos provenientes de ratones con tumor (14 días post 

inoculación) y tratados con SF, CD/LT, CD/LT/AH BPM o CD/LT/TNF-α Los glóbulos rojos fueron 

lisados mediante la adición de solución de lisis (NH4Cl 0,15 M, KHCO3 1 mM, Na2-EDTA 0,1 

mM). A fin de estimularlas, los esplenocitos fueron mantenidos en cultivo en placas de 96 well 

con fondo romo (1 x 105/well) durante 5 días con medio RPMI-1640 enriquecido con SFB al 

10% junto con células de adenocarcinoma murino CT26 (1 x 104/well) previamente tratadas 

con mitomicina C (según fue descripto en 3.1.16). La tasa de proliferación linfocitaria fue 

evaluada mediante la incorporación de timidina[3H]. Cada muestra fue evaluada por triplicado. 

 

3. Ensayo de citotoxicidad 

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron según los protocolos estándar(Malvicini, Rizzo et al. 

2009). Esplenocitos (8 x 106/well) estimulados in viro con células CT26 (8 x 105/well) tratadas 

con mitomicina C. Al 5to día de cultivo, las células fueron cosechadas, lavadas y puestas en 

cultivo en una placa de 96 pocillos (4 x 106/well; células efectoras). A fin de determinar la 

especificidad de los esplenocitos y la actividad NK, se utilizó dos tipos de células blanco, CT26 y 

YAC-1 (células resistentes a la actividad NK) respectivamente, a una concentración de 4 x 105 

células/ml. Luego de 4 hs de incubación a 37°C, las células fueron centrifugadas y se tomó el 

sobrenadante. La actividad de citotoxicidad fue evaluada con un kit de detección de 

citotoxicidad LDH (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) según las instrucciones del 

fabricante. Los resultados fueron expresados como valores relativos de lisis normalizados 

según el valor de LDH en el sobrenadante de las células no tratadas.  

4. Elisa IL-10 e INF-γ 
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La presencia de IL-10 e INF-γ fue determinado en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos y 

células CT26 (ver MLR, sección 3.4.2). Estos ensayos fueron realizados como tres experimentos 

independientes, por duplicado cada uno y según lo descripto en 3.1.18. 

5. Análisis estadístico 

Para el análisisestadístico se utilizó el método de Mann-Whitney o t de Student (programa 

InStat, GraphPad). Las curvas de sobrevida fueron comparadas mediante el uso de log-rank 

test. Se consideró estadísticamente significativas las diferencias con una p menor o igual de 

0,05.



Resultados 

 

 

 

 

 

 

Resultados



Resultados 

 

En esta sección se muestran los resultados obtenidosque evalúan el efecto de la 

administración sistémica de ácido hialurónico de bajo peso molecular en un modelo tumoral 

murino, el efecto biológico de esta molécula sobre células dentríticas in vitro, y su utilización 

como adyuvante en un modelo de vacunación con células dendríticas murinas y humanas.
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Parte I 

6. Efecto antitumoral del ácido hialurónico en un modelo murino de cáncer de 

colon 

En esta primera secciónpresentamos los resultados obtenidos en relación al efecto ocasionado 

por el empleo de ácido hialurónico sobre distintas líneas de células tumorales. Luego, y a partir 

de estos resultados, analizamos los efectos de la aplicación de ácido hialurónico por vía i.v. en 

un modelo de adenocarcinoma de colon heterotópico (subcutaneo) en ratones BALB/c. 

1. Líneas tumorales y su relación con AH 

Para comprender la interacción que existe entre las células tumorales y elAH, en primer lugar 

evaluamos si las líneas celulares de origen murino CT26, HEPA 129 y PANC02,y lasde origen 

humano LOVO,expresanCD44, principal receptor conocido de AH. Estudiamos también su 

capacidad de unir AH y, por último, si presentanAH unido a su membrana celular. Observamos 

que las células CT26 y HEPA129 presentan altos niveles de expresión de CD44 (84% y 73%, 

respectivamente) yen un alto porcentaje de ellas son capaces de unir AH (85% y 70%, 

respectivamente). Las células CT26 son las únicas de las células evaluadas que presentan 

capacidad de unir la proteína de unión a AH, lo cual indicaría que este línea presenta AH 

adherido a su superficie (poseen 26% de marca positiva) (figura 20). La línea de 

adenocarcinoma humano LOVO evidenció un patrón de marcación similarque las 

líneasprecedentes en cuanto a la expresión de CD44 (20%), la capacidad de unir AH (33%) y la 

presencia de AH en su membrana celular (1,7%).En las células provenientes de 

adenocarcinoma de páncreas murino PANC02se observó una baja expresión de CD44 (4,9%), 

con gran capacidad de unión a AH (31%) y una expresión relativamente alta de esta molécula 

(8,8%). 
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Caracterización de diferentes líneas tumorales. Se estudió la expresión de CD44, la capacidad 

de unir AH FitC y la expresión de AH adherido a la membrana celular mediante una proteína 

capaz de unir AH marcada con FITC por citometría de flujo. Se muestran histogramas 

representativos de las líneas CT26, LOVO, HEPA129 y PANC02. Línea negra: control de isotipo. 

El resultado está expresado como porcentaje del total delascélulas marcadas positivamente 

(línea amarilla).  

Teniendo en cuenta el alto porcentaje de células CT26 queexpresa CD44 y su gran capacidad 

de unir AH, decidimos investigar la importancia relativa de este receptor para unir este 

glicosaminoglicano.Para ello realizamos un ensayo en el que las células fueron pre-incubadas 

con un anticuerpo bloqueante de CD44 (anti-KM81). Observamos que este bloqueo redujo un 

22% la capacidad de unir AH FITC evidenciando que en parte AH se une a CD44 (80% y 58% 

marca positiva respectivamente) (figura 21), y que probablemente estén involucrados otros 

receptores en la unión de AH a estas células.  

 



Resultados parte I 

 

 

AH se une a células CT26 a través de CD44. Mediante citometría de flujo se analizó la 

capacidad de unión de AH FITC a células CT26 en estado basal, y luego de la incubación con un 

anticuerpo bloqueante de CD44 (antiCD44; KM81). Línea negra: células estado basal; línea 

roja: células pre-tratadas. Se expresa el porcentaje de bloqueo de unión de AH luego del 

tratamiento. 

 

2. AH inhibe la proliferación e induce la apoptosis en distintas líneas 

celulares 

Luego analizamos el efecto del AH exógeno sobre la proliferación celular in vitro. Así pudimos 

observar que AH BPM a una concentración de 20 µg/ml tiene un efecto anti-proliferativo 

comparado con el control (SF)sobre las células CT26 (8046 ± 937 d.p.m. vs. 15957 ± 402 d.p.m; 

p ≤ 0,05), LOVO (97927 ± 5129 d.p.m. vs 126377 ± 4110 d.p.m; p ≤ 0,05) y PANC02 (12397 ± 

1560 d.p.m. vs  25052 ± 1480 d.p.m; p ≤ 0,01). En el caso de las células HEPA129 la incubación 

con AH APM (100 µg/ml)inhibió su proliferación (28807 ± 2856 d.p.m. vs 39074 ± 1779 d.p.m; 

p ≤ 0,05)(figura 23). 
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Efecto anti-proliferativo de AH BPM. Proliferación in vitro de células tumorales tratadas con 

AH APM, BPM o solución fisiológica (control -) medido por la incorporación de timidina[3H]. 

Las barras representan la media ± EEM de d.p.m (medido por triplicado). Mann Whitney t test; 

* p≤0,05, ** p≤0,01. 

También analizamos el efecto de AH sobre el proceso de apoptosis celular mediante la tinción 

con ioduro de propidio/naranja de acridina. AH BPM a baja concentración (20µg/ml) fue un 

inductor de la apoptosis de las célulasCT26 (2,1 ± 0,34 veces respecto al control; p ≤ 0,05), 

HEPA129 (2,3 ± 0,44 veces respecto al control; p ≤ 0,05) y PANC02 (2,3 ± 0,23 veces respecto al 

control; p ≤ 0,05)(figura 23). Por otra lado, pudimos observar que AH APM y AH BPM a una alta 

concentración (100 µg/ml) tienen un efecto anti apoptótico en células LOVO (0,4 ± 0,14 y 0,25 

± 0,06 veces vs control, respectivamente; p≤0,05 y p ≤ 0,01, respectivamente).  
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Efecto pro-apoptótico de AH BPM. Cuantificación de células apoptóticas y necróticasmediante 

la tinción con ioduro de propidio y naranja de acridina. Las barras representan el índice de 

apoptosis de las distintas líneas celulares tratadas durante 24 hs. con AH respecto a las células 

sin tratar (control -). Se grafica la media ± EEM de 3 experimentos independientes. Mann 

Whitney t test; * p≤0,05, ** p≤0,01. 

 

3. AH BPM actúa a través de CD44 modulando la fosforilación de Akt en 

células CT26 

Luego estudiamos la participación de CD44 en los efectos pro-apoptóticos y anti-proliferativos 

de AH. Pudimos observar quebloqueando este receptor con un anticuerpo específico (KM81) 

los efectos anti-proliferativo y pro-apoptótico de AH BPM fueroninhibidos (figura 24 a y b, 

respectivamente).  
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El efecto anti-proliferativo y pro-apoptótico de AH BPM es mediado por CD44. a. 

Cuantificación de células CT26 luego de su incubación con timidina[3H] durante 12 hs. Se 

analizó el efecto de AH BPM en presencia o no de un anticuerpo específico para CD44 

(antiCD44, KM81). b. Porcentaje de apoptosis de células CT26 luego de tratarla o no con AH y 

de bloquear CD44. Se midió luego de teñir con AnexinaV FitC y ioduro de propidio (IP). Dot plot 

de un ensayo representativo (panel izquierdo) y análisis cuantitativo de 2 experimentos 

independientes (media ± EEM) (panel derecho). Mann Whitney t test; * p≤0,05. 

 

Estudiamos también los cambios en el estado de fosforilación de Akt (Akt-p), molécula de 

señalización implicada en mecanismos de supervivencia y migración celular, y modulada por 

AH(Alaniz, Garcia et al. 2006, Kim, Lee et al. 2008, Torre, Wang et al. 2010). El tratamiento 

conAH BPM redujoAkt-pun 50% respecto a las células sin tratar. Este efecto fue revertido 

parcialmente cuando las células fueron incubadas previamente con antiCD44 (figura 25). 
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El tratamiento con AH BPM inhibe la fosforilación de Akt. La expresión de Akt y Akt 

fosforilado (Akt-p) fue evaluada en las células CT26 por western blot. Los extractos 

citoplasmáticos fueron preparados a partir de células tratadas o no con AH BPM (20 µg/ml) 

durante 1 hs, antiCD44 más AH BPM o su control de isotipo más AH BPM. La expresión de Akt 

total fue usada como control de carga. Se realizó un análisis densitométrico de las bandas de 

western blot (a) y los resultados fueron expresados en unidades arbitrarias (b). 

 

4. AH inhibe la velocidad de crecimiento tumoral e incrementa la 

sobrevida de ratones portadores de tumor 

Teniendo en cuenta los resultados previos, y para evaluar el efecto del AH sobre el crecimiento 

tumoralin vivo, utilizamos un modelo murino de cáncer de colon. Para el desarrollo del mismo 

se utilizaron ratones BALB/c a los que se les inoculó en forma s.c. células CT26. Luego de 5 días 

y durante 5 días consecutivos, estos ratones fueron tratados de forma i.v. con 20 μg de 

AHAPM (1x106 Da), AHBPM (1x105 Da), oligómeros de AH (oAH) diluídos en 100 μl de SFo el 

vehículo solo a modo de control (SF). Así pudimos observar que el tratamiento con AH BPM y 

oAH, pero no el AH APM,incrementa la supervivencia media de los ratones con una sobrevida 

a los 35 días del 80%, 70% y 0% respectivamente (long Rank test, p≤0,01) (figura 26). 
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AH BPM incrementa la supervivencia de ratones con tumor. Ratones BALB/c fueron 

inoculados con células CT26 (5x105) en forma s.c. Al día 5to se inició el tratamiento durante 5 

días consecutivos con 20 µg de AH APM, AH BPM, oAH o solución fisiológica (SF). Curva de 

supervivencia. Kaplan-Meier. Log-rank test.* AH BPM vs SF; p ≤ 0,01. 

 

Asimismo,tanto AH BPM como oAH disminuyeron la velocidad del crecimiento de los tumores 

e indujeronuna respuesta tumoral completa en el 20% de los mismos (figura 27, a y b). 
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AH BPM disminuye la velocidad de crecimiento tumoral. Los ratones fueron inoculados con 

células CT26 y tratados con AH de distinto peso molecular durante 5 días. El volumen tumoral 

fue medido 3 veces por semana durante 30 días. a. Promedio del volumen tumoral en los 

distintos grupos de tratamiento (media ± EEM mm3, n = 10±3). La flecha indica el inicio del 

tratamiento. Mann Whitney t test; *p≤0,05. b. Curva de crecimiento tumoral de cada ratón 

individual en los distintos grupos de tratamiento (media ± EEM mm3). 

 

Para comprobar que el AH inoculado accedio al tumor, en un grupo de ratones se inyectó en 

forma i.v.AH marcado con FITC. Mediantemicroscopia de fluorescencia pudimos observar su 

presencia en cortes histológicos de la lesión tumoral (Figura28). 
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AH inoculado alcanza el tejido tumoral. Microscopía de fluorescencia del tejido tumoral luego 

de la administración exógena de HA FITC en animales portadores de tumor (9no día). El panel 

insertado representa tejido tumoral obtenido de animales inyectados con solución fisiológica 

(400 x).AH BPM incrementa el infiltrado inflamatorio intratumoral  

 

A fin de estudiar el efecto de AH sobre el sistema inmunitario en este modelo, analizamos el 

infiltrado inflamatorio intratumoral. Observamos en cortes histológicos teñidos con 

hematoxilina y eosina, y marcados por inmunohistoquímica que los animales tratados con AH 

BPM presentaban un mayor infiltrado de células CD3+en comparación con los animales 

controles(11 ± 0,95 células/campo vs 5,7 ± 0,76 células/campo; p≤0,01) (figura 29). 

 

 

 

 

 

AH BPM incrementa el infiltrado inflamatorio intratumoral. Análisis histológico de tejido 

tumoral teñido con H&E. Las flechas señalan células infiltrantes mononucleares en tejido 

tumoral de  un animal control (foto izquierda) y uno tratado con AH BPM (foto derecha). 
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Análisis semicuantitativo de células CD3+marcadas por inmunohistoquímica (gráfico de 

barras). Cuantificación: número de células positivas/tejido tumoral (200X). Los valores son 

expresados como la media ± EEM.Mann Whitney. ** p ≤ 0,01 

Luego caracterizamos este infiltrado mediante citometría de flujo observando un incremento 

significativo en el infiltrado inflamatorio de células CD3+ y CD3+/CD8+en los tumores 

provenientes de ratones tratados con AH BPM respecto a ratones sin tratar (IMF: 124,7 vs 

89,17; y 124 vs 84, respectivamente; p≤0,05) (figura 30). 

 

AH BPM incrementa el infiltrado inflamatorio intratumoral de célulasCD3+/CD8+. Análisis del 

infiltrado inflamatorio intratumoral mediante citometría de flujo. Se muestra la comparación 

de un histograma representativo de un animal por grupo (sombra gris: SF; línea negra: AH 

BPM) (panel superior) y el análisis cuantitativo para la marcación CD3+, CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+ 

(panel inferior). Las columnas representan la media geométrica ± EES (n:10). Columna negra: 

SF; Columna roja: AH BPM. Mann Whitney t test; * p≤0,05. 

 

5. AH activa CD esplénicas y genera una respuesta antitumoral específica 

A la luz de estos resultados y teniendo en cuenta que uno de los principales órganos que 

participan del metabolismo de AH exógeno es el bazo,analizamos si el AH BPM inoculado en 

forma i.v. se deposita en este órgano. Para esto inyectamos AH FITC por vía i.v. en animales 

portadores de tumor y así pudimos comprobar por microscopia de fluorescencia en cortes 

histológicos su localización esplénica (figura 31). 
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AH se deposita en el bazo. Microscopía de fluorescencia de tejido esplénico luego de la 

administración exógena de HA FITC en animales portadores de tumor (día 9 post-inoculación 

del tumor). El panel insertado representa tejido obtenido de animales inyectado con solución 

fisiológica (400 X). 

 

Entonces estudiamos si este glicosaminoglicano inoculado modifica la actividad de células 

dendríticas presentes en este órgano. Para esto aislamos células esplénicas de animales 

tratados y sin tratar con AH BPM, y las marcamos con anticuerpo anti CD11c y CMH-II. Así 

observamos que el tratamiento con AH BPMincrementa de manera significativa el nivel de 

expresión de CMH-II en esplenocitos (47 ± 1,4% vs 39 ± 1,9%; p ≤ 0,05) y, particularmente, en 

el grupo de células CD11+ (30 ± 1,7% vs 27 ± 0,4%, p ≤ 0,05) (figura 32). 
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AH BPMactiva CD esplénicas. a. Caracterización fenotípica de las CD derivadas de bazo de 

animales tratados o no (control -) con AH BPM (día 9 post-inoculacion del tumor). Dot plot de 

esplenocitos de ratones tratados o no con AH BPM (panel izquierdo).  Análisis cuantitativo de 

la expresión de los marcadores CD11c y MHC-II efectuado por citometría de flujo. Los datos 

son expresados como la media ± DE de % de expresión. Mann Whitney t test; * p ≤ 0,05. 

 

Más aún, al 9no día luego de iniciado el tratamiento,los esplenocitos de ratones tratados con 

AH BPM y portadores de tumor demostraron una actividad proliferativa significativamente 

mayor que los provenientes de ratones sin tratar,en presencia de CD singénicas pulsadas con 

antígeno tumoral (12.550 ± 2.572 d.p.m. vs 8.155 ± 2.844 d.p.m; p ≤ 0,05) (figura 33, 

a).También pudimos demostrar que en el sobrenadante del cultivo de estos esplenocitos hubo 

un incremento significativo en la concentración de IL-12p70 (975 ± 271 pg/ml vs 175 ± 66 

pg/ml; p ≤ 0,05) y una disminución de IL-10 de un 50% (96 ± 50 pg/ml vs 175 ± 21 pg/ml; p = 

0,4), perfil de citoquinas que caracteriza a la respuesta inmunitaria tipo Th1 necesaria para una 

respuesta antitumoral efectiva (figura 33, b). 
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AH BPM induce unperfil de respuesta inmunitario de tipoTh1. a. Cultivo mixto linfocitario de 

esplenocitos derivados de animales controles o tratados con AH BPM. Las células fueron 

incubadas en presencia de CD singénicas -pulsadas con extracto tumoral y tratadas con 

mitomicina C- durante 5 días. La proliferación fue determinada por adición de timidina[3H] 18 

hs antes de finalizar el cultivo. Los datos fueron expresados como la media ±EEM de d.p.m. 

(medido por triplicado). b. Determinación por ELISA de los niveles de IL-10 (panel superior) e 

IL-12 (panel inferior) en sobrenadante de cultivo del experimento anterior. Mann Whitney t 

test; * p ≤ 0,05. 

 

6. Niveles de VEGF e IL-10 sistémicos 

Teniendo en cuenta que los niveles séricos de VEGF e IL-10 en el contexto tumoral se 

losconsideran como factor de mal pronóstico(Berghella, Pellegrini et al. 1997, Hegde, Jubb et 

al. 2013), decidimos evaluar si el tratamiento con AH BPM sistémico modifica su concentración 

sérica. Mediante la técnica de ELISA pudimos determinar que los niveles de VEGF e IL-10 en 

ambos grupos de ratones eran bajos y similares (0,13 pg/ml vs 0,14 pg/ml, y 12 pg/ml vs 10 

pg/ml, respectivamente; p NS) (figura 34). 
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AH BPM no modifica la concentración sérica de IL-10 ni VEGF. Determinación por ELISA de los 

niveles de IL-10 (panel izquierdo) y VEGF (panel derecho) en suero de ratones tratados con 

solución fisiológica (SF) o AH BPM. 
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Parte II 

7. Efecto de AH BPM sobre CD derivadas de médula ósea de ratón 

Teniendo en cuenta los datos previos, y la relación entre AH, sistema inmunitario y 

cáncer(Alaniz, Garcia et al. 2009), planteamos la posibilidad del uso de esta molécula en un 

protocolo de vacunación con CD pulsadas con antígeno tumoral. Para esto evaluamos sus 

efectosin vitroen cultivos de CD. Asimismo, estudiamos en un modelo tumoral murino los 

efectos de esta molécula sobre las CD en cuanto a su capacidad de migrar hacia el ganglio 

linfático y su potencialinductor de una respuesta inmunitariaantitumoral eficaz. 

1. Ácido hialurónico modula la capacidad endocítica de CD 

CD fueron obtenidas de médula ósea de ratones BALB/c de acuerdo a lo descripto previamente 

en la sección materiales y métodos. Luego de 7 días de cultivo, se evaluó su capacidad de 

endocitosis en presencia o no de AH de distinto PM utilizando dextran-FITC. Observamos que 

la presencia de AH APM disminuye sucapacidad de endocitosis un 75% respecto al control, a 

diferencia de la molécula de bajo PM que no la modifica(figura 35).  

 

 

 

AH BPM no altera la capacidad de endocitosis de CD. Citometría de flujo CD cultivadas con 

DEXTRAN-FITC en presencia de PBS, AH APM y AH BPM. Histograma representativo. Sombra 

gris: control isotipo; línea amarilla: señal FitC. 

 

2. AH BPM no afecta la proliferación de CD 

A fin de evaluar si el tratamiento con AH modifica la viabilidad de las CD, decidimos estudiar su 

estado proliferativo. Mediante un ensayo de proliferacion mediante el estudio de la 

incorporacion celular de timidina[3H] pudimos evidenciar que esta molécula, en sus diversos 

tamaños, no afecta la tasa de replicación celular (figura 36). 
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AH BPM no afecta la tasa de proliferación basal de CD in vitro. Las CD fueron incubadas 

durante 24 hs con SF, AH BPM, AH APM u oAH. Las barras representan la media de c.p.m. ± 

EES de las CD según los distintos tratamientos.  

 

3. AH BPM induce la maduración de CD derivadas de médula ósea de 

ratón 

Con el objetivo de analizar el efecto de AH BPM sobre el estado madurativo de CD pulsadas 

con antígeno tumoral, estas fueron cultivadasdesde el 3er día con AH BPM (CD/LT/AH BPM). Se 

utilizó como grupo control CD/LT y CD/LT activadas con TNF-α. Al 7mo día las células fueron 

pulsadas con antígeno tumoral derivado de la línea tumoral CT26 durante 18 hs. Para su 

análisis se seleccionó mediante citometría de flujo la población CD11+, a la que se le midió el 

porcentaje de expresión de moléculas implicadas en el proceso de presentación antigénica y 

activación linfocitaria. De esta forma se observó que el pre-tratamiento con AH BPM indujo un 

incremento significativo en el porcentaje de expresión de CMH-II (72 ± 3%) y CD86 (65 ± 6%) 

en comparación con CD/LT (56 ± 10% y 54 ± 2,5%, respectivamente) (p ≤ 0,05). TNF-α indujo 

en CD/LT un incremento en la expresión de CMH-II (73 ± 3%) y CD40 (65 ± 2,8%) sin modificar 

la expresión de CD86 (44 ± 1,3%) (figura 37). 
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AH BPM induce la maduración y activación de CD/LT. Análisis fenotípico mediante citometría 

de flujo del cultivo de CDpulsadas con antígeno tumoral (CD/LT), y tratadas o no con AH BPM 

(CD/LT/AH BPM) o TNF-α (CD/LT/TNF-α). Para su análisis, las células CD11c+ fueron 

seleccionadas, y se estudió la co-expresión de marcadores de maduración y activación. Los 

datos son expresados como la media ± DE %. One-way anova; * p≤0,05 vs CD/LT. 

 

Consistentemente con estos resultados hallamos que AH BPM indujo un incremento en la 

secreción de IL-12p70 comparado con CD/LT sin tratar o CD/LT activadas con TNF-α (170±134 

pg/ml vs 56.33±12 pg/ml vs. 53±8 pg/ml respectivamente; p≤0,05), según se pudo detectar en 

el sobrenadante del cultivo de las CD. Los niveles de IL-10 en los mismos sobrenadantes fueron 

significativamente menores en el grupo CD/LT/AH BPM (399 pg/ml) comparado con CD/LT 

(527 pg/ml) yCD/LT/TNF-α (519.7 ± 15 pg/ml) (p≤0,05) (figura 38). 

 

El pre-tratamiento de CD/LT con AH BPM induce la secreción de citoquinas con perfil Th1. La 

expresión de IL-12 (panel izquierdo) e IL-10 (panel derecho) fue determinada mediante ensayo 

de ELISA en sobrenadante de cultivo de CD/LT, CD/LT/AH BPM, y CD/LT/TNF-α. Los resultados 
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se muestran como la media ± DE pg/ml y corresponde a tres experimentos independientes. 

Mann Whitney t test; * p≤0,05. 

 

A fin de estudiar su capacidad de presentación antigénica, realizamos un co-cultivo de estas CD 

provenientes de ratones BALB/c con esplenocitos alogénicos derivados de ratones C57BL/6. 

Pudimos observar que linfocitos en presencia de CD/LT/AH BPM mostraron una actividad 

proliferativa significativamente mayor que los expuestos a CD/TL sin tratar (43.765±2.308 

d.p.m. vs 15.763±1.189 d.p.m; p≤0,05) (figura 39). Estos datos sugieren que la incubación de 

CD/LT con AH BPM tiene un potente efecto sobre su maduración y activación, en parte similar 

al visto en el grupo tratado con TNF-α, favoreciendo un estado pro-inmunogénico y anti-

inmunosupresivo, y resultando en una mayor capacidad de estimular la proliferación 

linfocitaria in vitro. 

 

AH BPM incrementa la capacidad de estimular la proliferación linfocitaria de CD/LT. 

Representación gráfica de un cultivo mixto linfocitario. CD/LT, CD/LT/AH BPM y CD/LT/TNF-α, 

tratadas con mitomicina C, fueron co-cultivadas con esplenocitos alogénicos. Su actividad 

proliferativa fue medida mediante la incorporación de timidina[3H]. Los datos representan la 

media ± DE de d.p.m, de mediciones realizadas por triplicado. Mann Whitney t test; * p≤0,05. 

 

4. AH BPMincrementa la migración de CD hacia sobrenadante de 

esplenocitos 

La migración de las CD hacia el ganglio linfático parasu posterior interacción con células 

linfoides es un paso crítico para la inducción de una respuesta inmunitarioantitumoral(MartIn-

Fontecha, Sebastiani et al. 2003, Tuyaerts, Aerts et al. 2007), y un desafío para los protocolos 

de vacunación basados en CD(Adema, de Vries et al. 2005, Skalova, Mollova et al. 2010). Por 

esto decidimos investigar si el acondicionamiento de CD con AH BPM es capaz de modificar su 



Resultados parte II 

 

capacidad de migrarin vitro. Para esto realizamos un ensayo de migración de CD pulsadas y sin 

pulsar con antígeno tumoral, y pre-tratadas o no con AH BPM, hacia el sobrenadante de un 

cultivo de esplenocitos proveniente de ratones con tumor. Así pudimos determinar que las CD 

migran menos hacia el sobrenadante que las CD/LT (6,7 ± 1,2 células/campo vs 14,1 ± 0,8 

células/campo, respectivamente; p ≤ 0,001). Al ser pre-tratadas con AH BPM tanto CD como 

CD/LT incrementaron su capacidad de migrar (6,7 ± 1,2 vs 21 ± 1,7 células/campo, y 14,1 ± 0,8 

vs 34 ± 5 células/campo, respectivamente; p ≤ 0,05). AH APM inhibió la migración de CD (3,7 ± 

0,6 células/campo; p  ≤ 0,05) y no afectó la migración de CD/LT (15,7 ± 1,1 células/campo) 

(figura 40). 

 

AH BPM incrementa la migración de CD hacia el sobrenadante de linfocitos. Ensayo de 

migración en un sistema de Boyden modificado. En la cámara superior se colocaron CD y en la 

cámara inferior sobrenadante de cultivo de esplenocitos singénicos derivado de ratones 

portadores de tumor. Luego de 4 hs de cultivo las células fueron fijadas, teñidas con May-

Grunwald y luego visualizadas mediante microscopía de luz blanca. Las barras muestran la 

media de células/campo ± EEM. Mann Whitney t test; * p≤0,05; ** p≤0,001. 

 

5. La acción quimioatractante de CCL19/CCL21 es potenciada por el 

estímulo con AH BPM 

A fin de aclarar el mecanismo implicado en esta respuesta, decidimos estudiar la migración de 

CD/LTin vitrohacia CCL19 y CCL21, quimioatractantes secretados en órganos linfáticos, claves 

para de la migración de CD. Así pudimos observar que el tratamiento de CD/LT con AH BPM 

indujo un incremento significativo en su capacidad de migrar tanto hacia CCL19 (32,8 ± 1,8 vs 

13,1 ± 1,4 células/campo; p ≤ 0,05) como hacia CCL21(34,2 ± 1,9 vs 13,6 ± 1,7 células/campo; p 

≤ 0,01) (figura 41).  
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El pre-tratamiento con AH BPM induce la migración de CD/LT en respuesta a CCL19 y CCL21. 

Ensayo de migración en sistema de Boyden modificado. En la cámara superior se colocó CD/LT 

pre-tratadas o no con AH BPM y, en la cámara inferior DMEM, CCL21 (100 ng/ml) o CCL19 (100 

ng/ml). Se grafica el promedio de células/campo ± EEM. Mann Whitney t test, * p≤0,05; 

**p≤0,01.  

 

Luego pudimos demostrar que este efecto visto en CD/LT/AH BPM fue incluso superioral 

generado por otras moléculas comúnmente utilizadas en cocktails de maduración como son 

TNF-α, poly I:C y LPS(Moller, Michel et al. 2008)(figura 42). 
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AH BPMestimula la migración de CD/LT superando aTNF-α, poly I:C y LPS. Ensayo de 

migración de CD/LThacia CCL21. Las CD/TL fueron activadas con TNF-α, poly I:C, LPS o AH BPM. 

Las barras representan númeromedio células/campo ± EEM. Mann Whitney t test; ** p≤0.01, 

CD/LT/AH BPM vs CD/LT/LPS; *** p≤0.001, CD/LT/AH BPM vs CD/LT. 

 

6. El efecto AH BPM sobre la migración de CD es independiente de CD44 

y TLR4 

Para evaluar si el efecto de AH BPM sobre la migración de CD es mediado por CD44 generamos 

cultivos de CD derivadas de médula ósea de ratones CD44 knokout (CD44-/-). El tratamiento con 

AH BPM no modificó la expresión de marcadores de maduración, sin embargosi redujo de 

manera significativa la síntesis de IL-10 (24,5 ± 1 pg/ml vs 231 ± 3,8 pg/ml; p ≤ 0,01) e indujo 

una mayor capacidad de estimulación linfocitaria in vitro (4.746 ± 626 d.p.m vs 2.976 ± 505 

d.p.m; p ≤ 0,05). Asimismo,las CD44-/-/LT fueron capaces de responder al estímulo con AH BPM 

incrementando un 50% su facultad de migrar hacia CCL21 (38,6 ± 1,5células/campo vs 25,4 ± 

2,8 células/campo; p ≤ 0,001) (figura 43). 

 

AH BPM  activa a las CD/LT e induce su migración hacia CCL21 en forma independiente de 

CD44. a. CD/LT con o sin pre-tratamiento con AH BPM proveniente de médula ósea de ratones 

CD44-/- fueron marcadas con anticuerpo anti-CD11c, CMH-II, y CD86.De la población CD11c+, 

se evaluó la expresión de CMH-II y CD86. Los datos están expresados como media % ± DE. b. 

Medición de concentración de IL-10 en el sobrenadante del cultivo de CD/LT wt y CD44-/- 

tratadas o no con AH BPM mediante ELISA. Los resultados son expresados como la media ± DE 

en pg/ml, y corresponde a tres experimentos independientes. c.CD/LT tratadas con mitomicina 

C y co-cultivadas con esplenocitos alogénico de ratones C57BL/6 durante 5 días. La 
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proliferación celular fue determinada por la incorporación de timidina[3H]. Los datos son 

expresados como la media ± DE de d.p.m. (medido por triplicado). d. Se muestra la migración 

de CD/LT derivadas de ratones wt y CD44-/- hacia CCL21. Los resultados son expresados como 

índice de migración respecto a CD/LT sin tratar con AH BPM (media ± DE).Columna gris: CD/LT; 

columna negra: CD/LT/AH BPM. Wt: ratones wild type; CD44-/-: ratones CD44 knockout. Mann 

Whitney t test; * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001. 

 

Teniendo en cuenta que oAH tienen la capacidad de inducir la activación de CD a través de 

TLR4(Termeer, Benedix et al. 2002), estudiamos el efecto de AH BPM en CD-mo derivadas de 

ratones knockout para TLR4 (CDTLR4-/-). Así comprobamos que este tratamiento no afectalos 

marcadores de maduración de las CDTLR4-/-, pero sí inhibe de manera significativa la secreción 

de IL-10 (59,1 ± 14,3 pg/ml vs 301 ± 34 pg/ml; p ≤ 0,05), incrementa su capacidad de estimular 

linfocitos alogénicos (4408 ± 776 d.p.m vs 1812 ± 135 d.p.m; p ≤ 0,05), y potencia la respuesta 

quemotáctica a CCL21 (67,9 ± 6,4 células/campo vs 26,2 ± 2,4 células/campo; p ≤ 0,001) (figura 

44).  

 

AH BPM madura y activa a las CD/LT en forma independiente a TLR4. Representación gráfica 

del estado de maduración (a), secreción de IL-10 (b), MLR (c) y migración hacia CCL21 de CD/LT 

obtenidas de ratones TLR4-/- y tratadas o no con AH BPM. Los experimentos fueron realizados 

de forma similar a los descriptos en la figura anterior. Columna gris: CD/LT; columna negra: 

CD/LT/AH BPM.Wt: ratones wild type; CD44-/-: ratones CD44 knockout. Mann Whitney t test; 

* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001. 

 

7. AH BPM induce la expresión de CCR7 

Posteriormente evaluamos si este aumento de la migración hacia CCL21 podría responder a un 

incremento en la expresión de CCR7, receptor de CCL19 y CCL21. Así observamos que las 
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CD/LT/AH BPM presentaron niveles de expresión de CCR7 significativamente mayores que 

CD/LT (44,8% vs. 35,6%; MFI 256 ± 36 vs. 195 ± 3.7; p ≤ 0,05) (figura 45). 

 

 

La incubación de CD/LT induce la expresión de CCR7. Superposición de histogramas que 

representan la expresión de CCR7 en CD/LT (sombra gris) y CD/LT/AH BPM (línea amarilla). Se 

muestra un experimento representativo de tres experimentos independientes (panel 

izquierdo). Intensidad media de fluorescencia (IMF)de tres experimentos independientes 

(media ± DE) (panel derecho). Mann Whitney t test, * p≤0,05. 

Luego estudiamos la expresión de CCR7 en CD44-/- y CDTLR4-/-tratadas o no con AH BPM. 

Observamos que este tratamiento indujo la expresión de CCR7 en  las CDTLR4-/-(IMF: 110 ± 5,6 

vs 56,2 ± 10, 1; p ≤ 0,05) (figura 46). 

 

AH BPM incrementa la expresión de CCR7 en ratones TLR4-/-. Citometría de flujo de CD/LT 

proveniente de ratones CD44-/- y TRL4-/- tratadas con AH BPM. La columnas representan 

intensidad media de fluorescencia ± DE de tres experimentos independientes.DC44-/-: ratones 

knockout para CD44; TLR4-/-: ratones knockout para TLR4.Mann Whitney t test; CD/LT vs 

CD/LT/AH BPM; * p ≤ 0,05. 



Resultados parte II 

 

8. AH BPM aumenta la capacidad de migrar de DC generadas ex vivo en 

un modelo de cáncer colorectal 

En función de los resultados antes descriptos nos preguntamos si el aumento de la capacidad 

migratoria de CD/LT tratadas con AH BPM vista in vitro puede ser reproducido en un modelo 

tumoralin vivo. Con este fin inoculamos en forma s.c., a una distancia media entre el tumor y 

ganglio linfático (GL) más cercano, CD marcadas con CM-DiI y DiR. Veinticuatro horas después 

analizamos in vivo la distribución de las células inoculadas mediante el uso de bioluminómetro 

(sistema de imágenes Xenógeno in vivo; IVIS; Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA) 

observando una mayor intensidad de señal en GL de ratones tratados con CD/LT/AH BPM 

respecto a los tratados con CD/LT (3,8 x 105promedio de fotones/segundo/cm2 vs 1,23 x 

106promedio de fotones/segundo/cm2) (figura 47). 

 

 

El tratamiento de CD/LT con AH BPM aumenta su capacidad  de migrar hacia el ganglio 

linfático (GL) en animales portadores de tumor. Se muestra fotografía de ratones BALB/c a los 

que se les indujo un tumor, y se les inoculó vía s.c., entre el nódulo tumoral y el GL, CD/LT/AH 

BPM o CD/LTteñidas con DiR.Parala visualización de las DC-DiR en animales vivos se utilizó un 

bioluminómetro. En el panel izquierdo se puede observar el aumento de señal en aquellos 

animales que fueron tratados con CD/LT/AH BPM en comparación con los tratados con DC/TL. 

En el panel derecho se observaba la intensidad de señal en el ganglio y el tumor explantado.  

 

En correlación con estos hallazgos, el número de CD-CM-Dil recuperadas del GL y medido por 

citometría de flujo fue significativamente mayor en el grupo tratado con AH BPM comparado 

con CD/LT sin tratar(4737 ± 998 vs 2312 ± 412 células CMDil+/1 x 106 células; p ≤ 0,05) (figura 

48, panel izquierdo). Por el contrario, la cantidad de células CM-Dil positivas fue menor en la 

muestra proveniente de tumores a los que se les inoculó CD/LT/AH BPM, sin ser esta 

diferencia estadísticamente significativa (2409 ± 822 vs 3242 ± 1439 células CMDil+/1 x 106 

células; p = 0,06) (figura 48, panel derecho). De estos resultados pudimos concluir que el 
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tratamiento de CD/LT con AH BPM no solo aumenta su capacidad de migrar in vitro hacia 

CCL21 sino también in vivo hacia GL. 

 

AH BPM aumenta la capacidad de migrar de CD/LT hacia el ganglio linfático en animales 

portadores de tumor. Citometría de flujo de una suspensión celular de ganglio linfático y 

tumor de ratones tratados con CD/LT con o sin pre-incubación con AH BPM y teñidas con CM-

DiI. Los datos  representan el número de células CM-DiI+ detectadas/106 células.Wilcoxon test; 

CD/LT vs CD/LT/AH BPM 
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Parte III 

8. Efecto de AH BPM sobre CD humanas derivadas de mononucleares de sangre 

periférica 

En esta sección estudiamos los efectos de AH BPM sobre CD/LT generadas a partir de células 

mononucleares de sangre periférica de donantes sanos (DS) y de pacientes con cáncer de 

colon. Analizamos el efecto de AH sobre su estado madurativo y, como principal objetivo, el 

impacto sobre su capacidad de migrar. 

1. Característica de los pacientes y generación de las CD 

Las CD fueron generadas a partir del aislamiento de células mononucleares de sangre 

periférica de 15 donantes sanos (DS) y 25 pacientes con cáncer de colon (CCR). Entre los 

pacientes, 19 tenían metástasis hepáticas y un 39% había recibido quimioterapia previamente.  

Las células fueron cultivadas según lo descripto en materiales y métodos en presencia de GM-

CSF e IL-4. Luego de 7 días de cultivo se seleccionó la población CD11+, correspondiente al 40-

60% del total de las células, y pudimos comprobar que el tratamiento con AH BPM indujo un 

incremente significativo en la expresión de CMH-II y CD86 en las CD provenientes de DS 

(p≤0,05) (tabla 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Donantes sanos Pacientes 

  CD CD/LT CD/LT/AH BPM CD/LT/Poly I:C CD CD/LT CD/LT/AH BPM CD/LT/Poly 

I:C 

CMH II 220 224 δ 238* 217 135 174 192 180 

CD86 265 225 δ 238* 218 109 171 170 148 

CD83 164 157 160 157 101 93 112 133 
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CD40 120 113 108 123 397 384 375 381 

* p ≤ 0,05; vs Donantes sanos CD/LT; δ p ≤ 0,05; vs Paciente CD/LT 

 

Marcadores de maduración de CD. Los valores expresan la media geométrica de fluorescencia. 

 

2. CD preincubadas con AH BPM inducen la proliferación linfocitaria 

Posteriormente, estudiamos si el pre-tratamiento de CD/LT con AH BPM impactaba sobre su 

capacidad de presentación antigénica. Para esto inoculamosen la cavidad peritoneal de 

ratones nude células mononucleares proveniente de DS enriquecida en linfocitos (LSP) y 

marcada con CFSE(Alfaro, Suarez et al. 2011). Al mismo tiempo inoculamos CD/LT pre-tratadas 

o no con AH BPM. Luego de 48 hs se realizó un lavado peritoneal y se recolectaron las células 

para su posterior análisis mediante citometría de flujo. Así pudimos observar que los LSP en 

presencia de CD/LT/AH BPM mostraron una mayor tasa de replicación en comparación con LSP 

expuestos a CD/LT sin tratar. Este efecto se dio tanto con las CD provenientes de DS (94 ± 20% 

vs 22 ± 17%, respectivametne; p≤ 0,05) como de pacientes (109,9 ± 31,8% vs 18,9 ± 1,1%, p≤ 

0,05), siendo el incremento de un 70% y un 90% respectivamente (figura 49). 

 

 

 

 

El pre-tratamiento de CD/LT con AH BPM incrementa su capacidad de presentación 

antigénica. Se inoculó en ratones nude por vía intraperitoneal linfocitos de origen humano 

teñidos con CSFE (5 x 106) y CD/LT o CD/LT/AH BPM alogénicas (1,5 x 106). 48 h más tarde se 

recolectaron las células mediante lavado peritoneal. Se evaluó la proliferación celular 

mediante citometría de flujo por dilución del marcador fluorescente seleccionando la 
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población CD3+. a. Histogramas representativos de DS (3) y de pacientes (3). Línea gris: 

linfocitos solos; sombra gris: linfocitos + CD/LT; línea negra: linfocitos + CD/LT/AH BPM. b. 

Media de incremento porcentual ± EEM de la proliferación de linfocitos en presencia de CD 

respecto a linfocitos solos (donante sano, n: 5; pacientes, n: 5). Barra blanca: linfocitos; barra 

gris: linfocitos ± CD/LT; barra negra: linfocitos ± CD/LT/AH BPM. * CD/LT vs CD/LT/AH BPM; t 

test pareado, p≤0,05. 

 

3. AH BPM incrementa la capacidad de migrar de CD/LT hacia CCL21 e 

induce la expresión de CCR7 

El proceso de migración de las CD es complejo y parcialmente comprendido(Adema, de Vries 

et al. 2005).Una vez que capturan el antígeno, adquieren propiedades que le permiten migrar 

a través del espacio extracelular y cruzar el endotelio alcanzado el tejido linfático, siendo CCR7 

una molécula clave en este proceso(Bianchi, D'Amico et al. 2000, Sozzani, Allavena et al. 2000, 

MartIn-Fontecha, Sebastiani et al. 2003, Verdijk, Aarntzen et al. 2008). Por esto decidimos 

estudiar los efectos de AH BPM sobre las CD analizando el eje quimiotáctico CCL21/CCR7. En 

CD/LT/AH BPM hallamos un incremento en su habilidad para migrar in vitro hacia CCL21 en 

comparación con CD/LT y CD/LT/poly I:C, tanto en las provenientes de DS (% de incremento vs 

CD/LT: 38 ± 9%; p ≤ 0,01)  como de pacientes (% de incremento vs CD/LT 25,8 ± 11%; p ≤ 0,01) 

(figura 50, a). Luego comprobamos que el tratamiento con AH BPM indujo la síntesis de ARNm 

de CCR7tanto en CD/LT proveniente de donantes sanos (incremento respecto a CD/LT: 2,7 ± 

0,9; p ≤ 0,05)como de pacientes (incremento respecto CD/LT: 3,6 ± 1,4; p ≤ 0,05) (figura 50, b). 

 

 

AH BPM incrementa la respuesta quimiotáctica hacia CCL21 e induce la expresión de CCR7. a. 

CD fueron colocadas en el pocillo superior de una cámara de microquimiotaxis y el 

quimioatractante CCL21 (200 ng/ml) en la cámara inferior. Las barras representan el índice de 

migración de CD en relación a la migración de CD/LT de cada grupo. Como control positivo fue 
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utilizado poly I:C. Barra gris: CD/LT; barra negra: CD/LT/AH BPM; barra blanca: CD/LT/poly I:C. 

b. PCR tiempo real de la expresión de CCR7. Las barras representan el cambio de expresión de 

ARNm respecto a CD/LT. Mann Whitney t test; CD/LT vs CD/LT/AH BPM AH.* p≤ 0,05; ** p≤ 

0,01. 

 

4. El acondicionamiento de CD con AH BPM induce su migración al 

sobrenadante de ganglio linfático 

La migración de las CD y su precisa localización dentro del ganglio linfático son pasos críticos a 

fin de inducir una respuesta inmunitaria antitumoral(MartIn-Fontecha, Sebastiani et al. 2003). 

Por esto decidimos aproximaren un ensayo in vitro las condiciones que enfrentan las CD una 

vez inoculadas in vivo utilizando como quimioatractante medio condicionado generado a partir 

de ratones nude portadores de tumor humano (MCGL). Así encontramos un potente aumento 

en la migración de CD/LT hacia MCGL cuando estas fueron pre-estimuladas con AH BPM, pero 

no cuando fueron activadas con poly I:C, en comparación con CD/LT, independientemente de 

si provenían de DS (127 ± 8,6 vs 69 ± 6,5 vs 78 ± 0,6  células/campo, respectivamente; p ≤ 0,01) 

o de pacientes (294 ± 115 vs 257 ± 38 vs 202 ± 15, respectivamente; p ≤ 0,01) (figura 51). 

 

 

AH BPM incrementa la respuesta quimiotáctica de CD/LT hacia medio condicionado 

proveniente de ganglio linfático. Migración de CD/LT, tratadas o no con AH BPM, hacia medio 

condicionado de ganglio linfático (MCGL) evaluado in vitro. Las CD fueron colocadas en el 

pocillo superior de una cámara de microquimiotaxis y el medio condicionado se colocó en el 

pocillo inferior. Las barras representan el índice de migración de CD de donantes sanos y de 

pacientes, en relación a la migración de CD/LT de cada grupo. Como control positivo fue 

utilizado poly I:C. Barra gris: CD/LT; barra negra: CD/LT/AH BPM; barra blanca: CD/LT/poly 

I:C.Mann Whitney t test; * vs CD/LT; p≤ 0,05.  
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5. AH BPM reduce la capacidad de migrar de CD/LT hacia IL-8 e inhibe su  

atracción hacia medio condicionado tumoral 

Realizamos, a modo descreening, una array de PCR para quimioquinas sobreARN proveniente 

de CD derivadas de un DS y de un paciente, pulsadas con antígeno tumoral, con y sin pre-

tratarcon AH BPM. El array incluyó 84 moléculas distintas implicadas en el proceso de 

quimiotaxis, de las que resultaron seleccionadas IL-8, FPR1 y CCRL2. Los criterios de selección 

fueron los siguientes: cambio en el nivel de expresión respecto a CD/LT mayor a 2 veces; 

relación con el grupo celular en estudio (CD); y que el cambio se de en ambos grupos, CD 

derivadas de DS y de pacientes con CCR. Luego confirmamos este resultado mediante qPCR de 

CD derivadas de 4 DS y 4 CCR. Evidenciamos que el tratamiento con AH BPM aumentó la 

expresión de IL-8 en ambos grupos de CD (DS: 2,6 ± 1, respecto CD/LT; p ≤ 0,05; pacientes: 3,1 

± 0,83, respecto CD/LT; p ≤ 0,05) (figura 52, a). Con estos datos, y teniendo en cuenta que la 

pre-exposición de CD a IL-8 disminuye su atracción hacia el tumor(Alfaro, Suarez et al. 

2011),decidimos estudiar si este tratamiento induce cambios en el eje quimiotáctico IL-

8/CXCR. 
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AH BPM induce la expresión de IL-8.qPCR de IL-8 de CD/LT con o sin tratar con AH BPM 

provenientes de donantes sanos (izquierda) y pacientes (derecha). Columna gris: CD/LT; 

columna negra: CD/LT/AH BPM. Mann Whitney t test; * p ≤ 0,05. b. Array semicuantitativo de 

38 quimioquinas, practicado sobre medio condicionado de tumor proveniente de un pacientes 

con CCR metastásico. Se nombran las citoquinas presentes en mayor concentración. 

 

Observamos que CD/LT tratadas con AH BPM migraron en menor cantidad que CD/LT en 

respuesta a IL-8 humana recombinante (15,4 ± 2,29 células/campo vs 33,8 ± 3,8 

células/campo; p ≤ 0,001). Este fenómeno no ocurrió en CD/LT/poly I:C (42,6 ± 4,7 

células/campo) (figura 53, a). Además, y luego de confirmar la expresión de IL-8 en el medio 

condicionado tumoral (MCT) generado (figura 53, b), el bloqueo de IL-8 en el MCT con un 

anticuerpo neutralizante redujo la capacidad de migrar de CD/LT un 50%y de CD/LT/poly 

I:Cun32%, mientras que no afectó la migración de CD/LT tratadas con AH BPM (figura 53, b). 

Estos resultados sugieren que IL-8 juega un papel importante en la atracción de las CD hacia el 

tumor, y que el pre-tratamiento con AH BPM interfiere o afecta este proceso. 

 

AH BPM genera resistencia a la atracción de MCT mediada por IL8. a. Se realizó un ensayo de 

migración de CD/LT hacia IL8 recombinante. Ensayo representativo de 4 experimentos 

independientes. Se contó el número de células en 5 campos/pocillo. El resultado se expresa 

como índice de migración respecto CD/LT ± EEM. Se comparó CD/LT vs CD/LT/AH BPM. Mann 

Whitney t test; *** p≤0,01 b. Ensayo similar en el que se utilizó medio condicionado tumoral 

con o sin anticuerpo neutralizante para IL8 (anti-IL8) (20 µg/ml) y su isotipo. Se grafica como 

índice de migración respecto a CD/LT hacia MCT. Barra gris: CD/LT; barra negra: CD/LT/AH 

BPM; barra blanca: CD/LT/poly I:C. Mann Whitney t test;* p≤0,05. 
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6. El tratamiento con AH BPM induce la actividad de la metaloproteasa-2 

Considerando que las metaloproteasas (MMP) son enzimas que participan en la migración de 

CD a través de la MEC (Ratzinger, Stoitzner et al. 2002) decidimos evaluar si AH BPM afecta la 

actividad de estas enzimas. Así comprobamos que el pre-tratamiento con AH BPM incrementó 

un 32% la actividad de MMP-2 en el sobrenadante de CD/LT derivadas de donantes sanos 

(figura 54). 

 

El acondicionamiento con AH BPM induce la actividad de MMP-2. Se muestra negativo del gel 

de un donante sano (panel superior) y cuantificación de la actividad gelatinasa por 

densitometría (DS n: 3; pacientes n: 3) (panel inferior). La actividad relativa de MMP se obtuvo 

normalizando los valores respecto a CD/LT. Las barras representan la actividad media de MMP 

± EEM en el sobrenadante de CD de donantes sanos y de pacientes. Barras gris: CD/LT; barras 

negras: CD/LT/AH BPM; barras blancas: CD/LT/poly I:C. UA: Unidad arbitraria. CD/LT vs 

CD/LT/AH BPM; t test pareado; * p ≤ 0,05. 

 

7. AH BPM modula la expresión de receptores de AH en CD 

AH es capaz de actuar a través de diferentes receptores como CD44 (Lesley, Hascall et al. 

2000), TLR-2 (Scheibner, Lutz et al. 2006), y TLR-4 (Taylor, Trowbridge et al. 2004). Estos 

receptores han sido implicados en procesos de maduración, adhesión y migración celular. 

Sorpresivamente encontramos que las CD/LT de donantes sanos como de pacientes tratadas 

con AH BPM, disminuyeron la expresion de CD44, TLR-2, TLR-4 y RHAMM(figura 55). 
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El acondicionamiento con AH BPMreduce la expresion de receptores de AH. qPCR  de 

receptores de AH. Los resultados son expresados como cambio de la expresión respecto a 

CD/LT. Barras gris: CD/LT; barras negras: CD/LT/AH BPM. UA: Unidad arbitraria. CD/LT vs 

CD/LT/AH BPM; t test pareado; * p≤0,05; *** p≤ 0,001.  

 

8. CXCR y otros receptores implicados en el proceso de migración celular 

Luego investigamos otras moléculas relacionadas con la migración celular. Para esto 

realizamos un array de PCR para citoquinas que participan en este proceso en muestras 

derivadas de un DS y un paciente. Así seleccionamos FPR1, CD38, CCLR2, CXCR1 y CXCR2 para 

estudiarlas en un grupo de DS y pacientes. Pudimos observar que el tratamiento con este 

glicosaminoglicano no modificó de manera significativa la expresión de estas proteínas (figura 

56). 

 

El tratamiento con AH BPM induce la expresión de IL-8 en CD/LT sin modificar la expresión 

de sus receptores. Se muestra la expresión de ARNm medido por qPCR de proteínas 

relacionadas con la migración celular. Se grafica el resultado de CD/LT/AH BPM proveniente de 

donantes sano (izquierda) y de pacientes (derecha) en relación a CD/LT sin tratar. Mann 

Whitney t test; * p≤0,05. 
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9. AH BPM aumenta la migración de CD/LT hacia el ganglio linfatico 

regionalin vivo 

Decidimos evaluar si AH BPM modifica la capacidad de migrar de CD/LT humanas.Con este fin 

diseñamos un modelo tumoral de CCR humano en ratones nude, a los que les inoculamos en 

forma s.c., en un sitio equidistante del tumor y del GL regional, CD/LT con o sin pre-tratar con 

AH BPM y teñidas con CM-DiI. Después de 48 hs, los animales fueron sacrificados, el tumor y el 

GL disecado y disgregado para su posterior análisis mediante citometría de flujo. Como se 

puede ver en la figura 58, las CD/LT/AH BPM provenientes de DS y de pacientes migraron más 

eficientemente hacia el GL regional en comparación con las CD/LT sin acondicionar, las que 

fueron atraídas preferentemente por el tumor (GL: DS 703 ± 229 vs 460 ± 253 células 

CMDil+/105 células, pacientes 469 ± 120 vs 202 ± 32células CMDil+/105 células; tumor: DS 193 ± 

12 vs 608 ± 81células CMDil+/105 células; pacientes646 ± 105 vs 1162 ± 65células CMDil+/105 

células) (figura 57, a y b, respectivamente). De esta forma pudimos correlacionar con muestras 

humanas, en un modelo tumoral in vivo, los resultados obtenidos in vitro. 
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El pretratamiento de CD/LT con AH BPM incrementa la migración hacia el ganglio linfático y 

la reduce hacia el tumor. CD/LT con o  sin acondicionar con AH BPM y teñidas con CMDiI 

fueron inoculadas en forma s.c. entre el tumor y ganglio linfático más cercano en ratones nude 

con un fragmento de tumor humano.24 hs después se obtuvo una suspensión celular a partir 

de la remoción quirúrgica del ganglio linfático (a) y del tumor (b). El número de células CMDiI + 

fue contabilizado mediante citometría de flujo. Las barras representan el número de CD que 

migraron. Barra gris: CD/LT; barra negra: CD/LT/AH BPM. * CD/LT vs CD/LT/AH BPM. 1-6: 

Donante sano; 1#-4#: Pacientes. Mann Whitney t test; p≤0,05. 
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Parte IV 

9. Vacunación con CDpre tratadas con AH BPM en ratones con cáncer de colon 

Teniendo en cuenta que el pre-tratamiento de CD/LT con AH BPM impacta positivamente 

sobre su estado madurativo, su capacidad migratoria in vitro e in vivo, y en su capacidad de 

estimular la proliferación de linfocitos, evaluamos si la inoculación de estas células tiene un 

efecto antitumoral in vivo, en un protocolo de vacunación con CD.  

1. La vacunación con CDpre tratadas con AH BPM inhibe la velocidad de 

crecimiento tumoral e incrementa la sobrevida de ratones portadores 

de tumor 

Con este propósito generamos un modelo murino de cáncer de colon e inoculamos dos dosis 

por vía s.c. de CD/LT, entre el nódulo tumoral y el GL más cercano. La primer dosis de 

tratamiento se dio al 7mo día post inoculación del tumor, cuando el mismo era palpable, y la 

segunda dosis se aplicó al 9no día post inoculación de las células tumorales. Como grupo 

control se utilizó CD sin pulsar, CD/LT y CD/LT activadas con TNF-α. Así pudimos apreciar que el 

tratamiento con CD/LT/AH BPM generó una tasa de respuesta tumoral completa del 20% y 

redujo de manera significativa la velocidad del crecimiento tumoral respecto al tratamiento 

con CD con o sin pulsar con lisado tumoral (p ≤ 0,05) (figura 58).  
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CD/LT pre-tratadas con AH BPM induce una potente respuesta antitumoral in vivo. Ratones 

BALB/c inoculados en forma s.c. con 5x105 células CT26; al día  7mo y 9no se les inoculó por vía 

s.c. solución fisiológica, CD, CD/LT, CD/LT/AH BPM o DC/TL/TNF-α. El volumen tumoral fue 

medido tres veces/semana durante 30 días. Los resultados son representativos de tres 

experimentos independientes (media ± DE, n = 10). a. Promedio general del volumen tumoral. 

* vs. CD; δ vs. CD/LT. * p ≤ 0,05; δ p ≤ 0,05. b. Curva de crecimiento tumoral individual para los 

distintos grupos de tratamiento.  

 

Además, el tratamiento con CD/LT/AH BPM o CD/LT/TNF-α, pero no CD/LT solo, aumentó 

significativamente la supervivencia de los animales comparada con la de ratones tratados con 

CD (supervivencia media en días, SF: 26; CD: 21;  CD/LT: 28; CD/LT/TNF-α: 32; CD/LT/AH BPM: 

> 35; log rank test: p < 0,01) (figura 59). Posteriormente, desafiamos a los ratones libres de 

tumor al final del tratamiento con la inoculación de células CT26 por vía s.c. Así, evidenciamos 

que todos los ratones curados rechazaron el nuevo implante tumoral, demostrando de esta 

manera la generación de memoria inmunológica antitumoral especifica.Es importante aclarar 
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que el tratamiento fue bien tolerado por todos los animales sin presentar signos clinicos de 

toxicidad.   

 

 

El tratamiento con CD/LT/AH BPM incrementa la supervivencia de los ratones portadores de 

CCR. Curva de Kaplan-Meier de ratones con CCR tratados con solución fisiológica (SF), CD, 

CD/LT, CD/LT/ TNF-α y CD/LT/AH BPM. Log-rank test. 

 

2. Esplenocitos derivados de animales con CCR tratados con CD/LT/AH 

BPM presentan un perfil inmunológico de tipo Th1 y una alta actividad 

citotóxica específica 

Esplenocitos derivados de animales tratados con CD/LT/AH BPM o TNF-α, mostraron un mayor 

índice de proliferación in vitro cuando fueron estimulados con células CT26 (tratadas con 

mitomicina C, para bloquear su proliferación) (8.585 ± 750 y 7.541 ± 1.181 c.p.m. 

respectivamente), en comparación con esplenocitos derivados de animales tratados con SF 

(2.168 ± 427 c.p.m.) (p ≤ 0,01) o CD/LT (5.048 ± 499 c.p.m.) (p ≤ 0,05) (figura 61, a). Luego 

investigamos si el efecto antitumoral generado por AH era mediado por activación de células  

NK o linfocitos T citotóxicos. Por medio deun ensayo de citotoxicidad pudimos comprobar que 

esplenocitos provenientes de animales portadores de tumor y tratados con CD/LT/AH BPM o 

TNF-α, presentaron una mayor actividad lítica específica contra células CT26 (índice de 

citotoxicidad: 2,3 ± 0,34 y 3 ± 0,5, respectivamente) en comparación con los provenientes de 

animales tratados con SF (índice de citotoxicidad: 1 ± 0,7) (p ≤ 0,05) o CD/LT (índice de 

citotoxicidad: 1,3 ± 0,4) (p ≤ 0,01) (figura 60, b). 
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El tratamiento con CD/LT pre-incubadas con AH BPM induce una respuesta antitumoral 

citotóxica específica. a. Esplenocitos provenientes de ratones de los diferentes grupos de 

tratamiento estimulados durante 5 días con células CT26 tratadas con mitomicina-C. La 

proliferación celular fue evaluada por incorporación de timidina[3H]. Los datos representan la 

media  ± EEM de c.p.m.(triplicado). b. La actividad citolítica de esplenocitos derivados de los 

distintos grupos de animales y estimulados con células CT26 in vitro fue determinada mediante 

ensayo de liberación de LDH. Células blanco: CT26 (negro) o YAC-1 (blanco). Los resultados son 

representativos de dos experimentos independientes, están expresados como valor relativo de 

lisis respecto de la liberación basal de LDH de las células blanco. Mann Whitney t test; * p < 

0,05; ** p < 0,01. 

 

En el sobrenadante del cultivo de esplenocitos derivados de animales  tratados con CD/LT/AH 

BPM y CD/LT/TNF-α encontramos una significativa reducción en la producción de IL-10 (745± 

124,5 pg/ml y 806± 202,3 pg/ml, respectivamente) comparado con el grupo sin tratar (1.484± 

94,88 pg/ml) (p ≤ 0,01) (figura 61, a). Si bien hallamos una mayor concentración de INF-γ en 

aquellos sobrenadantes provenientes de esplenocitos de animales tratados conCD/LT (284+ 

16,9 pg/ml) respecto a los provenientes de animales sin tratar (157 ± 28,5 pg/ml) (p ≤ 0,05), 

fue mayor aún el incremento de INF-γ en los sobrenadantes de CD/LT/AH BPM(375 + 21,8 

pg/ml; vs SF: p ≤ 0,01, vs CD/LT: p ≤ 0,05) y CD/LT/TNF-α (476 ± 44,7 pg/ml; vs SF: p ≤ 0,05, vs 

CD/LT: p ≤ 0,05) (figura 61, b). Con estos resultados pudimos concluir que la adición de AH 

BPM al cultivo de CD aumenta su eficacia en el tratamiento antitumoral con CDde un modo 

comparable con la incubación con TNF-α induciendo una respuesta antitumoral citotóxica 

específica. 
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CD/LT/AH BPM induce una respuesta antitumoral Th1.La expresión IL-10 (a) e IFN-γ (b) fue 

determinada mediante la técnica de ELISA en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos 

provenientes de animales tratados con solución fisiológica (SF), CD/LT, CD/LT/AH BPM y 

CD/LT/TNF-α.Mann Whitney t test; *, φ p ≤ 0,05; **, δ p<0,01. * vs SF; φ, δ vs CD/LT. 
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En la última década, en Estados Unidos, la incidencia de cáncer en el hombre ha disminuido 

sutilmente (0,8%/año) y en la mujer se ha mantenido estable. A pesar de que esto se vea 

reflejado en una disminución en la mortalidad del 1,5%/año, el cáncer continúa siendo la 

segunda causa de muerte más frecuente. Esta disminución en la incidencia y mortalidad es el 

resultado de una mayor conciencia y profilaxis que se traduce en métodos de screening y 

tratamientos preventivos, métodos diagnósticos más sensibles y avances terapéuticos con 

impacto clínico. Muestra de esto es que en los últimos años se ha adoptado el uso del 

screening para cáncer de pulmón en pacientes de alto riesgo(Aberle, Adams et al. 2011) y la 

vacunación profiláctica para la infección por HPV y HBV (Chang, You et al. 2009, Kahn 2009) . 

Según las estadísticas del Instituto Nacional del Cáncer, la Argentina posee una incidencia de 

cáncer media-alta, comparable con Chile y Brasil (240 casos/100000 habitantes), y es la 

segunda causa de muerte en el país. El cáncer de colon representa casi el 12% de las 

neoplasias en ambos sexos, y la primera causa de muerte por cáncer 

(http://www.msal.gov.ar/inc/). 

Frente al cáncer de colon las posibilidades de tratamiento son variadas, y dependen 

principalmente del estadio en que se encuentre la enfermedad. Se considera a la cirugía como 

una opción curativa en los estadíos I y II de bajo riesgo, situación en la que se encuentra el 40% 

de los pacientes al momento del diagnóstico(Benson, Bekaii-Saab et al. 2013). Sin embargo, un 

20% de los pacientes tiene metástasis al momento del diagnóstico, por lo que, en ese mismo 

momento o durante la evolución de su enfermedad, no tendrán una opción 

terapéutica(Benson, Bekaii-Saab et al. 2013). Es en este contexto donde se sitúan las nuevas 

opciones de tratamiento. 

El reconocimiento del sistema inmunitario como un mecanismo de defensa antitumoral ha 

revolucionado el tratamiento del cáncer dando mayor relieve a la inmunoterapia. Uno de los 

objetivos de la inmunoterapia del cancer essortear los mecanismos de evasión, celulares y/o 

humorales, contra antígenos propios del tumor. La primer molécula utilizada para estimular al 

sistema inmunitario fue INF-α que demostró actividad antitumoral en leucemias, melanoma, 

cáncer renal y otros tumores sólidos(Kirkwood and Ernstoff 1984). Luego siguió el uso de IL-2 

administrado en forma exógena que también demostró tener actividad antitumoral. Fue 

aprobada por la FDA en 1998 para el tratamiento del melanoma, y es aún utilizada en forma 

sistémica en circunstancias particulares debido a la importante toxicidad que presenta y a su 

escasa eficacia terapéutica(Atkins, Kunkel et al. 2000). Es de remarcar que aquellos pacientes 

que respondieron a estos tratamientos permanecieron libres de enfermedad durante largos 

períodos de tiempo, lo que indica que tienen capacidad de generar memoria inmunológica 

antitumoral. En la actualidad las estrategias más exploradas en este sentido en ensayos pre-

clínicos y clínicos son: la activación inespecífica del sistema inmunitario mediante citoquinas y 

otras moléculas (INF-γ, IL-2, etc)(Santegoets, Turksma et al. 2013), inmunoterapia específica 

con células tumorales autólogas o allogénicas modificadas para producir y secretar citoquinas, 

péptidos o proteínas(Nikitina, Clark et al. 2001, Park, Rosenberg et al. 2011, Liechtenstein, 

Perez-Janices et al. 2013), terapia celular adoptiva de linfocitos citotoxicos especificos (Zheng, 

Li et al. 2013, Ames and Murphy 2014), anticuerpos inmunoestimuladores (agonistas TLR, 

agonista CD40, anti CLTA-4, anti PD-1, etc)(Brahmer, Tykodi et al. 2012, Stier, Maletzki et al. 

2013, Vonderheide, Bajor et al. 2013, Tse, Collins et al. 2014), y la activación in vitro o in vivo 

de CPA(Radford, Tullett et al. 2014). Recientemente, ha sido aprobado el uso de un anticuerpo 
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monoclonal activador del sistema inmunitario (ipilimumab) que actúa bloqueando CTLA-

4(antígeno de linfocito T citotóxico) siendo la única droga capaz de dar un beneficio claro en 

términos de sobrevida en pacientes con melanoma avanzado(Kaufman, Kirkwood et al. 2013). 

Otro hito en la historia de la inmunoterapia lo marcó la vacunación con CPA modificada. Esta 

vacuna (sipuleucel-T) fue aprobada por la FDA para su uso en pacientes con cáncer de próstata 

metastásico hormono-resistente por demostrar un beneficio en la sobrevida de los 

mismos(Kantoff, Higano et al. 2010).  

El ácido hialurónico es un componente estructural de la matriz extracelular. Se lo reconoce 

como un importante regulador de procesos tan variados como la morfogénesis, el 

mantenimiento de la homeostasis y la inflamación crónica(Toole 2002, Toole 2004, Jiang, Liang 

et al. 2007, Itano and Kimata 2008). Su función depende de su peso molecular, su 

concentración, su relación con la célula y su asociación con proteínas del espacio extracelular. 

Se ha demostrado que AH APM tiene un efecto anti-inflamatorio actuando como agente anti-

apoptótico en células epiteliales del pulmón y como agente protector de lesión hepática aguda 

reduciendo la liberación, por parte de linfocitos, de citoquinas pro-inflamatorias(Nakamura, 

Yokohama et al. 2004, Jiang, Liang et al. 2005). Por el contrario, AHBPM actúa sobre células del 

sistema inmunitario como CD y macrófagos, estimulando en ellas la expresión de genes pro-

inflamatorios(Horton, Burdick et al. 1998, Horton, McKee et al. 1998, Horton, Olman et al. 

1999, Horton, Shapiro et al. 1999, Termeer, Benedix et al. 2002, Taylor, Yamasaki et al. 2007). 

Su síntesis y degradación fisiológicas es finamente regulada por enzimas específicas. El modo 

de síntesis y degradación de AH para su posterior uso experimental y/o clínico es clave a fin de 

interpretar resultados. Se postula que, al menos en parte, la discrepancia que existe en la 

bibliografía respecto a la función de AH responde al diferente peso molecular en el que se 

utiliza, la presencia de contaminantes (ej: LPS), y/o a la pérdida de su estructura primaria 

producto de su degradación química(Stern, Kogan et al. 2007). Por esta razón, decidimos 

utilizar en nuestros experimentos AH sintético de un peso molecular de un rango definido (1 – 

3 x 105 Da). 

CD44 es el principal receptor conocido de AH. Si bien no es específico para AH es su principal 

ligando. Es una glicoproteína transmembrana, de estructura simple, con un dominio corto 

intracitoplasmático, una porción transmembrana y un dominio extracitoplasmático. Si bien en 

su porción extracitoplasmática existe un sitio de unión específico para AH, es capaz de 

interaccionar con otros glicosaminoglicanos, factores de crecimiento y receptores de factores 

de crecimiento(Yasuda, Nakano et al. 2002, Kim, Lee et al. 2008). Señaliza por su porción 

intracitoplasmática a través de la fosforilación de proteínas relacionadas con mecanismos de 

reorganización del citoesqueleto y migración celular, supervivencia celular y resistencia a la 

apoptosis(Bourguignon 2001, Ghatak, Misra et al. 2005). A pesar de ser sintetizado por un solo 

gen, se han descriptos más de diez variantes producto de splicing alternativo y/o cambios post-

transcripcionales, con variaciones en su dominio extracelular fundamentalmente lo que 

desencadena acciones, en algunos casos, opuestas(Ponta, Sherman et al. 2003). Es expresado 

por una gran variedad de células, pero su actividad se relaciona principalmente con su 

capacidad de ligar AH. Este proceso no es del todo entendido pero se postula que existen 

situaciones que facilitan la unión de CD44 a AH, es decir que lo “activan”, como son cambios 

post-translacionales (ej: glicosilación), la interacción con proteínas del citoesqueleto, la 

localización en sitios específicos de la membrana celular, y el modo de organización espacial y 
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tamaño de AH(Ponta, Sherman et al. 2003). Existen otros receptores capaces de interaccionar 

con AH como son RHAMM, LYVE, TLR2/4 (del inglés: toll like receptor). 

Teniendo en cuenta que AH está presente en una gran variedad de tumores, estudiamos in 

vitro su relación con diferentes líneas celulares. Las células derivadas de adenocarcinoma 

murino y humano, CT26 y LOVO respectivamente, y las células HEPA129 derivadas de 

hepatocarcinoma murino, mostraron una alta expresión de CD44, con gran capacidad de unir 

AH. Al mismo tiempo demostramos que AH puede unirse también a la célula de un modo 

independiente de CD44, probablemente a través de losotros receptores descriptospara AH 

(Savani, Cao et al. 2001)(Termeer, Benedix et al. 2002, Xu, Edwards et al. 2004). 

Se ha descripto que la señalización mediada por CD44 en la célula tumoral podría tener un 

efecto pro-apoptótico o anti-apoptótico según el isotipo de que se trate y las características 

del estímulo que lo active. AH APM unido de forma estable a CD44st lo activa señalizando a 

través de PI3K/Akt dando una señal de supervivencia celular(Toole 2009). En modelos 

tumorales se han ensayado distintas maneras de bloquear esta interacción a fin de disminuir la 

intensidad de esta señal. En una línea de carcinoma de mama modificada genéticamente para 

secretar CD44 soluble y así ligar AH presente en el medio extracelular, se observó que la 

interacción AH/CD44 de membrana y su posterior internalización son esenciales para el 

crecimiento tumoral in vitro e in vivo(Yu, Toole et al. 1997). En un modelo tumoral de 

melanoma in vitro e in vivo el uso de unpéptido de 42 aminoácidos (BH-P) con tres sitios de 

unión a AH inhibe el desarrollo tumoral por inducción de apoptosis(Xu, Chen et al. 2003). Se ha 

postulado también que oligosacáridos de AH (peso molecular 2,5 x 103 Da), y no de peso 

molecular mayor a 8 x 104 Da, serían capaces de bloquear la interacción AH-receptor 

inhibiendo el crecimiento independiente de anclaje característico de las células malignas e 

induciendo apoptosis en células provenientes de cáncer de colon humano(Ghatak, Misra et al. 

2002). Además, se han descripto mecanismos directos de apoptosis gatillados por la 

interacción AH/CD44, por ejemplo en una línea de linfocitos humanos inmortalizada que 

expresan contitutivamente FAS y no expresan CD44 (células Jurkat).  Con estas células, luego 

de ser transfectadas con cADN codificante para CD44st y CD44v2-10,se demostró que la 

estimulación de CD44st induce la apoptosis celular mediada por FAS(Mielgo, Brondani et al. 

2007), y que CD44vinteractúa con FAS generando resistencia a la apoptosis celular(Mielgo, van 

Driel et al. 2006). Todo esto podría explicar la variabilidad en la inducción de la apoptosis que 

constatamos al incubar a las distintas líneas celulares con AH BPM. En el caso de las células 

CT26, la inducción de la apoptosis observada con el tratamiento con AH BPM a bajas 

concentraciones estaría mediado por la disminución de pAkt (fosforilado), y podría deberse a 

la interrupción de la interacción de CD44 con AH endógeno. En nuestros experimentos 

utilizamos oAH que mostraron un efecto similar pero a mayores concentraciones (100 μg/ml), 

fenómeno descripto también por otros autores en diferentes tipos celulares(Zeng, Toole et al. 

1998, Ghatak, Misra et al. 2002, Hosono, Nishida et al. 2007, Cordo Russo, Garcia et al. 2008, 

Misra, Obeid et al. 2008). Es conocida la interacción entre AH-CD44 y receptores de tipo 

tirosina quinasa como son el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés: 

epidermal grow factor receptor), receptor para el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1 

R, del inglés: insulin growth factor receptor), el receptor del factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGFR, del inglés: platelet derived growth factor receptor) y C-MET; todos ellos 

implicados en procesos de apoptosis y proliferación celular(Misra, Toole et al. 2006). El 
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bloqueo de esta interacción, ya sea mediante el uso de oligómeros de AH que compite con AH 

nativo, la presencia de proteínas en la MEC con capacidad de unir AH actuando como 

inhibidores competivos, o la disminución de la expresión de CD44 de membrana, tiene un 

efecto anti-proliferativo(Ghatak, Misra et al. 2005).Nosotros observamos este efecto anti-

proliferativo con el uso de AH BPM. Tanto el efecto pro-apoptótico como anti-proliferativo 

generado con AH BPM se produjo al incubar las células con bajas dosis de AH. El hecho de este 

efecto se observe a bajas dosis de AH podría explicarse por que AH BPM actúa como ligando 

monovalente de baja afinidad de unión a CD44, mientras que AH APM actúa como un ligando 

multivalente, con gran afinidad y con la posibilidad de generar unión cruzada con múltiples 

moléculas de CD44(Lesley, Hascall et al. 2000). Sin embargo, si se incrementa la concentración 

de AH BPM puede competir con AH APM induciendo señalización del receptor.  

Para estudiar el rol de CD44 en la inducción de apoptosis e inhibición de la proliferación 

inducidas por AH BPM, pre-tratamos las células con anti-CD44 (KM81, anticuerpo bloqueante 

de la unión a AH). Así observamos que el bloqueo de CD44 redujo el efecto pro-apoptótico y 

anti-proliferativo de AH BPM. Esto podría explicarse teniendo en cuenta que ya ha sido 

demostrado que, a diferencia de otros anti-CD44, el anticuerpo utilizado derivado del 

hibridoma KM81 no induce apoptosis per se(Zheng, Katoh et al. 1995, Ishiwatari-Hayasaka, 

Fujimoto et al. 1999).Otra explicación posible es que AH BPM señalice a través CD44 

induciendo la apoptosis e inhibiendo la proliferación celular, y que KM81 bloquee esta 

señalización. En macrófagos fue demostrado que el tratamiento con AH BPM activa PKCα 

resultando en una inhibiciónde la síntesis del receptor de adenosina A2aR. Este receptor 

activado suprime la actividad de NFκ-B siendo un mecanismo de control negativo en un 

contexto pro-inflamatorio(Collins, Black et al. 2011). Matou-Nasri y col. han demostrado en 

células endoteliales que oAH actúa a través de CD44 y RHAMM, activando PKCα y señalizando 

a través de Cdc2 y γ-aducina(Matou-Nasri, Gaffney et al. 2009). De manera complementaria 

nuestros resultados muestran que AH APM no afectó la proliferación ni apoptosis celular en la 

mayoría de las líneas estudiadas, y en algunos casos disminuyó el índice de apoptosis. Además, 

las células que presentaban mayor expresión de CD44 (CT26 y HEPA129) fueron las que se 

vieron más afectadas por el tratamiento con AH BPM. De esta forma podemos sugerir que AH 

BPM exógeno a una baja dosis interacciona con la célula tumoral CT26 a través de CD44 

disminuyendo su proliferación e induciendo la apoptosis celular(Alaniz, Rizzo et al. 2009).  

Estudios in vivohan correlacionado la presencia de AH con la progresión tumoral. Sus niveles 

en suero puede ser utilizados como un marcador pronóstico y predictivo(Burchardt, Hein et al. 

2003, Hotta, Taniguchi et al. 2004, Xing, Chang et al. 2008), pero sobre todo se lo reconoce en 

el entorno tumoral como un elemento clave para el desarrollo de esta enfermedad(Itano, Zhuo 

et al. 2008), donde su metabolismo está desregulado(Alaniz, Garcia et al. 2009). Puede ser 

secretado por las células del estroma o por las mismas células tumorales. El tipo y peso 

molecular que predomina no está del todo clarificado, y probablemente varíe según el estadio 

del tumor. De hecho, el grado histológico y de desdiferenciación celular se correlaciona con el 

número de células tumorales que sintetizan AH y con su intensidad de marca(Itano and Kimata 

2008). Las metástasis en general tienen un alto contenido de AH estromal, y un alto nivel de 

AH en la célula tumoral se correlaciona con menor supervivencia y/o tiempo libre de 

enfermedad en cáncer de mama, gástrico y colon(Ropponen, Tammi et al. 1998, Suwiwat, 

Ricciardelli et al. 2004). Por otra parte, ha sido demostrado que el tratamiento sistémico con 
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oligómeros de AH inhibió el crecimiento tumoral logrando en algunos casos una respuesta 

completa, del tumor primario y sus metástasis, en ratones con distintos tipo de tumores como 

melanoma, carcinomas, osteosarcoma, y tumores del sistema nervioso periférico(Hosono, 

Nishida et al. 2007, Gilg, Tye et al. 2008, Toole and Slomiany 2008, Slomiany, Dai et al. 2009). 

También se ha demostrado que el uso de oAH a dosis subterapéuticas induce 

quimiosensibilización en tumores resistentes a doxorrubicina(Slomiany, Dai et al. 2009). En 

nuestras manos, el tratamiento in vivocon AH BPM y oAH administrado en forma i.v, pero no 

AH APM, demostraron tener un efecto antitumoral reduciendo la velocidad de crecimiento e 

incrementando la sobrevida de los ratones tratados(Alaniz, Rizzo et al. 2009). Se ha publicado 

que AH APM administrado diariamente en forma intratumoral indujo un 25% de repuestas 

completas en un modelo murino de cáncer de mama(Herrera-Gayol and Jothy 2002). oAH 

inoculado en forma s.c. utilizando una bomba de infusión lenta inhibió el crecimiento tumoral 

en un modelo de melanoma(Zeng, Toole et al. 1998) e intratumoral en osteosarcoma(Hosono, 

Nishida et al. 2007). Por el contrario, otros autores han demostrado que la administración de 

AH APM incrementó el potencial metastásico en un modelo tumoral de CÁNCER DE 

COLON(Tan, Wang et al. 2001). Sin bien algunos de estos resultados pueden parecer 

contradictorios hay que tener en cuenta la complejidad del sistema con variaciones en los 

preparados de AH, las distintas formas de administración, la diversidad de tumores y de 

receptores de AH. En líneas generales, podría afirmarse que el empleo de AH BPM tiene un 

afecto antitumoral y que el AH de APM tiene efectos contrarios. En consonancia con esta 

observación, en nuestros experimentos observamos claramente que AH BPM a bajas 

concentraciones tiene un efecto antitumoral como consecuencia de su acción directa sobre la 

célula cancerígena pero sobre todo debido a su acción sobre el sistema  inmunológico. 

AH es un conocido modulador del sistema inmunitario, y su función varía según, entre otros 

factores, su peso molecular y la célula diana, como se mencionó anteriormente. Se ha 

demostrado que AH nativo interviene en procesos de reparación de tejidos(Noble 2002), 

inhibe la fagocitosis y polariza a los macrófagos hacia un perfil M2 caracterizado por la 

secreción de citoquinas inmunoreguladoras como IL-10 y TFG-β(Forrester and Balazs 1980), y 

promueve el efecto supresor de LTreg CD4+ CD25+(Bollyky, Lord et al. 2007). Por el contrario 

AH BPM es considerado un potente activador del sistema inmunitario(Termeer, Hennies et al. 

2000, Termeer, Sleeman et al. 2003, Mummert 2005). Fragmentos de AH inducen en células 

macrofágicas la activación del factor de transcripción nuclear NFκB implicado en la activación 

de genes pro-inflamatorios(Noble, McKee et al. 1996), activan a las CD vía TLR-2 y TLR-

4(Termeer, Benedix et al. 2002), interviene en procesos de adhesión y migración de 

linfocitos(Evanko, Potter-Perigo et al. 2012), entre otros efectos biológicos. Se ha utilizado AH 

BPM in vivo como adyuvante incrementando la respuesta antígeno específica en un modelo de 

vacunaciónmurino co-administrando el antígeno y AH BPM de manera sc(Scheibner, Lutz et al. 

2006).  

Administrado en forma i.v. AH se distribuye rápidamente siendo indetectable en sangre luego 

de 24 hs. Se acumula en hígado principalmente, y en mucha menor proporción en riñón y 

bazo(Laznicek, Laznickova et al. 2012). También se postula que parte de su metabolismo 

ocurre en ganglios linfáticos(Fraser and Laurent 1989). Ha sido demostrado el efecto de AH de 

más de 450 kDa administrado en forma i.v. como factor hepatoprotector disminuyendo la 

inflamación en un modelo de hepatitis aguda(Wolf, Schumann et al. 2001, Nakamura, 



Discusión 

 

Yokohama et al. 2004). Nosotros observamos mediante la inoculación de AH-FitC que el AH 

exógeno llega al bazo, y que este tratamiento se asoció a un incremento en el porcentaje de 

células esplénicas CD11c+/CMH II+. Este fenómeno se correlacionó con una mayor tasa 

proliferativa y mayor secreción de IL-12 de esplenocitos expuestos a CD autólogas cargadas 

con proteínas  tumorales derivadas de células CT26. Si bien estos datos son alentadores, hay 

que tener en cuenta que en los protocolos de inmunoterapia una respuesta inmunológica no 

necesariamente se correlaciona con una respuesta clínica eficiente. Esto depende de la calidad 

de los linfocitos citotóxicos y helper inducidos, la eliminación o inactivación de linfocitos Treg, 

y la capacidad de quebrar el estado inmunosupresor propio del microambiente tumoral. Es 

clara la importancia de los LT CD8+específicos para la eliminación de la célula tumoral,pero en 

muchas ocasiones su inducción no es suficiente. Esto es debido a que no migran a la lesión 

tumoral o poseen baja afinidad de unión al complejo CMH-I-péptido, lo que las inhabilita para 

actuar como células citotóxicas específica(Appay, Douek et al. 2008), o es el mismo 

microambiente tumoral el responsable de inhibir su función(Gabrilovich and Nagaraj 2009). Sin 

embargo, Rosenberg y col. demostraron que la infusión i.v. de linfocitos intratumorales CD8+ 

induce una respuesta antitumoral importante y duradera en pacientes con melanoma 

avanzado(Rosenberg, Yang et al. 2011). Nosotros demostramos que el tratamiento con AH 

BPM indujo una respuesta antitumoral específica que se reflejó en un aumento del infiltrado 

inflamatorio linfocitario tumoral con predominio de células CD3/CD8+, lo cual puede 

correlacionarse con la evolución de la enfermedad y el incremento de la sobrevida media de 

los ratones y disminución de  la velocidad de crecimiento tumoral. Es importante resaltar que 

el AH BPM utilizado y la dosis para estos experimentos no demostró ningún efecto tóxico y no 

modificó los niveles de IL-10 y VEGF en suero, ambas moléculas con estudiado efecto pro-

tumoral(Berghella, Pellegrini et al. 1997, Hegde, Jubb et al. 2013).  

Luego decidimos estudiar los efectos de esta molécula sobre CD in vitro con la intención de 

incluirla posteriormente en un protocolo de vacunación basada en CD pulsadas con antígeno 

tumoral. En la actualidad las terapias inmunoestimuladoras son una herramienta de uso cada 

véz más frecuente en el tratamiento del cáncer(Radford, Tullett et al. 2014). Particularmente 

para el cáncer de colon existen numerosos estudios de estas características en etapas pre-

clínica y clínica, con limitado éxito clínico(Dalerba, Maccalli et al. 2003, Steinman and 

Banchereau 2007, Dauer, Schnurr et al. 2008, Pascual, Allantaz et al. 2008). Una de las 

aproximaciones más prometedoras consiste en la estimulación del sistema inmunitario con 

vacuna celular basadas en CD(Dauer, Schnurr et al. 2008, Palucka, Ueno et al. 2008). Para esto 

la mayoría de los protocolos utilizan CD generadas a partir de células progenitoras de médula 

ósea de ratón y de mononucleares de sangre periférica en humanos. Una vez obtenidas las 

células mononucleares el proceso de diferenciación puede realizarse por diversos métodos. El 

más extendido por su sencillez y reproducibilidad consiste en la selección de células por 

adherencia al plástico durante el cultivo ex vivo. Este proceso tiene alto rendimiento con una 

pureza menor comparada con la selección positiva de células CD14+. Sin embargo, 

fenotípicamente se obtiene una población de CD inmadura con capacidad de activarse de 

similares características entre sí(Felzmann, Witt et al. 2003). En nuestras manos, del total de 

mononucleares extraídos obtuvimos un rédito al finalizar el cultivo de entre un 10 y un 20% 

aproximadamente de la población inicial extraída de SP. De esta población,al menos 

un60%correspondían fenotípicamente a CD. En este sentido es importante remarcar que el 
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costo y la posibilidad de estandarizar el método son dos puntos claves en este tipo de terapias. 

De hecho, el único protocolo de vacunación de este tipo aprobado por la FDA para su uso 

clínico utiliza una población heterogénea de células presentadoras de antígeno enriquecida en 

CD (CD54+) pero que incluye linfocitos T (CD3+), monocitos (CD14+), células NK (CD56+) y 

linfocitos B (CD19+)(Kantoff, Higano et al. 2010).  

La activación y la capacidad de migrar de las células utilizadas juega un papel clave en la 

inducción de una respuesta antitumoral potente y específica mediada por células 

T(Banchereau, Briere et al. 2000, Palucka, Ueno et al. 2008). De hecho la expresión de CMH-II y 

otras moléculas de co-estímulo (señal 1 y 2 de activación linfocitaria, respectivamente) han 

demostrado ser de capital importancia(Trombetta and Mellman 2005, Chen, Man et al. 2007). 

Con este fin se han utilizado diversas moléculas por separado o en “cocktails” que han 

demostrado ser eficaces para activar a las CD induciendo la expresión de proteínas de co-

estímulo tales como CD40, CD80 y CD86. Las moléculas más utilizadas son IL-1β, IL-6, TNF, IFN-

α, IFN-γ, PGE2 y poly I:C(Banchereau, Schuler-Thurner et al. 2001, Giermasz, Urban et al. 

2009). A pesar de su poder de activación, existen reportes que demuestran que PGE2 y poly I:C 

inducen la expresión de IDO (indoleamina-2.3-dioxigenasa) con actividad inmunosupresora en 

las CD afectando la respuesta de linfocitos T por deprivación de triptófano(Moller, Michel et al. 

2008). Además la estimulación con poly I:C o LPS estimula la activación de otra serie de genes 

con efecto inmunosupresor como son SOCS-1 (proteína inhibidora de señalización de 

citoquinas)(Bartz, Avalos et al. 2006, Yoshimura, Naka et al. 2007). Ha sido reportado de 

diversas maneras que oAH, pero no AH APM, es una molécula estimulante del sistema 

inmunitario (Mummert 2005). En este sentido, se ha descripto a estos pequeños fragmentos 

de AH como potente activador de CD derivadas de humanos y ratón(Termeer, Benedix et al. 

2002, Do, Nagarkatti et al. 2004, Scheibner, Lutz et al. 2006). En sintonía con lo antes 

mencionado, demostramos que tanto en CD derivadas de médula ósea de ratón (CD-mo) como 

de células mononucleares de sangre periférica humanas (CD-cmsp) y pulsadas con antígeno 

tumoral, el uso de AH BPM incrementó la expresión de CMH-II y CD86 (Termeer, Benedix et al. 

2002, Do, Nagarkatti et al. 2004, Scheibner, Lutz et al. 2006). Este incremento en la expresión 

de estos marcadores de activación se correlacionó con un aumento en la secreción de IL-

12p70, citoquina clave para el desvío la respuesta inmunológica hacia un tipo de respuesta Th1 

antitumoral (Steinman and Dhodapkar 2001). Por el contrario, la incubación con AH APM no 

solo no modificó sus marcadores de activación, sino que además disminuyó su capacidad de 

endocitosis. Asimismo, CD/LT/AH BPM mostraron un incremento en su capacidad de estimular 

linfocitos T alogénicos y una menor secreción de la citoquina inmunoreguladora IL-10. Estos 

resultados apoyan la hipótesis de que AH BPM es una  señal de activación para estas células. 

Más allá del estímulo madurativo utilizado, otro elemento importante que afecta la 

funcionalidad de las CD es el modo en el que se carga el antígeno. En relación a esto se 

presentan dos desafíos para la inmunoterapia basada en CD: 1. que el antígeno sea el 

adecuado para desarrollar una respuesta antitumoral efectiva; 2. que el antígeno sea 

presentado por medio del CMH-I y CMH-II a fin de generar una respuesta inmunitaria 

citotóxica específica y efectiva. En cuanto al antígeno utilizado, se han ensayado distintas 

alternativas como el cargado de proteínas, péptidos, lisado tumoral, ADN o ARN tumoral, 

técnicas de fusión celular y la infección con vectores virales capaces de expresar 

antígenos(Kyte, Kvalheim et al. 2005, Lee, Wang et al. 2005, Hatfield, Merrick et al. 2008, Win, 
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McMillan et al. 2012). En nuestros experimentos decidimos realizar pulsado antigénico con 

lisado tumoral completo, por su potencialidad de activar la respuesta inmunitaria frente a 

múltiples antígenos asociados al tumor no tipificados y por la disponibilidad del método(Rizzo, 

Alaniz et al. 2014). Esta opción es plausible teniendo en cuenta la capacidad de las CD de 

realizar presentación antigénica cruzada (cross priming), es decir el procesamiento de un 

antígeno exógeno por vía endógena para su posterior presentación en el contexto de CMH-

I(Heath, Belz et al. 2004). Algunos autores han desarrollado sistemas de cargado antigénico 

específicos facilitando esta vía de procesamiento como la utilización de liposomas(Machy, 

Serre et al. 2000, Okada, Saito et al. 2001), poly-(g-glutamic acid) nanopartículas(Yoshikawa, 

Okada et al. 2008) o electroporación(Kim, Kim et al. 2004, Weiss, Allen et al. 2005). Sin 

embargo, Faure y col. han demostrado que cuando el antígeno requiere un procesamiento 

previo a la presentación antigénica, esta es menos eficaz aunque se mantiene por mayor 

tiempo(Faure, Mantegazza et al. 2009).   

El uso de antígenos generados a partir del lisado tumoral podría exponer a las CD a una gran 

variedad de moléculas inmunosupresoras propias del microambiente tumoral y del estrés 

celular. Para evitar esto existen protocolos que incluyen la incubación del extracto a 100°C o su 

irradiación(Alfaro, Perez-Gracia et al. 2011). Otro efecto no deseado consiste en la inducción 

de una respuesta autoinmunitaria por la presentación de antígenos de células no tumorales. Si 

bien esta es una posibilidad cierta, la incidencia de reacciones autoinmunitarias severas 

reportadas en protocolos de vacunación con CD es muy bajo. En nuestros experimentos 

observamos que el pulsado con antígeno tumoral tanto en CD-mo como CD humanas no 

afectó negativamente el estado madurativo de las células, contrariamente,en algún caso 

incrementó su estado madurativo. En esta misma línea, las CD/LT utilizadas en un modelo 

tumoral murino in vivo al menos no afectaron negativamente la evolución de los tumores 

respecto a ratones no tratados (dato no mostrado). Es probable que en parte esta sea una 

explicación a lo que observamos en nuestros ensayos. En concordancia con estos datos, 

Shumizo y col.,quienes compararon diferentes métodos de cargado antigénico, demostraron 

que la fusión celular y el pulsado con lisado tumoral fueron capaces de inducir CD con efecto 

terapéutico en un modelo de cáncer murino(Shimizu, Kuriyama et al. 2004). Este método ha 

sido utilizado también en múltiples ensayos clínicos con una eficacia variable(Iwashita, Tahara 

et al. 2003, Lee, Wang et al. 2005, Hussain, Palmer et al. 2008, Kandalaft, Powell et al. 2013).  

Las CD una vez acondicionadas ex vivo deben ser re-infundidas en el organismo y migrar a la 

zona T del ganglio linfático, sitio donde harán la presentación antigénica(Allavena, Sica et al. 

2000, Palucka, Ueno et al. 2008). Este es un paso clave para la inducción de una respuesta 

inmunitaria específica antitumoral(MartIn-Fontecha, Sebastiani et al. 2003, Randolph, 

Ochando et al. 2008). Para esto se han ensayado diversas vías de administración que incluyen 

la inoculación i.v, intradérmica e intra/periganglionar (Eggert, Schreurs et al. 1999, Morse, 

Coleman et al. 1999). Luego de la inoculación i.v. las CD son detectadas en hígado, bazo y 

pulmón, pero no en ganglio linfático. La inoculación intranodal implica la potencial lesión del 

ganglio con la cosiguientes desestructuración de las zonas T en el que ocurre la presentación 

antigénica, sin embargo hay datos que postulan a esta vía como una posibilidad eficaz para 

inducir una respuesta inmunitaria, especialmente si se inyecta la zona periganglionar (Verdijk, 

Aarntzen et al. 2009). La administración s.c, que de alguna manera reproduce el proceso 
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fisiológico de migración celular cuando el antígneo ingresa luego de atravesar la piel, es una de 

las opciones más difundidas en la actualidad(Lesterhuis, de Vries et al. 2011).  

Luego de su administración, la inducción de su migración hacia el ganglio linfático se ha 

abordado desde dos perspectivas complementarias. Por un lado a través de su sensibilización a 

quimioatractantes, y por otro mediante el estímulo de la secreción de estas moléculas desde 

los vasos y órganos linfáticos. En este proceso el eje principal de quimioatracción lo conforman 

CCR7 y sus ligandos, CCL19 y CCL21(Dieu, Vanbervliet et al. 1998, Ahamed, Haribabu et al. 

2001). Se utilizan diferentes estrategias para inducir la expresión de CCR7 en las CD como su 

estimulación con moléculas específicas tales como PGE2 y poly I:C, o la transfección con 

vectores virales que expresan este receptor(Okada, Mori et al. 2005). De manera 

complementaria se ha demostrado que el pre-tratamiento del sitio de inoculación con 

citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α o agonistas TLR facilitan también su migración hacia 

el ganglio linfático(MartIn-Fontecha, Sebastiani et al. 2003, Nair, McLaughlin et al. 2003). El 

uso de AH BPM demostró que además de ser un estímulo para la maduración, incrementa la 

expresión de CCR7 en CD/LT derivadas de humano y de ratón(Alaniz, Rizzo et al. 2011). Sin 

embargo, está bien establecido que la expresión por sí sola de CCR7 no es suficiente para 

incrementar la migración celular. En este proceso se ponen en juego otros mecanismos como 

por ejemplo la expresión de moléculas asociadas a proteínas G como TREM-2/DAP12 o CD38, 

las cuales hacen que esta expresión sea funcional(Randolph, Ochando et al. 2008). En nuestros 

ensayos el incremento de CCR7 se correlaciona con una mayor capacidad de migrar in 

vitrohacia sobrenadante de esplenocitos, CCL19 y CCL21, efecto más potente que el generado 

por otras moléculas comúnmente utilizadas con esta finalidad como son TNF-α, poly I:C y LPS. 

Sin bien este efecto lo observamos en CD sin pulsar y en CD pulsadas con antígeno tumoral, las 

CD/LT migraron en mayor proporción, dato que se correlaciona con el efecto madurativo 

observado luego de pulsar a las células con lisado tumoral. Luego decidimos estudiar la 

migración de CD/LT/AH BPM humanas hacia sobrenadante generado a partir de ganglio 

linfático proveniente de ratones nude con tumor humano implantado. Basados en la alta 

probabilidad de reacción y funcionalidad cruzada entre las moléculas murinas y las células 

humanas objeto de estudio (homología del 86%) pudimos comprobar que las CD pre-tratadas 

con AH BPM fueron atraídas con mayor intensidad hacia este sobrenadante. Consideramos 

que este modelo experimental es relevante ya que por un lado nos confirmó la hipótesis sobre 

la posibilidad de reacción entre las células humanas y el quimioatractate murino, y por otro 

lado observamos que AH BPM en este contexto afecta la migración de las CD/LT de un modo 

similar a como lo hace hacia CCL21. La utilización de ganglio linfático de ratones con tumor fue 

importante ya que la presencia de un estímulo inflamatorio, como puede ser una enfermedad 

neoplásica, genera un estado de activación en vasos y órganos linfáticos con la consiguiente 

expresión de moléculas y secreción de citoquinas tales como  CCL5, CCL20 y CXCL5, lo que 

aproxima este ensayo a lo que podría pasar in vivo(Johnson, Clasper et al. 2006).   

Las células del sistema inmunitario, como monocitos y CD, expresan una serie de receptores 

que las capacita para cumplir su función específica. Entre ellos se pueden mencionar CD44, 

TLR2 y TLR4 que, como se describió previamente, poseen como uno de sus ligandos a 

AH(Taylor, Trowbridge et al. 2004, Yamawaki, Hirohata et al. 2009). Es conocida la importancia 

de CD44 en procesos de adhesión celular y nosotros comprobamos en ratones knockout para 

CD44, que la incubación de CD/LT44-/- con AH BPM no modificó sus marcadores de maduración 
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pero indujo un fenotipo funcional de activación medido por la inhibición de la secreción de IL-

10 y por una mayor capacidad de estimulación linfocitaria alogénica. Asimismo incrementó su 

capacidad de migrar hacia CCL21 sin modificar la expresión de CCR7(Alaniz, Rizzo et al. 2011). 

Si bien se describe a CD44 como una molécula implicada en procesos de adhesión celular y 

migración, su participación es compleja(Isacke and Yarwood 2002). Ha sido demostrado que su 

inhibición no solo no afecta la capacidad de migrar de las CD hacia el ganglio linfático sino que 

facilita su migración a través del espacio intersticial rico en AH(Miaw, Chen et al. 2010). 

Además, se demostró que células epidérmicas de Langerhans en ratón CD44-/- tienen mayor 

capacidad de migrar y de estimulación linfocitaria luego de una estimulación antigénica 

epicutánea(Miaw, Chen et al. 2010). El impacto sobre la capacidad de migrar sin afectar la 

expresión de CCR7 que observamos puede ser explicado teniendo en cuenta que, como se 

mencionó anteriormente, además de la expresión de CCR7 se ponen en juego otros 

mecanismos complementarios que facilitan la migración celular y que puede modificar el 

tratamiento con AH.  

El tratamiento con AH BPM generó cambios similares en CD/LTTLR4-/-, con la particularidad de 

que en este caso incrementó la expresión de CCR7. Si bien está descripta la actividad de oAH 

como estimulante de CD a través de TLR-4 y TLR-2 (Termeer, Benedix et al. 2002, Scheibner, 

Lutz et al. 2006, Tesar, Jiang et al. 2006), no están claramente establecidos los mecanismos y, 

en algunos, publicaciones se presentan datos contradictorios. Es probable que esto sea reflejo 

de la heterogeneidad en el tipo de AH utilizado, ya sea por su distinto peso molecular o por su 

modo de obtención. Sin embargo, no hay datos previos que demuestren los efectos de AH 

BPM sobre la capacidad migratoria de CD/LT hacia señales provenientes de los ganglios 

linfáticos ni del mecanismo implicado. En nuestros experimentos con ratones knockout para 

TLR-4 comprobamos que AH BPM sobre las CD/LT induce un fenotipo activado e incrementa su 

capacidad de migrar, por lo que concluimos que su efecto es independiente de este receptor.  

Posteriormente, estudiamos la expresión de receptores de AH en CD/LT humanas. Observamos 

que CD/LT pre-tratadas con AH BPM disminuyeron la expresión de CD44, TLR-2, TLR-4 y 

RHAMM. La inhibición en la expresión de CD44 podría ser explicada por un fenómeno de feed-

back negativo similar al descripto en células mononucleares expuestas a AH BPM al ser 

diferenciados a fibrocitos(Maharjan, Pilling et al. 2011). La inhibición de la expresiónde los 

receptores TLRpodría responder a un estado de maduración de las CD. De hecho, Segal y col. 

caracterizaron la expresión de estos receptores en el proceso de diferenciación de monocito a 

CD activadas. Así demostraron que durante la maduración de CD con LPSestas disminuyen la 

expresión de ARNm de todos los TLR excepto TLR-1 y TLR-6(Visintin, Mazzoni et al. 2001). Este 

fenómeno podría explicarse desde un punto de vista funcional teniendo en cuenta el rol de 

TLR2 y TLR4 principalmente como mediadores de la activación de CD luego del reconocimiento 

de PAMP. 

El incremento en la capacidad de migrar observado in vitro, fue corroborado por ensayos in 

vivo con CD derivadas tanto de médula ósea de ratón como de sangre periférica de humanos. 

Así pudimos demostrar que efectivamente AH BPM aumentó su migración hacia el ganglio 

linfático regional en ratones portadores de tumor. Es importante remarcar que en este ensayo 

in vivo se ponen en juego mecanismos complementarios para la migración celular. Está 

ampliamente documentado que las células requieren de la degradación de la MEC mediante 
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MMP para la migración en el espacio intersticial. Estas facilitan la migración a través del tejido 

conectivo y la membrana basal de los vasos(Ratzinger, Stoitzner et al. 2002), actúan clivando 

receptores de membrana o sus ligandos, promoviendo la migración celular por la liberación o 

la activación de receptores que controlan la motilidad celular, o inhibiendo la migración por la 

inactivación de quimioquinas(Parks, Wilson et al. 2004).Ratzinger y col. han demostrado la 

relevancia de MMP-2 y MMP-9 para la migración de CD de la epidermis y de la 

dermis(Ratzinger, Stoitzner et al. 2002).Ha sido publicado que oAH estimula la actividad de 

MMP a través deTLR-4, y promueve la interacción CD44-EGFR incrementando la señalización 

de Akt y otros eventos implicados en la migración celular(Kim, Lee et al. 2008). Este fenómeno 

se ha descripto tanto en células del sistemainmunitario como son las CD(Termeer, Benedix et 

al. 2002) y los macrófagos(Noble, McKee et al. 1996), como en células tumorales(Fieber, 

Baumann et al. 2004). Nosotros demostramos que AH BPM incrementó la actividad de MMP-2 

en CD/LT derivadas de donantes sanos.  

Otro hallazgo clave en el ensayo de migración in vivo fue que el incremento en la migración 

hacia el ganglio linfático se asoció a una menor migración de CD/LT/AH BPM hacia el tumor. 

Esto suscitó la pregunta de si este fenómeno era resultado de una resistencia generada por AH 

BPM en las CD/LT hacia quimioatractantes del tumor, o si respondía a una mayor atracción 

hacia las quemoquinas liberadas por el ganglio linfático. Para responder estoen primer lugar 

realizamos un array de quemoquinas del medio condicionado tumoral derivado de pacientes 

con cáncer de colon el cual evidenció que las citoquinas presentes allí en mayor concentración 

eran IL-8, GRO, MCP-1, NAP2 e IP-10. Teniendo en cuenta que IL-8 es una citoquina pro-

inflamatoria presente en el microambiente tumoral de muchos tumores y relacionada con la 

migración celular(Xie 2001), decidimos estudiar la relación entre CD/LT/AH BPM y el eje 

quimiotáctico IL-8/CXCR1-CXCR2. Está descripto el incremento de la expresión de IL-8 en 

respuesta a fragmentos de AH en muy variados tipos celulares como son células 

endoteliales(Taylor, Trowbridge et al. 2004), epiteliales(Mascarenhas, Day et al. 2004) y 

neoplásicas(Voelcker, Gebhardt et al. 2008). Este fenómeno se relaciona en muchos casos con 

una mayor capacidad migratoria de estas células. De hecho la transcripción de IL-8 y MMP-2 se 

encuentra regulada por NFκβ(Kim and Koh 2000), factor de transcripción activado por 

AH(Voelcker, Gebhardt et al. 2008). Pudimos comprobar en nuestros ensayos que AH BPM 

induce la expresión de IL-8 y la activad de MMP-2 en CD/LT. Esta observación es interesante 

teniendo en cuenta que ya fue descripta por Luca y col. en células tumorales de melanoma que 

IL-8 incrementa la actividad de MMP-2 induciendo la migración celular(Luca, Huang et al. 

1997). En este sentido ha sido publicado también un efecto autócrino y parácrino en células 

provenientes de melanoma por el cual IL-8 incrementa su capacidad de migrar(Gebhardt, 

Averbeck et al. 2007).Fue publicado por el grupo de Melero y col.que la pre-exposicióna IL-8 

genera una desensibilización a los efectos quimiotácticos de esta quemoquina sin afectar la 

expresión de los receptores CXCR1 y CXCR2 ni el estado de maduraciónen de las CD (Feijoo, 

Alfaro et al. 2005, Alfaro, Suarez et al. 2011). Todos estos datos adquieren relevancia en el 

contexto de nuestros ensayos ya que nos permitieron postular la hipótesis de que AH BPM a 

través de la inducción de la secreción de IL-8 generaría una desensibilización a esta 

quimioquina inhibiendo su migración hacia el microambiente tumoral. Por esto realizamos 

ensayos en los que observamos que las CD/LT/AH BPM migraron en menor proporción tanto 

hacia IL-8 como hacia sobrenadante tumoral humano. Luego del bloqueo de IL-8 en el MCT se 
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disminuyó un 40% la migración de CD/LT sin tratar con AH, y no se modificó la migración de 

CD/LT/AH BPM. De esta manera quedó en evidencia la importancia relativa de IL-8 como 

quimioatractante para cada grupo de tratamiento. Así demostramos que la mayor 

sensibilización a CCL21, y por ende al medio condicionado de ganglio linfático, asociado a una 

menor sensibilización a IL-8 liberada por el tumor, pueden explicar el efecto observado sobre 

la migración de las CD/LT/AH BPM in vitro e in vivo. 

Luego de haber migrado al ganglio linfático y para desencadenar una respuesta inmunitaria 

antitumoral, las CD deben realizar una presentación antigénica eficaz. Para esto es necesario 

que estas células expresen una serie de moléculas que participan en la presentación antigénica 

propiamente y en la estimulación linfocitaria. Teniendo en cuenta que AH incrementa la 

expresión de CMH-II y CD86, decidimos evaluar la capacidad de estimular la proliferación 

linfocitaria de estas células. Así comprobamos que CD-mo de ratones wt, CD44-/- y TLR-4 -/- 

incrementaron su capacidad estimulante in vitro al ser incubadas con AH BPM(Alaniz, Rizzo et 

al. 2011). A fin de aproximarnos aún más al contexto de un paciente, y teniendo en cuenta 

publicaciones análogas y nuestros resultados previos de migración in vivo, diseñamos un 

modelo de proliferación mixta linfocitaria utilizando células humanas inoculadas en un ratón 

nude(Alfaro, Suarez et al. 2011). Pudimos demostrar también de esta manera que AH BPM 

incrementa en las CD su capacidad de estimulación linfocitaria. Es importante aclarar que en 

este ensayo los ratones nude fueron utilizados como medio para permitir la interacción entre 

CD/LT y linfocitos ya que, probablemente, la cavidad peritoneal murina genere un entorno 

propicio que facilite la interacción entre estas células. 

Todos estos resultados adquieren mayor relevancia si se tiene en cuenta que los ensayos 

fueron realizados, al menos en parte, con muestras humanas de donantes sanos y de 

pacientes. Este hecho agrega impacto clínico a los resultados y podría explicar la 

heterogeneidad en alguno de ellos(Munoz, Carlet et al. 1991, Lang, Lauffer et al. 2003). En 

estos ensayos se ponen en juego una gran cantidad de variables como son el sexo, la edad, la 

diversidad genética, el estado nutricional, pero sobre todo la situación de la enfermedad en 

cada paciente. Los tratamientos de inmunoterapia en parte fracasan por la imposibilidad de 

revertir el estado de inmunosupresión propio de los pacientes que los hace incapaces de 

montar una respuesta inmunitaria adecuada. En pacientes con cáncer de colon se ha 

demostrado el sesgo de su respuesta inmunitaria hacia un perfil de tipo Th2 y una menor 

respuesta proliferativa de células mononucleares de sangre periférica con mayor secreción de 

IL-4, IL-6, IL-10 y menor secreción de IL-2 e INF-γ(Berghella, Contasta et al. 2006, Pellegrini, 

Berghella et al. 2006). Particularmente se ha propuesto que las CD derivadas de 

mononucleares de sangre periférica de pacientes con cáncer de ovario tienen un 

funcionamiento aberrante lo que las hace menos eficaces al ser utilizadas como vacunas en un 

esquema de inmunoterapia(Roy, Goswami et al. 2011). Se han probado alternativas para 

revertir esta situación pero aún no está claro el mejor modo de hacerlo(Lang, Lauffer et al. 

2003). Nosotros observamos que CD/LT de pacientes presentan un fenotipo más inmaduro 

respecto a las provenientes de donantes sanos. Sin embargo, luego de ser incubadas con AH 

BPM incrementan su capacidad de estimulación linfocitaria de forma similar a como lo hacen 

los sanos. Además incrementan su capacidad de migrar hacia CCL21 y generan resistencia a la 

quimioatracción ejercida por IL-8. In vivo, a pesar de no incrementar su capacidad de actividad 
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de MMP-2, migran más eficientemente hacia el ganglio linfático y menos hacia el tumor de 

forma análoga a como lo hacen CD/LT de sanos luego del pre-tratamiento con AH BPM. 

Por último, demostramos que estos resultados eran reproducibles en un modelo tumoral 

murino in vivo. Ratones Balb/c con tumor CT26 s.c fueron tratados con CD, CD/LT, CD/LT/TNF-

α o CD/LT/AH BPM, en un esquema de vacunación terapeutica al día 7mo y 9no luego de haber 

inoculado el tumor. Los esplenocitos provenientes de los ratones tratados con CD/LT/AH BPM 

evidenciaron una mayor capacidad proliferativa al ser estimulados con CD/LT, un aumento en 

la producción de INF-γ, una disminución en la secreción de IL-10 y una mayor actividad 

citolítica específica para CT26. Agregado a esto, el tratamiento con CD/LT/AH BPM indujo 

memoria inmunológica demostrada con el rechazo de tumores implantados en ratones que 

presentaron respuesta tumoral completa. Sin embargo, el dato más relevante es que esta 

potenciación in vivo de la respuesta inmunitario antitumoral tuvo un impacto en la velocidad 

del crecimiento tumoral con una eficacia curativa del 16% y un incremento significativo en la 

sobrevida de los ratones, mayor incluso que CD/LT/TNF-α. El incremento de la capacidad 

migratoria de las CD/LT probablemente explique al menos en parte el incremento de su 

eficacia antitumoral cuando son pre-tratadas con AH BPM u oAH, y utilizadas como vacuna 

celular(Zeng, Toole et al. 1998, Alaniz, Rizzo et al. 2009). 

En resumen, estos resultados muestran que AH BPM posee actividad antitumoral directa, 

disminuyendo la proliferación e induciendo la apoptosis de la célula tumoral in vitro. Así 

también podemos afirmar que administrado en forma sistémica tiene la capacidad de 

potenciar la respuesta inmunitaria antitumoralretrasando la velocidad del crecimiento tumoral 

y favoreciendo la supervivencia media de los ratones. También es de remarcar que la adición 

de AH BPM  en la preparación de vacunas basadas en CD para el tratamiento del cáncer puede 

ser un elemento importante potenciando la respuesta antitumoral inducida. Este efecto sería 

secundario a su capacidad de estimular la maduración y activación de las CD pero, 

principalmente, por su facultad de hacerlas más sensibles a estímulos quimiotácticos 

presenten en ganglio linfático y más resistentes a IL-8, resultando en una estimulación 

linfocitaria más eficaz con perfil Th1.Por todo esto sugerimos que AH BPM podría ser 

considerado para su uso en protocolos de vacunación con CD. 
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Los resultados obtenidos y que presentamos en este trabajo de tesis doctoral demuestran que 

la administración sistémica de ácido hialurónico de bajo peso molecular posee un efecto 

antitumoral actuando no solo directamente sobre la célula tumoral sino también a través de la 

estimulación del sistema inmunitario. Esta molécula posee un efecto estimulante directo sobre 

las células dentríticas in vitro, y su utilización podría incrementar la eficacia terapéutica en un 

protocolo de vacunación al incrementar su estado de activación y maduración pero, 

principalmente, favoreciendo su capacidad de migrar hacia el ganglio linfático y resistiendo a la 

quimioatracción del tumor, que podría facilitar la inducción de tolerancia inmunológica. 

 

A continuación se enumeran las conclusiones principales obtenidas: 

1. Las líneas CT26 y HEPA129 expresan altos niveles CD44, y poseen gran capacidad de 

unir AH.  

2. La unión de AH a CT26 se da, en parte, a través de CD44. 

3. La línea CT26 expresa AH en su membrana citoplasmática.  

4. AH BPM a baja concentración inhibió la proliferación de CT26, LOVO y PANC02. 

5. AH BPM a baja concentración indujo la apoptosis de CT26, HEPA 129 y PANC02. 

6. En células CT26 el efecto anti-proliferativo y pro-apoptótico es mediado por CD44. 

7. En un modelo de cáncer de colon murino heterotópico AH BPM i.v.: 

1. disminuyó la velocidad de crecimiento tumoral e incrementó la supervivencia 

de los ratones. 

2. incrementó el infiltrado inflamatorio intratumoral CD3+/CD8+. 

3. aumentó el porcentaje de células esplénicas CD11c+/CMH-II+. 

4. incrementó la proliferación de esplenocitos estimulados con CD/LT. 

5. aumentó la síntesis de IL-12p70 en sobrenadante de esplenocitos estimulados 

con CD/LT. 

8. AH BPM exógeno en el cultivo de células dendríticas derivadas de médula ósea de 

ratón y pulsadas con antígeno tumoral (CD/LT): 

1. indujo la expresión de CMH-II y CD86, de manera similar a TNF-α. 

2. incrementó la secreción de IL-12 de forma más potente que TNF-α. 

3. inhibió la secreción de IL-10 de forma similar a TNF-α, de manera 

independiente de CD44 o TLR4. 

4. estimuló su capacidad de inducir proliferación linfocitaria de manera similar a 

TNF-α, de manera independiente de CD44 o TLR4. 
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5. incrementó su migración hacia sobrenadante de cultivo de esplenocitos 

provenientes de ratones portadores de tumor. 

6. incrementó su migración hacia CCL21 de manera independiente de CD44 o 

TLR4. 

7. indujo la expresión de membrana de CCR7 de manera independiente de TLR4. 

9. AH BPM exógeno en el cultivo de CD/LT derivadas de mononucleares de sangre 

periférica humana: 

1. indujo la expresión de CMH-II y CD86 en CD/LT de donantes sanos (DS). 

2. estimuló la capacidad de inducir proliferación linfocitaria en CD/LT de DS y 

pacientes.  

3. incrementó la migración hacia CCL21 en CD/LT de DS y pacientes, de forma 

más potente que polyI:C. 

4. incrementó su migración hacia medio condicionado de sobrenadante de 

células de ganglio linfático (GL) provenientes de ratones nude portadores de 

tumor, de forma más potente que polyI:C. 

5. indujo la expresión de ARNm de CCR7 de CD/LT de DS y pacientes. 

6. indujo la migración hacia GL in vivo en un modelo de cáncer de colon humano 

en ratón nude, de CD/LT de DS y pacientes. 

7. inhibió la migración hacia IL-8 de CD/LT de DS. 

8. inhibió la migración hacia sobrenadante de tumor humano de CD/LT de DS. 

9. indujo la síntesis de ARNm de IL-8 de CD/LT de DS y pacientes, sin modificar la 

expresión de CXCR1 ni CXCR2. 

10. inhibió la migración hacia el tumor in vivo en un modelo de cáncer de colon 

humano en ratón nude, de CD/LT de DS y pacientes. 

11. indujo actividad de MMP-2 en sobrenadante de CD/LT de DS. 

10. La vacunación con CD/LT pretratadas con AH BPM en un modelo de cáncer de colon 

heterotópico murino: 

1. disminuyó la velocidad del crecimiento tumoral e incrementó la supervivencia 

de los ratones. 

2. indujo una respuesta inmunitaria tipo Th1 con disminución de IL-10 y aumento 

de INF-γ, de manera similar a TNF-α. 

3. indujo una respuesta inmunitaria antitumoral con LTc específicos, de manera 

similar a TNF-α. 
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