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RESUMEN

El cancer de colon es el segundo tumor mas frecuente y la tercera causa de muerte por cancer en
el mundo. La Unica opcidn curativa es la cirugia en pacientes con estadio | y Il de la enfermedad.
Sin embargo, un 40% de los pacientes se diagnostican en estadio Ill y un 20% se presenta con
enfermedad metastdsica al momento del diagndstico. 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 cancer 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 dendriticas (CD) pulsadascon antigeno tumoral
puede ser una herramienta terapéutica especialmente atractiva debido a su capacidad de inducir
una respuesta inmunitaria especifica contra dichos antigenos. Existen multiples esquemas de
preparacion y administracion de CD, y la gran mayoria de ellas se encuentra aun en estudio.

Acido hialurénico (AH) es un glicosaminoglicano lineal componente de la matriz extracelular (MEC)
y que esta presente en diversos tejidos, especialmente en aquellos con células con alta tasa de
replicacion. La funcidon de AH no es del todo conocida, depende de su peso molecular y de su
ubicacidn respecto a las células. Se reconoce su importancia en relacién al cancer 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 generacidn y caracterizacion de
CD autdlogas pulsadas con extracto tumoral murino y humano, y establecer pautas que mejoren
su eficiencia terapéutica como vacuna antitumoral.

Para esto estudiamos la relacién entre acido hialurénico y el comportamiento bioldgico de
distintas lineas de células tumorales. Observamos que AH BPM posee actividad antitumoral
directa, siendo capaz de disminuir la proliferacién celular y deinducir la apoptosis de la célula
tumoral in vitro. Luego, y a partir de estos resultados, analizamos los efectos de la aplicacion de
acido hialurénico por via intravenosa (i.v.) en un modelo de adenocarcinoma de colon
heterotdpico en ratones BALB/c.Asi 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 ademas, que esplenocitos aislados de estos ratones tratados
con AH BPM presentan una mayor capacidad proliferativa al ser estimulados ex vivocon CD
pulsadas con antigeno tumoral y una mayor secrecién de la citoquina inmunoestimuladora IL-12.
Este fendmeno 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 vacunacién con CD
pulsadas con antigeno tumoral (CD/LT) en un modelo de cancer de colon heterotépico
(subcutdneo) murino. Se evalud su capacidad inmunoestimuladora in vitro en cultivos de CD



(CD/LT/AH BPM). AH BPM indujo una mayor expresion de las moleculas de coestimulo CD86 y
CMH-II, un incremento en la secrecién de IL-12, una menor produccién de IL-10, y una mayor
capacidad de estimulacién de la proliferacién 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 expresion de CCR7. A pesar de que TNF-a tuvo un efecto similar
en cuanto a la maduracién de las CD, CD/LT/AH BPM presentd 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 comunmente utilizadas en protocolos de activacién de CD como son
polyl:C, LPS y TNF-a; este efecto estuvo parcialmente asociado a un aumento en la expresion de
CCR7. Mas importante aln fue observar en un modelo de cdncer de colon heterotépico murino
gue AH BPM incrementé de manera significativa la migracion in vivode CD/TL hacia el ganglio
linfatico 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
cancer de colon. Pudimos evidenciar que el pre-tratamiento de CD/LT humanas con AH BPM
induce su maduracién e incrementa su capacidad de estimular la proliferacion linfocitaria.
Ademas,es capaz de aumentar su migracion in vitrohacia sobrenadante de ganglio linfatico y
CCL21, lo que se asocié a un aumento de la sintesis del ARNm de CCR7. Por otra parte, incrementa
la sintesis delARNm de IL-8, disminuye su migracidn 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 migracién de CD a través del espacio intersticial. En
consonancia con estos resultados observamos en un modelo de cancer de colon humano
implantado de forma sc en ratones nude que las CD/LT/AH BPM migraron en mayor proporcidn
hacia el ganglio linfaticoregional, y en menor cuantia hacia el tumor.

Finalmente, demostramos que la vacunacion con CD/LT pre tratadas con AH BPM, en el modelo de
cancer de colon murino, generd una potente respuesta inmunitaria antitumoral comparado con
CD/LT sin pre tratar o tratadas con TNF-a, disminuyendo la velocidad de crecimiento tumoral y
prolongando la supervivencia de los animales. Este resultado se asocidé a una mayor capacidad
proliferativa de esplenocitos provenientesde animales tratados con CD/TL/AH BPM con un perfil
tipo Th1 (mayor produccion de INF-y y menor secrecidn de IL-10), y la induccién de una respuesta
inmunitaria citotoxica especifica mas potente que la obtenida con CD/LT sin tratar.
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DS: donante sano

EBV: Epstein-Bar virus
EES: error estandar de la media
EGF: factor de crecimiento epitelial
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico
ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
FAT: fibroblastos asociados al tumor
FDA: food and drug administration
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IL: interleuquina
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INF: interferon
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IP-10: proteina 10 inducida por interferén gamma
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KDa: kilodalton

LB: linfocitos B
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LT: linfocitos T
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MCGL: medio condicionado derivado de ganglio linfatico
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MEC: matriz extracelular

MIP-a: proteina inflamatoria macrofagicaa

MMP: metaloproteinasas
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OAH: oligosacaridos de acido hialurénico

PAMP: patrones moleculares asociados a patégenos
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PD-1: programed cell dead
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gPCR:
RE:
REr:
ROI:
rpm:
s.C:
SDF-1:
SDS:
SF:
SFB:
TA:
TBS:
TCR:
TGF:
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UA: unidades arbitrarias
VEGF: factor de crecimiento endotelio vascular
VS: versus

B2-m: beta 2 microglobulina
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1. Sistema inmunitario

El sistema inmunitario (SI) se podria definir comoun conjunto de moleculas, células,
estructuras y procesos biolégicos destinados a eliminar potenciales noxas del organismo. Se
distingue la respuesta inmunitaria especifica o adaptativa, que se desarrolla contra un
antigeno especifico en un individuo concreto como por ejemplo la produccion de anticuerpos
contra un patdgeno particular o contra alguno de sus productos. En muchos casos esta
respuesta especifica resulta, ademas, en lo que se denomina memoria inmunolégica, hecho
que genera proteccién inmunitaria ante la re-exposicién al mismo antigeno a lo largo del
tiempo. Estas caracteristicas 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 inespecifica y sin capacidad de generar memoria inmunoldgica,
respondiendo de igual manera ante nuevas exposiciones a un mismo antigeno.

El término antigeno es utilizado para describir cualquier sustancia capaz de ser reconocida y
neutralizada por el sistema inmunitario. Las proteinas, glicoproteinas, polisacaridos y acidos
nucleicos propios de los patdgenos son los antigenos contra los cuales normalmente responde
el SI. Sin embargo, también puede reconocer y activarse frente a una gran variedad de
estructuras quimicas como metales, drogas como la penicilina, o quimicos organicos 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 especifica que neutraliza la noxa y genera una
respuesta inmunoldgica especifica de larga duracidn con proteccion frente a la exposicion
ulterior a ese antigeno (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 linea de defensa son,
normalmente, barreras fisicas y quimicas dadas a nivel de la piel y mucosas. Si estas barreras
son superadas intervienen los componentes propios del sistema inmunoldgico innato como el
sistema del complemento, y células fagociticas como macrdéfagos y neutréfilos. Al conjunto de
estos procesos se lo denomina inmunidad innata, se activan en forma rapida (en horas), sin
tener especificidad antigénica y sin capacidad de generar memoria inmunoldgica.

Las células del sistema inmunitario innato con capacidad de fagocitar son los monocitos y
macroéfagos, los polimorfonucleares y las células dendriticas (CD). Estas células poseen
receptores de membrana o citoplasmaticos capaces de reconocer patrones moleculares
estructurales tipicos presentes en microorganismos o PAMP (patrones moleculares asociados a
patdgenos). La activacion de estos receptores induce sefiales intracelulares activando genes
pro-inflamatorios. En este sentido, uno de los receptores celulares mas estudiados son los
receptores Toll-like receptors (TLR), que reconocen patrones moleculares de patégenos como
bacterias gram +y gram -. Asi activan factores de transcripcién que inducen genes pro-
inflamatorios como son NFkB, AP-1 e interferdn tipo | (INF-I), induciendo la sintesis y secrecion
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-B, IL-6, IL-12, TNF-a, IL-8 e INF-I(Beutler and Rietschel 2003).

Otras células que participan de la respuesta inmunitaria inespecifica 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 infeccidn viral, generando su muerte a través de la
liberacion de granulos citotoxicos (grazima y perforinas) y de citoquinas. Las células NK son
activadas por INFs de tipo | e IL-12, moléculas producidas principalmente por macréfagos y CD.
Una vez activadas, secretan INFs de tipo I, citoquinas clave para el control de ciertas
infecciones virales y que modulan la activacién de los LT CD4* induciendo una respuesta celular
tipo Thl capaz, a su vez, de activar a los macrdfagos (ver cap. inmunidad especifica)(Lanier
2008).

2. Inmunidad especifica o adquirida

La respuesta inmunitaria especifica o adquirida es precedida, desencadenada, dirigida y
mantenida por la respuesta inmunitaria innata(Fearon and Locksley 1996). La principal célula
gue interviene en este proceso es el linfocito. En conjunto, estos reconocen cualquier
antigeno al que un individuo pueda estar potencialmente expuesto(van den Berg, Yoder et al.
2004).

Se puede diferenciar una respuesta inmunitaria especifica humoral mediada por
anticuerpos, en la que participan LB; y una respuesta inmunitaria especifica mediada por
células, que son los LT.

Los LT se distinguen de otras células por expresar en forma constitutiva la proteina de
membrana CD3. Se clasifican en subpoblaciones en funcidn de la expresién de proteinas de
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membrana: LT “colaboradores” (LTh, del inglés: helper) que expresan CD4 (LT CD4*), o LT
“citotdxicos” (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-y y TNF-a, 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 eosindéfilos y mastocitos mediante la secrecién de
IgE(Finkelman, Shea-Donohue et al. 1997); los LTh17 secretan la familia de citoquinas de IL-17
induciendo la produccién de quemoquinas en células epiteliales y estromales, estimulando de
este modo la atraccion de neutroéfilos(Ye, Rodriguez et al. 2001); y, por ultimo, los LTreg se
caracterizan por secretar IL-10 (entre otras) e intervienen en mecanismos de regulacion 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 especifica sean capaces de
reconocer un antigeno particular, este debe ser “presentado” unido a un complejo de
glicoproteinas 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 “presentacidon antigénica” a través del CMH tipo | (CMH-I), pero solo un grupo de
células especializadas son capaces de realizar la presentacidén antigénica en el contexto del
CMH tipo Il (CMH-II) por lo que se las conoce como “células presentadoras de antigeno”
(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
multiples polimorfismos. Para CMH-I se describen tres loci (H-2K, D y L en el ratén; y HLA-A-B-C
en el hombre). CMH-Il es codificado por las regiones I-A e I-E en el ratén, y HLA-D (DP, DQy
DR) en el hombre. Ambas moléculas poseen en su porcién 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 combinacion particular de antigeno peptidico ligado a un tipo
determinado de CMH, lo que agrega un grado mayor de especificidad al proceso de
presentaciéon antigénica.

3. Células presentadoras de antigeno: Células Dendriticas

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 antigeno promoviendo una
respuesta inmunitaria especifica. Si bien los macréfagos y los LB pueden cumplir este rol, las
Unicas células con capacidad de estimular LT que no tuvieron contacto previo con el antigeno
(LT naive) son las CD(Itano and Jenkins 2003). Estas tienen su origen en las células
hematopoyéticas de la médula ésea. Se distinguen dos tipos de CD: las CD mieloides y las CD
plasmocitoides(Yanofsky, Mitsui et al. 2013). Las primeras migran desde la médula dsea, por el
torrente sanguineo, en su mayoria 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 citoplasmaticas que le dan la posibilidad de captar antigenos presentes en el
medio(Dalod, Chelbi et al. 2014).

Génesis y compartimentalizacién de células dendriticas. CD: células dendriticas.Adaptado de
Nature Reviews 2002.
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Segun el fenotipo de CD que intervenga, estas células pueden formar parte en un proceso
de tolerancia inmunoldgica o por el contrario inducir una respuesta inmunitaria especifica. Si
un antigeno es presentado a los linfocitos por CDi puedegenerar la delecién o anergia clonal
del LT y/o inducir LTreg(Segura, Albiston et al. 2009). Por el contrario, cuando el antigeno o
agente patdgeno es endocitado en un contexto pro-inflamatorio las CDi sufren un profundo
cambio fenotipico y funcional denominado “maduraciéon”.Durante el mismo disminuyen su
capacidad de endocitosis, cambian el patrén de expresidon de moléculas de adhesidn y de
guemogquinesis adquiriendo mayor movilidad y sensibilidad a quemoquinas presentes en el
ganglio linfatico, aumentando la expresidn de moléculas implicadas en el proceso de
presentaciéon antigénica y estimulacidn linfocitaria como CMH-II, CD40, CD80 y CD86. Todos
estos cambios adaptativos facilitan su migracién al ganglio linfatico regional vy las capacidad
para realizar una presentacién antigénica eficaz a los LT(Banchereau and Steinman 1998,
Gallucci, Lolkema et al. 1999, Sauter, Albert et al. 2000) (figura 4).

Respuesta inmunitaria especifica. (1) Las células precursoras de células dendriticas (monocitos
CD14*) migran a sitios de inflamacién atraidos por moléculas como IL-1B y TNF-a. (2) Alli se
diferencia a céulas dendriticas (CD), capturan el antigeno, (3) adquieren mayor capacidad de
migrar al ganglio linfatico e (4) incrementan la expresion de moléculas de co-estimulo como
CD80/CD86, CD40 e ICAM(5) En el ganglio linfatico realizan la presentacion antigénica y
estimulacidn linfocitaria con reactividad antigeno especifica. (6) Estos migran al lugar de
inflaciéon donde reconoceran su péptido blanco. LTc: linfocito T citotéxico; LTh: linfocito T
helper; MMP: metaloproteasas.

1. Procesamiento antigénico
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Los antigenos alcanzan el citosol o vesiculas citoplasmasticas de las CD a través de dos rutas
principales. Los virus, y las bacterias de replicacion intracelular, son procesados a través de una
“via enddgena o citosdlica”. Todas las células nucleadas del organismo son capaces de realizar
este tipo de procesamiento antigénico. Durante el mismo la proteina a degradar es
ubiquitinizada mediante la accidn del complejo ubiquitinizante haciéndola susceptible a la
accién del proteosoma, que degrada proteinas marcadas por ubiquitina. El producto final de su
accion son péptidos de 8-10 aminodcidos pasibles de ser ligados al CMH-I para su posterior
presentacién antigénica a LT CD8*(Fremont, Hendrickson et al. 1996).

Por el contrario, la mayoria de las bacterias y parasitos que proliferan en el espacio
extracelular, asi como particulas virales presentes en este sitio, son procesados por “via
endocitica”. Luego de su internalizacion por fagocitosis, endocitosis mediada por receptor o
macropinocitosis, los antigenos son digeridos a péptidos de entre 13-18 aminodacidos por
enzimas especializadas en el endosoma generado. Luego, estos endosomas se fusionan con la
vacuola que contiene el CMH-Il.Asi el complejo péptido ligado al CMH-II es trasportado a la
membrana citoplasmatica para ser presentado a los LT CD4*. Sélo las CPA son capaces de
realizar este proceso(van Kasteren, Overkleeft et al. 2014) (figura 5).

2. Migracién

Las CD luego de capturar, y a la vez que procesan el antigeno, migran a los érganos
linfaticos secundarios donde realizan la presentacién antigénica. Este proceso, en las mayoria
de los casos, sucede en respuesta a estimulos pro-inflamatorios ya sea de origen quimico (ej:
sensibilizadores de contacto o irritantes), fisico (ej: rayos UV o trauma) o bioldgicos (ej:
microbios o tejidos necréticos). Estos estimulos 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 secrecion de enzimas y modifican la expresidon de moléculas
implicadas en la adhesidn célular y quemoquinesis.

El eje quemotactico mas estudiado en este contexto estd 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 (proteina
inflamatoria de macréfago o MIP-3B) 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 linfaticas y del estroma del ganglio linfatico.De esta manera, ante un
estimulo madurativo, las CD migran al ganglio linfatico regional por quemoatraccion. De
manera complementaria, y en algin caso supletoria, se producen otros cambios funcionales en
las CD como la disminucién de la expresion de receptores de quemoquinas que las retienen en
sitios de inflamacién,por ejemplo CCR2; disminuyen la expresién de moléculas relacionadas
con la adhesién a la matriz extracelular como E-Caderina(lmhof and Aurrand-Lions 2004),
aumentan la expresion 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).Ademas, se ha descripto
también que la migracidn de CD hacia los érganos linfaticos secundarios puede ser mediada
por la activacion 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 linfaticos en situaciones de inflamacién(Kabashima, Shiraishi et al.
2007). Como resultado final, las CD estimuladas se desprenden del sitio de inflamacién y
migran a través delintersticio, atraviesan el endotelio linfatico y se dirigen a la zona T del GL
donde se pondran en contacto con LT naive para hacer la presentacion antigénica
correspondiente.

Por otra parte, existe una menor proporcion de CD que migran al GL sin haber sido
expuestas a un estimulo pro-inflamatorio, presentando un aumento en la expresiéon de CCR7
sin los cambios tipicos de una CD madura(Bouchon, Hernandez-Munain et al. 2001). No se
conoce con exactitud cudl 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. Presentacidn antigénica: presentacién cruzada

La presentacion antigénica consiste en la exposicién 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 antigeno puede ser presentado. Dos de ellas son
codificadas por el CMH (clase | y clase Il), como se menciond anteriormente, y el tercer tipo de
molécula, independiente de las anteriores, estd codificado por el complejo CD1. Las moléculas
del CMH presentan antigenos peptidicos, y las del complejo CD1 antigenos lipidicos. Nos
referiremos aqui a la presentacién mediada por el CMH.

Los antigenos enddgenos son procesados por la via del CMH-I. Esta molécula es un dimero
sintetizado en el reticulo endoplasmico rugoso (REr), formada por una cadena a y una cadena
B-2-microglobulina (B-2-m). Estas cadenas se unen de manera no covalente en el REr hasta su
union con el antigeno. Los péptidos antigénicos procedentes del procesamiento en el
proteosoma, entran al REr por un sistema especificodenominado “complejo de transporte de
péptidos antigénicos”, al que se encuentra unido el complejo a-B-2-m. Asi, 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 conformacién definitiva, estable y plegada.
Posteriormente el complejo formado, CMH-I-péptido, abandona el REr por un sistema de
vesiculas llegando a la membrana celular, produciéndose de este modo la exposicidn del
antigeno en el medio extracelular(Bouvier 2003).

Por otra parte, los antigenos exégenos o procedentes del medio extracelular, que ingresan
a las células en su mayoria por via endocitica, son degradados a productos peptidicos en
endosomas donde, al fusionarse con vesiculas ascendentes, se unen al CMH-II. Este ultimo esta
constituido por dos cadenas peptidicas a y B, sintetizadas por separado, adosadas al REr y
ensambladas en su interior. Al igual que el CMH-I, este complejo es inestable hasta su unién
con un péptido antigénico. Para evitar su degradacion se asocia en un primer momento con
una proteina denominada calnexina, la que luego es desplazada por la lamada cadena
invariante Li. Esta ultima forma trimeros cuyas unidades se asocian con un CMH-II de forma tal
que cubre el surco de union al péptido hasta que este se una(Fremont, Hendrickson et al.
1996).

Existe un grupo de células especializadas, entre ellas un tipo especifico de CD, que expresan
CD11c/CD8a/CD205 en ratdén y CD141 en humanos, con la facultad de realizar lo que se
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denomina presentacién cruzada o cross priming(Heath, Belz et al. 2004, Jongbloed, Kassianos
et al. 2010). El cross priming consiste en el procesamiento de productos peptidicos
provenientes de antigenos exdgenos por la via de degradacién enddgena, uniéndolos
finalmente al CMH-I. Para esto, la proteina, 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 vesiculas para realizar la
presentacién antigénica a LT CD8*. Esta capacidad de procesamiento antigénico paraddjico
otorga a las CD una caracteristica diferencial con la posibilidad de gatillar una respuesta
antitumoral citotdxica especifica dirigida contra antigenos extracelulares.Cabe aclarar que
también los péptidos generados por el proteosoma sufren autofagia y pueden ingresar a la via
de procesamiento exdgeno y ser presentados por el CMH-II. (Ochsenbein, Sierro et al.
2001)(figura 5).

Procesamiento y presentacion antigénica. Se muestra el procesamiento de antigenos
enddgenos, exdgenos, y la presentacion antigénica cruzada, o cross priming, que ocurre en
células presentadoras de antigeno. LTc: linfocito T citotdxico; LTh: linfocito T helper; CMH:
complejo mayor de histocompatibilidad; Ag: antigeno; RE: reticulo endoplasmico.

4, Sinapsis linfocitaria

Se denomina sinapsis linfocitaria a la interaccidn entre la CPAy el linfocito durante la
presentacidn antigénica. Deben intervenir una serie de moléculas (receptores, co-receptores y
citoquinas) de manera coordinada para que resulte en una respuesta inmunitaria especifica y
eficaz(Hivroz, Chemin et al. 2012).

El primer paso es el contacto entre una CPA portadora de un antigeno y un linfocito que
ocurre gracias a la interaccion entre las moléculas de adhesion 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 (dias) durante el cual los linfocitos son
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capaces de reconocer por medio de receptores proteicos de membrana (TCR) secuencias
peptidicas especificas Unicamente si se encuentran asociadas al CMH. Los TCR estan formados
por una subunidad a y una subunidad B, unidas por un puente disulfito. Cada subunidad posee
una region variable (V) codificada por cientos de genes, una region constante (C) y una region
de unidn (J, del inglés “junction”). La subunidad 3 posee ademas una regidn de diversidad (D).
Las distintas combinaciones de genes (diversidad combinatoria) y su diversidad de unién
(diversidad de las uniones) dan lugar a un nimero muy elevado de receptores TCR con la
capacidad de reconocer practicamente cualquier secuencia peptidica antigénica. Cada clon
linfocitoario posee un TCR especifico(Garcia and Adams 2005).

Para que la unidn entre el TCR y su secuencia de aminoacidos blanco sea estable y
desencadene una sefal intracelular de activaciéon 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 actia en forma complementaria con los TCR(Letourneur and Klausner
1992). CD4 y CD8 son glicoproteinas de membrana pertenecientes a la superfamilia de las
inmunoglobulinas cuyos ligandos naturales son el CMH-Il y I, respectivamente. EIl complejo
TCR/CD3/CD4 o CDS8 es capaz de reconocer péptidos Unicamente unidos al CMH y generar una
sefial intracelular (primer sefial de activacion). Ademas, para que la activacion linfocitaria sea
completa, se requiere de una segunda senal 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 estan presentes en las CPA maduras. CD28, una vez estimulado, activa una
enzima (fosfatidil inositol 3-quinasa; P13-k) responsable de la activacién de fosfolipasa C-y
generando como segundo mensajeros diacilglicerol (DAG) e inositol 1-4-5 trifosfato (IPs). Esto
resulta en el aumento citoplasmatico de Ca*™, el reclutamiento en la membrana de proteinas
de sefializacién Ras-GRP y una proteina serina/treonina quinasa llamada proteina quinasa C
B(Al-Lazikani, Lesk et al. 2000). Todo esto lleva a la activacién de factores de transcripcion
inflamatorios como son el factor nuclear de linfocitos activados, factor de transcripcion NFkB,
la cascada MAPK y el factor de transcripcion AP-1, resultando en la sintesis y secrecién de IL-2
e INF-y, entre otras moléculas pro-inflamatorias(Acuto and Michel 2003). Esta segunda sefial
de supervivencia esta regulada negativamente por CTLA-4 (CD152) y PD-1, presentes en los
linfocitos. CTLA-4 se une a las proteinas B7 (CD80 y CD86) con mayor avidez que CD28
desplazando a esta ultima y generando una sefial intracelular negativa(Salama and Hodi 2011).
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Sefial de activacién linfocitaria. Se muestran los receptores y co-receptores implicados en la
primery segunda sefial de activacidn, asi como las citoquinas que intervienen en la tercera
sefial de activacion.

Existe una tercera sefial de diferenciacion en la que intervienen citoquinas como INF-y, IL-4,
IL-5, IL-10 entre otras, que inducen caracteristicas particulares a los linfocitos efectores
originando las distintas subpoblaciones ya mencionadas(Curtsinger and Mescher 2010) (figura
6).

5. Inmunologia tumoral

En el proceso de carcinogénesis la célula tumoral debe sortear mecanismos de control
intrinseco y extrinseco que impiden la proliferacién indiscriminada de células anormales. Uno
de los mecanismos de control extrinseco es el sistema inmunitario a través del reconocimiento
de antigenos tumorales y la ulterior eliminacidn de la célula tumoral.

De la inmunovigilancia a la “inmunoedicién”

En 1909, Paul Ehrlinch,establecié la teoria que el sistema inmunitariopodria reprimir el
crecimiento tumoral(Ehrlich 1909). Con esto se inicié un siglo de discusion acerca del rol del
sistema inmunitario en relacién con el cancer. Cincuenta afios mas tarde, entre las décadas del
50y del 70, se cristalizd el concepto de “inmunovigilancia”(Burnet 1970). Esta hipdtesisis
sostiene que las células originadas en el timo, “controlan” constantemente los tejidos del
organismo inhibiendo el desarrollo de células anormales. Luego se demostrd que existen
células pobremente inmunogénicas capaces de evadir el sistema inmunitario, dando lugar en
la década del 90 al concepto de la “inmunoedicién” (“inmunoedditing”) en el que se distinguen
tres etapas: eliminacién, equilibrio y, finalmente, escape inmunoldgico(Dunn, Old et al. 2004).

Eliminacidn: En un tejido normal existen altas probabilidades de que surjan células
andémalas a partir de células del propio organismo por mutaciones por azar originadas en las
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celulas madre, la existencia de predisposicion genética, y/o por la exposicidn a estimulos
carcinogénicos como radiaciones, infecciones, procesos inflamatorios crénicos, etc(Tomasetti
and Vogelstein 2015). Estas células aberrantes son reconocidas por el sistema inmunitario
como extranas, desencadenando en un primer momento una respuesta inmunitaria innata
mediada por células NK, macréfagos, y otras celulas. La expresién de antigenos andmalos en
este contexto genera, en un segundo momento, una respuesta inmunitaria especifica
mediada por LT CD8" y CD4" capaces de eliminarlas. Esta es la etapa de “eliminacién” que
coincide con el concepto de “inmunovigilancia” (figura 7).

=

Primera etapa en la inmunoediciéon: Eliminacidn de la célula tumoral. INF: interferén; TRAIL:
ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF; INF: interferdén; IL-12: interleuquina 12.

Equilibrio: La eliminacidon de las células tumorales puede ser definitiva. Sin embargo, existe
la posibilidad de que la eliminacién no sea total quedando un grupo de células neoplasicas
replicativas. Cuando la tasa de replicacion y de eliminacién celular se equiparan se llega a un
equilibrio dindmico llamado “inmunoedicidon”, en el que las células aberrantes con menor
capacidad inmunogénica son seleccionadas(Shankaran, Ikeda et al. 2001).Esta etapa de
equilibrio e “inmunoedicidon” puede mantenerse hasta que se avanza a la etapa de
“inmunoescape”.

Inmunoescape: Las células tumorales generan diversos mecanismos de resistencia como
por ejemplo la disminucidn de la expresién de CMH-I(Algarra, Cabrera et al. 2000), resistencia
alNF-y(Kaplan, Shankaran et al. 1998), induccién de LT reg mediante la inihibicion de la
expresion de moléculas de co-estimulo como CD80, o aumento de la expresion y/o secrecidn
de moléculas inmunosupresoras como galectina(Rubinstein, Alvarez et al. 2004),
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indometacina(Uyttenhove, Pilotte et al. 2003), IL-10 o TGF-B(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 clinicamente evidente, superd el proceso de
eliminaciéon y equilibrio con la consiguienteinmunoedicionque genera el escape del sistema
inmunitario, dando lugar a tumores formados por células resistentes y pobremente
inmunogénicas (figura 8).

Tercera etapa en la inmunoedicién: inmunoescape. LTreg: linfocito T regulador; IL-10:
interleuquina 10; TGF-B: Factor de crecimiento de fibroblasto B.

Antigenos tumorales

Se describen diversos antigenos segln se originen a partir de productos virales, de
mutaciones — germinales o adquiridas- del ADN, o por traslocaciones cromosémicas(Novellino,
Castelli et al. 2005).

Los antigenos de origen viral que se conocen son por ejemplo productos del virus de la
hepatitis By C en el hepatocarcinoma, las proteinas E6/E7 del HPV en el cancer de cuello
uterino, y EBNA-1 del EBV en linfomas(Long, Parsonage et al. 2010, van der Burg and Melief
2011).

La mutacién somatica de genes puede dar origen a péptidos tumorales por el intercambio
de aminoacidos, alterando el marco de lectura genético o extendiendo la secuencia de
codificacién mas alla del codén de finalizacion normal. En los pacientes con cancer, el 50% de
los antigenos 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 mutacidon de CDK4 genera una
menor sensibilidad al gen supresor de tumor INK4A que resulta en una proliferacién celular
descontrolada; la mutacion del gen de caspasa 8 (CASP8) modifica el coddn de terminacion lo
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gue genera la sintesis de una proteina con menor capacidad de gatillar la apoptosis celular(Li,
Egloff et al. 2014). Otros procesos oncogénicos involucran la traslocacidon cromosdmica dando
origen a proteinas 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 mds de 60 mutaciones germinales que dan origen a productos peptidicos
relacionados al desarrollo de tumores. Los genes pertenecientes a la familia MAGE
relacionados con melanoma y cdncer de pulmon, los genes GAGE (antigeno G), CTAG (antigeno
de cancer de testiculo) 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
antigenos tumorales radica en la posibilidad de dirigir una terapia inmunitaria de manera
especifica.

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-B. Los INF-l inducen la transcripcion de
genes pro-inflamatorios y facilitan la presentacidn antigénica cruzada estimulando asi la
expansion de LTc(Gajewski, Schreiber et al. 2013). Los macréfagos presentes en el seno
tumoral atraidos por quemoquinas, participan también en la respuesta antitumoral a través
de, entre otros mecanismos,la secrecion de TNF-a, la liberacidon de enzimas lisosdomicas y la
liberacion de intermediarios del oxigeno y dxido nitrico(Nardin and Abastado 2008).

Respuesta inmunitaria antitumoral especifica

Los linfocitos T son las principales células encargadas de regular y ejecutar la respuesta
inmunitaria especifica antitumoral. Estas células reconocen al antigeno presentado por las CPA
en el contexto del CMH en drganos linfaticos secundarios. Alli, los LT naive en presencia de IL-
12 se diferencian a LTh1 capaces de reconocer antigenos peptidicos asociados a CMH-II
(Germain and Hendrix 1991). En tejidos periféricossecretan grandes cantidades de INF-y y TNF-
a con efecto antitumoral directo a través de, por ejemplo, la induccién de la produccion de
especies reactivas del oxigeno(Schattner, Mascarenhas et al. 1996, Hung, Hayashi et al. 1998).
Sin embargo, su principal funcidn en la respuesta antitumoral es la de generar e incrementar la
respuesta inmunitaria especifica mediada por LTc a través de su interaccién directa con estas
células o mediada por CPA o células NK. Los LTh activados expresan CD40L que interactua con
CD40 presente en la superficie de CD induciendo la expresién de CMH y moléculas de co-
estimulo, e incrementa la produccién 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
antigeno presentado por la misma célula tumoral induciendo la secrecion de citoquinas
antitumorales en el tumor(Kobayashi, Nagato et al. 2006), y de generar y mantener memoria
inmunolégica 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 especificosdesencadena la
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muerte celular por activacidon 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: citélisis mediada por granulos de
perforina/grazima; o mediante la activacidn 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-y(Berke 1995, Kontny, Hammerle et al. 2001).

6. Sistema inmunitario en pacientes con cancer

Ill

El microambiente tumoral “inmunosupresor”, clave para el desarrollo del cancer, en
algunos casos tiene expresion a nivel sistémico. De hecho, existe correlacion entre la presencia
de moléculas inmunosupresoras en suero comolL-10y el receptor soluble de IL-2 (sIL-2R), con
el estadio de la enfermedad neoplasica(Berghella, Pellegrini et al. 1997, Pellegrini, Berghella et
al. 1997). También se ha demostrado en pacientes con cancer en estadios avanzados un
desequilibrio en la respuesta inmunitaria Th1/Th2(Pellegrini, Berghella et al. 1996). En este
sentido, los pacientes con melanoma metastasico tienen una menor activacion de genes
estimulados por interferdn (ISG) y menor capacidad de fosforilacién 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 cabezay
cuello(Bergmann, Strauss et al. 2007, Chikamatsu, Sakakura et al. 2007) y melanoma(Fecci,
Mitchell et al. 2006), se encontré mayor cantidad de LTreg en sangre periférica;en pacientes
con CCR y cancer de pancreas se observa un aumento en el nimero de granulocitos activados
circulantes(Schmielau and Finn 2001) y de células mieloides supresoras(Nagaraj and
Gabrilovich 2007), las que estarian implicadas en la supresion de la respuesta mediada por
celulas T(Kusmartsev, Nagaraj et al. 2005, Sinha, Clements et al. 2007).

7. Inmunoterapia

La inmunoterapia contra el canceres uno de los campos terapéuticos de mayor interés
dentro de la oncologia(Kirkwood, Butterfield et al. 2012). Basicamente, consiste en la
manipulacion del sistema inmunitario a fin de generar una respuesta antitumoral efectiva
capaz de inducir regresiones tumorales objetivas duraderas y memoria inmunolégica. Esta
herramienta terapéutica se ha desarrollado activamente durante los ultimos afios
demostrando gran efectividad en modelos animales, y resultados promisorios en la clinica. Sin
embargo, a pesar de que en muchos casos se consiga estimular una respuesta inmunitaria
especifica, esta no siempre implica la reduccién o eliminacién del tumor. Esto es debido a que
existen “barreras de defensa” en el tumor o en su miroambiente que generan una disociacion
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 mas utilizadas se centran principalmente en la
estimulacién inespecifica del sistema inmunitario con el uso de moléculas inmunomoduladoras
y/o anticuerpos monoclonales(Callahan and Wolchok 2013), la estimulacién antigénica
especifica mediante el uso de vacunas con CD por ejemplo(Vonderheide and Nathanson 2013),
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o la aplicacion de tratamientos con células como la terapia adoptiva con la infusion de
linfocitos T efectores y NK(Sun, Beilke et al. 2009, Goff, Smith et al. 2010, Rosenberg 2011).

1. Vacunas antitumorales basadas encélulas dendriticas

La inmunoterapia con CD es una alternativa esperanzadora para el tratamiento del cancer,
aunque todavia no ha demostrado un beneficio clinico claro. Consiste en la diferenciacién in
vitro de células progenitoras de CD, su activacién y cargado antigénico ex vivo, para luego ser
inyectadas nuevamente en el paciente. Existen diversos protocolos de diferenciacién y
activacion de las mismas, asi 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).

Diferenciacion y maduracion: la fuente y el medio de cultivo utilizados para la generaciony
maduracién de las CD determina su posterior funcionalidad. El modo de obtencion que
pareceria mas adecuado para su posterior uso en un protocolo de vacunacidn son las células
mononucleares de sangre periférica del propio paciente (PBMC). Otra posibilidad es su
diferenciacidn a partir de células troncales hematopoyéticas, obteniendo una poblacién celular
gue no parece ser la dptima para estos protocolos(Palucka and Banchereau 2013).

Para la diferenciacidon y maduracidon a partir de PBMC se han utilizado diferentes coktails de
citoquinas, siendo GM-CSF e IL-4 las mas frecuentemente utilizadas (Sallusto and Lanzavecchia
1994). Las CD asi obtenidas presentan un fenotipo inmaduro por lo que requieren de un
estimulo adicional para ser utilizadas como vacuna terapéutica(Zou and Tam 2002). La
inoculacion de CD inmaduras puede inhibir la respuesta inmunitaria mediada por LT CD8" e
inducir la aparicién de LT especificos 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-y(Schuler-Thurner, Schultz et al. 2002). De este modo, se
puede asegurar que el estado madurativo y de activacion de las CD utilizadas en estos
protocolos es determinante para la inmunizacién activa de los pacientes con cancer (Figdor, de
Vries et al. 2004).

Activacion: para la activacion de CD se utilizan distintas moléculas o factores en forma
aislada o combinadas entre si. Estas moléculas pueden ser tan variadas como: i) productos de
microbios que actian via TLR(Kim, Kim et al. 2011), lectinas tipo-C(Cambi and Figdor 2005), y
NOD like receptors intracitoplasmdticos (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 LTy8(Munz, Steinman et al. 2005) ; iii) productos
celulares como CD40-L y citoquinas pro-inflamatorias como IL1-B, 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), B-defensina(Biragyn, Ruffini et al. 2002) y acido urico(Rock, Hearn et al. 2005). De todas
estas, las moléculas mds empleadas son IL-1pB, IL-6, TNF, IFN-a, IFN-y, PGE2 y poly
I:C(Banchereau, Schuler-Thurner et al. 2001, Giermasz, Urban et al. 2009).
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Fuente de antigeno: las fuentes de antigeno que pueden emplearse para el cargado de las
CD son muy diversas: proteinas totales, lisado tumoral, péptidos restringidos por HLA, RNA,
hibridos o fusiones celulares, entre otras(Timmerman and Levy 1999). Una de las
estrategiasmds empleada consiste en la utilizacién de péptidos derivados de antigenos
conocidos(Gilboa 1999). Esta fuente de antigenos presenta algunas limitaciones como la
restriccion a un tipo HLA determinado, el nimero limitado de antigenos conocidos y asociados
al tumor, y la induccién 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 antigeno
tumoral total podrian tener un beneficio agregado, permitiendo el procesamiento y seleccidn
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
clinicos muestran que el uso de CD cargadas con mezclas antigénicas complejas (lisado de
células tumorales, exosomas, células tumorales apoptéticas/necroéticas, transfeccién con RNA
total proveniente de células tumorales, hibridomas entre células tumorales y células
dendriticas), genera una respuesta inmunitaria mas 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 poblacién de CD empleadas,
las variadas vias de administracién y esquemas terapéuticos puestos en prdactica. Ademas, la
utilizacidn de antigenos tumorales totales expone a las CD a un gran nimero de antigenos
desconocidos, algunos de ellos capaces de inhibir su maduracién asi como a la posibilidad de
generar una respuesta autoinmune.

Via de administracion: una vez inoculadas las CD, deben migrar al ganglio linfatico donde
hardn la presentacion antigénica a los linfocitos. Se han experimentado distintas alternativas
para que esto ocurra de manera dptima como por ejemplo la administracién de las CD por via
subcuténea 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 via subcutdnea y la inoculacién 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-a(Scandella, Men et al. 2002, MartIn-Fontecha,
Sebastiani et al. 2003), induciendo una mayor capacidad de migrar hacia el GL.
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Protocolos de vacunacion con células dendriticas: fuente, diferenciacion, moléculas de
activacion y cargado antigénico. Adaptada de Critical Reviews in Oncohematology 65 (2008)
191-199.

Resultados de ensayos clinicos:Hasta la fecha se han publicado numerosos ensayos clinicos
basados en la administraciéon de CD autdlogas pulsadas con lisado tumoral para el tratamiento
del carcinoma de cuello uterino(Santin, Bellone et al. 2005), carcinoma de rifién(ltsumi and
Tatsugami 2010), melanoma(Redman, Chang et al. 2008), cancer de prdstata(Reyes, Salazar et
al. 2013), sarcoma uterino(Hernando, Park et al. 2002), cancer de ovario(Stiff, Czerlanis et al.
2013), hepatocarcinoma(lwashita, Tahara et al. 2003) y tumores sélidos pediatricos(Lasky,
Panosyan et al. 2013). Este ha demostrado ser un tratamiento seguro, capaz de inducir una
respuesta inmunitaria antitumoral y generar un pequefio porcentaje de respuestas clinicas
objetivas(Timmerman and Levy 1999, Anguille, Smits et al. 2014). Demostré generar
inmunidad especifica y una pequefia proporcion de respuesta tumoral duradera en pacientes
con linfoma(Hsu, Benike et al. 1996, Timmerman, Czerwinski et al. 2002), melanoma
metastasico(Nestle, Alijagic et al. 1998, Thurner, Haendle et al. 1999) y cancer de pulmén de
células no pequefias(Fong, Hou et al. 2001). En pacientes con cancer de prostata
hormonoresistente el uso de una vacuna basada en CPA enriquecidas, cultivadas con una
proteina de fusidn entre fosfatasa acida prostatica y GM-CSF (factor estimulante de colonias
de granulocitos y macréfagos)demostré beneficio en términos de sobrevida libre de
enfermedad (Kantoff, Higano et al. 2010). Sin embargo, por su alto costo y su beneficio clinico
discutido, no es aln una practica clinica habitualaunque la FDA aprobd 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 cancer en la actualidad,
haré una mencidn 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 afio 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-estimmulo como
CD80 y CD86, presentes en las CPA, con mayor afinidad que CD28. De esta manera, inhibe el
estimulo 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 proteina de membrana perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas presente en los linfocitos cuya funcidn es la inhibicién de la respuesta
inmunitaria. El uso de nivolumab como inhibidor de esta molécula, aunque aun esta en
estudio, ha demostrado beneficios sorprendentes en muchos tipos de tumores como cancer
de pulmdn de células no pequefias, melanoma y cancer renal(Topalian, Hodi et al. 2012).
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2. Cancer de colon
1. Incidencia y mortalidad

El cancer de colon(CCR) es el tercer cancer en frecuencia en varones y el segundo mas
frecuente en mujeres. Se diagnostican cerca de 13.558 casos por afio en Argentina, lo que
representa el 11,8% del total de tumores. La mortalidad asociada a esta patologia se calcula
cercana a las 6.900 personas/afio (http://www.msal.gov.ar/inc/) (Jemal, Center et al. 2010).

2. Edad y factores socio-econémicos

La edad es el factor demografico mas importante que incide en la aparicion del CCR. De
hecho, el CCR esporadico aumenta drasticamente por encima de los 45-50 afos. Sin embargo,
en los ultimos afios se ha registrado un aumento en la incidencia de esta patologia en
poblaciones mas jovenes probablemente debido, al menos en parte, a su diagndstico mas
precoz (Lee, Fletcher et al. 1994, Davis, Marcet et al. 2011).

La incidencia de CCR y su mortalidad es mayor en paises desarrollados. Este hecho podria
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 paises(Landis, Murray et al. 1998).

3. Anatomia patoldgica
1. Macroscopia

A pesar de que el CCR se origina a partir de lesiones adenomatosas en general, su evolucién
puede adoptar diferentes patrones con un crecimiento tanto invasivo como expansivo. Los
tumores del colon proximal habitualmente crecen como pélipos o masas exofiticas. Por el
contrario, aquellos tumores que crecen en el colon izquierdo presentan mas frecuentemente
un crecimiento circunferencial. Asi, la manifestacidn clinica mas frecuente es constipacion,
diarrea u obstruccién intestinal(Carraro, Segala et al. 2001, Katoh, Yamashita et al. 2011). A
pesar de estas diferencias en su apreciacién macroscdpica, los tumores derechos e izquierdos
son similares en cuanto a su pronéstico(Weiss, Pfau et al. 2011).

2. Microscopia

La variedad histopatoldgica mas frecuente es el adenocarcinoma. El grado de diferenciacién
histoldgica se basa en su capacidad de formar estructuras glandulares y la morfologia celular
(citologia). Los tumores bien o moderadamente diferenciados presentan un patrén glandular,
los indiferenciados estan constituidos por formaciones sdlidas con cordones celulares,
marcada atipia y pleomorfismo celular, y un alto indice mitético. Existen algunos tumores que
producen gran cantidad de mucina. Generalmente tienen un comportamiento localmente
invasivos y una menor respuesta al tratamiento quimioterapico tanto adyuvante como
neoadyuvante(Shin, Yu et al. 2011, Lee, Han et al. 2013).Se pueden hallar también otros tipos
histoldgicos, como el carcinoma adenoescamoso, tumor neuroenddcrico y el carcinoma
medular.

4, Patron de diseminacidén y estadio de la enfermedad
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El CCR se disemina por via linfatica y hematica, por contigiiidad y transperitoneal. El sitio
mas frecuente de diseminacién son los ganglios linfaticos regionales, higado y pulmdn. Por via
hematdgena drenan en primer lugar en el higado. Son una excepcion los tumores que crecen
en el tercio inferior del recto, que pueden metastatizar a pulmén directamente debido al
drenaje venoso de la vena hemorroidal inferior a la vena cava inferior.

Para su estatificacion se usa actualmente el sistema TNM de la AJCC / UICC basada en datos
clinicos y anatomopatoldgicos. Considera la profundidad de la lesidn, el nimero de ganglios
linfaticos afectados y la presencia de metdstasis a distancia. Estaforma de estadificar da
informacidn prondstica y terapéutica(https://cancerstaging.org).

5. Manifestaciones clinicas

El CCR se detecta habitualmente en tres contextos clinicos: por la presencia de sintomas
y/o signos sugestivos;porsu busqueda activa a través del tamizaje en pacientes asintomaticos
de riesgo; o de urgencia por perforacion, obstruccidon o sangrado agudo gastrointestinal. La
forma de diagndstico mas frecuente es por sintomas o por sangrado oculto en materia fecal.
Sin embargo, el rastrillaje ha demostrado ser eficaz en la prevencién y el diagndstico precoz de
CCR en pacientes asintomaticos(Levin, Lieberman et al. 2008). La videocolonoscopia en
pacientes asintomaticos 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 varia segun el estadio de la enfermedad. Al momento del
diagnostico, en el 80% de los casos, se encuentra localizado, es decir confinada al colon y/o
ganglios linfaticos regionales, y el Unico tratamiento curativo es el quirargico. En ciertos casos
con alto riesgo de recaida 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 metastdsica de inicio. Los sitios mas frecuentes de metdstasis son
higado, pulmén, ganglio linfatico y peritoneo. En este estadio la enfermedad es incurable,
adquiere mayor importancia el tratamiento quimioterapico y, eventualmente, quirudrgico, con
una supervivencia a 5 afios del 10% aproximadamente(Sargent, Kohne et al. 2009).
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3. Microambiente tumoral

El microambiente tumoral es el conjunto de elementos que constituyen un tumor.
Clasicamente se ha considerado a las células tumorales como el principal elemento de este
sistema. Sin embargo, en el tumor co-existen un gran nimero de elementos celulares y no
celulares que evolucionan e interaccionan junto a las células neoplasicas. Actualmente se
reconoce la importancia de cada uno de estos elementos y, mas especificamente aun, las
relaciones que se establecen entre ellos como un factor clave durante la carcinogénesis, la
progresion de una neoplasia y su respuesta al tratamiento(Junttila and de Sauvage 2013). De
modo esquematico y a fin de comprender este complejo sistema se pueden identificar cinco
elementos: células tumorales, matriz extracelular, células inflamatorias, vasos sanguineos y
factores solubles (figura 10).

1. Célula tumoral

Una neoplasia se origina a partir de la proliferacion clonal de una célula con una alteracién
genética germinal y/o somatica. A pesar de esto, en un mismo tumor coexisten células con
diferente potencialidad proliferativa y/o de auto-renovacién. Se postulan dos modelos que
explicarian este hecho: el modelo estocastico y el modelo jerarquico. El modelo estocastico
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 extrinsecos dados por
el microambiente tumoral (células del sistemainmunitario, factores de crecimiento, estado de
oxigenacion, etc) y/o factores intrinsecos (ej: momento del ciclo celular en el que se
encuentra)(Anderson, Weaver et al. 2006). El modelo jerarquico propone una jerarquia
funcional de los distintos tipos celulares. Existiria distinta capacidad proliferativa de forma
andloga a lo que sucede en tejidos normales. Las células maduras con muy baja capacidad
proliferativason reemplazadas por un pool de progenitores rapidamente proliferativos que a
su vez se mantienen por un pequefio grupo de células troncales, las que poseen mayor
capacidad de proliferar y de diferenciarse. De acuerdo a este modelo un tumor mantiene esta
misma jerarquia con un grupo de células que son biolégicamente diferentes a la poblacién de
células que forman la masa tumoral, con capacidad de auto-renovacidn, manteniendo su
potencialidad proliferativa en las células hijas(Greaves and Maley 2012).

2. Fibroblastos asociados al tumor (FAT)

Los fibroblastos, células de origen mesenquematico, componen y mantienen la estructura
de los tejidos. En situacidn basal o quiescente secretan una serie de sustancias que actian en
forma autdcrina y/o paracrina con efecto antitumoral(Dotto, Weinberg et al. 1988). Debido a
su gran plasticidad, los FAT, adquieren caracteristicas 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-B (del inglés transform growth factor)
gue actua sobre las células epiteliales provocando por un lado el arresto celulary
apoptosis(Bierie and Moses 2010) y, por otro, inducen un fenotipo mesenquimatico que se
denomina transicion epitelio-mesenquimal. Esta transformacidn fenotipica da a los tumores un
comportamiento mas agresivo y con mayor capacidad de generar metastasis(Bierie and Moses
2010, Gao, Vahdat et al. 2012). De hecho, el aumento de células estromales ha sido
correlacionado con mal prondstico en pacientes con cancer de pancreas(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 secrecidon HGF (factor de crecimiento hepatocitario),
VEGF (factor de crecimiento endotelio vascular) y SDF-1 (factor derivado de células estromales
1)(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 funcidn es proveer sostén estructural y bioquimico a
las células, y sirve como sustrato para la adhesién, la comunicacidn y diferenciacién 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 formacidn del microambiente tumoral es el remodelado de la
MEC generando un entorno dindmico que facilita el inicio y la progresidon tumoral. Se ha
demostrado ciertas propiedades o caracteristicas 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
proteolitica perteneciente a familias de proteasas. Las proteasas dependientes de metales
(metaloproteasas) son las mas relevantes y las que han sido descriptas en la gran mayoria de
los tumores malignos como responsables de |la degradacion de la MEC. Las serinas-proteasas y
las catepsinas, son otras dos familias de proteasas menos estudiadas. En general, las proteasas
gue intervienen en el proceso de invasidon tumoral son idénticas a las que intervienen en
procesos fisioldgicos de remodelado tisular pero con aumento en su actividad, alteracién en
algunos de los mecanismos de regulacion de su expresion y/o actividad, cambios en la
compartimentalizacion (actividad enzimatica en sitios no usuales), etc. Durante el proceso de
degradacion de la matriz se liberan también factores de crecimiento que actuan sobre las
células tumorales y no tumorales, y amplifican el proceso de crecimiento e invasion
tumoral(Klein, Vellenga et al. 2004, Kessenbrock, Plaks et al. 2010).

La MEC esta compuesta por cuatro macromoléculas principales: sistema colageno, fibras
elasticas, glicosaminoglicanos (GAG) y proteoglicanos, y glicoproteinas(Scott 1995).

El coldgeno y el sistema eldstico son el componente mas abundante y en conjunto forman
el armazdn de la MEC. Existen 25 tipos diferentes de colagenos siendo el mds abundante el de
tipo I, componente del tejido conectivo. Estees secretado por las células al espacio extracelular
en forma de pro-colageno que al ser clivado se transforma en colageno. Numerosas moléculas
de coldgneo unidas pueden adoptar su estructura fibrilar (fibrinas). Las fibrinas se unen entre
si para formar fibras de colageno. Existe también colageno no fibrilar cuya funcién es unir
fibras de colageno entre siy con otros componentes de la MEC. La membrana basal esta
formada por colageno tipo IV, estructura mas flexible que las fibras de colageno. En el sistema
eldstico la proteina principal se denomina elastina, la cual abunda en tejidos y érganos con
capacidad elastica(Kielty, Sherratt et al. 2002).

Los glicosaminoglicanos son polimeros de disacdridos con una alta densidad de cargas
negativas capaces de unir agua y cationes. Los que estan unidos a una proteina se los conoce
como proteoglicanos. El Unico GAG que se conoce como cadena de polisacdridos pura es el
acido hialurdnico (AH). Los GAG unidos a proteinas son el heparan sulfato, dermatan sulfato y
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el queratan sulfato. Participan en el equilibrio hidroelectrolicito y acido-base de la MEC. Las
glicoproteinas actian como moléculas de adhesion, importantes en la interaccidn célula-célula
y célula-matriz. Las mas importantes son la fibronectina y la laminina.

Existen también en la MEC proteinas no estructurales capaces de modular una gran
variedad de procesos bioldgicos. 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 macréfagos asociados al tumor (MAT), y estan implicadas en la inducciéon de la
proliferacién, invasién, remodelado de la MEC y diseminacién tumoral(Wong and Rustgi
2013).Ademads, la MEC contiene otras proteinas que interactlan con receptores de membrana
celular, estableciéndose un verdadero “didlogo” entre la MEC y las células del entorno
transfiriendo informacién de uno a otro lado. Ciertas proteinas de matriz activan receptores
tirosin kinasa como integrinas, EGFR o FAK presentes en las células tumorales, afectando las
migracion, la proliferacién 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
correlacidn clinica, valor prondstico y/o predictivo (ver cap. 1.1.4.4). En este sentido, los
grupos celulares que componen el infiltrado inflamatorio mas estudiados son los linfocitos, los
macroéfagos asociados al tumor (MAT) y las células mieloides supresoras (MDSC).

Los linfocitos son las principales células efectoras de la inmunidad adquirida o especifica.
Como se explicé previamente, estos pueden ser linfocitos efectores LTc, LTh o LTreg. Por su
papel inmunosupresor en esta seccién nos detendremos en estos Ultimos. 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 fenotipico en un tejido periférico (LTreg periférico). Los LTreg se caracterizan por
suprimir la respuesta inmunitaria a través de la secrecion 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 relacién LT eff / LT FOXP* es un marcador prondstico 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 inflamacidn crénica. Se los
encuentra principalmente en sitios de hipoxia y son atraidos 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 produccidn de factores
pro-angiogénicos, la secrecién de enzimas para el remodelado de la MEC y la supresion del
sistema inmunitario. En general, su presencia en el tumor se asocia a peor prondstico(Zhang,
Gao et al. 2011, Zhang, Wang et al. 2011).

Las MDSC constituyen una poblacion heterogénea de células inmaduras compuesta por
macroéfagos, granulocitos, CD y otras poblaciones de origen mieloide en estadios tempranos de
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diferenciacidon 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 linfaticos de
animales portadores de tumor(Gabrilovich, Velders et al. 2001). Las MDSC endocitan proteinas
solubles in vivo, las procesan y luego presentan los epitopes antigénicos e inducen anergia en
los linfocitos T. Ademds promueven la expansidn de células T reguladoras CD4*CD25" Foxp3*in
vivo de manera dependiente de la presencia de IFN-a e IL-10(Huang, Pan et al. 2006).

5. Vasos sanguineos

La red de vasos que irriga un tumor es heterogénea, dindmica 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 brotacion (angiogénesis). Sin embargo pueden
generarse también a partir del reclutamiento y diferenciacion de células progenitoras
endoteliales (vasculogénesis), por division de vasos pre-existentes (intususcepcion), por
encarcelamiento de vasos presentes en el tejido no tumoral que es rodeado por el tumor
(ocurre en tejidos altamente vascularizados; se lo denomina coaptacion), 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 asi como en los tejidos del sistema se encuentran vasos con caracteristicas
especificas, esta misma situacién se repita en los tumores(Rosenberg and Aird 1999). La
formacién de vasos anormales y pobremente diferenciados asociada a la gran tasa de
replicacion celular habitualmente presente en una neoplasia genera un limitado aporte de
nutrientes y numerosas areas de hipoxia contribuyendo a la heterogeneidad intra-tumoral e
inter-tumoral. Esta heterogeneidad tiene implicancias prondsticas y terapéuticas. De hecho, la
densidad de vasos es un factor de mal prondstico en pacientes con carcinoma de pulmén de
células no pequeiias(Meert, Paesmans et al. 2002), CCR(Des Guetz, Uzzan et al. 2006) y cancer
de mama(Uzzan, Nicolas et al. 2004). Ademas, la elevada expresion de VEGF-A, ligando pro-
angiogéncio, se ha asociado a un peor pronéstico en CCR, pulmdn y renal(Hegde, Jubb et al.
2013).
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Microambiente tumoral en esquema.
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4, Acido hialurdnico
1. Caracteristicas fisico-quimicas

El acido hialurdnico, miembro de la familia de los glicosaminoglicanos (GAG), esta
compuesto por una cadena linear de disacaridos (acido glucurdnico o AGlc, y N-
acetilglicosamina o NAcGlIc) (figura 11) (Fraser, Laurent et al. 1997).Cada disacarido posee una
masa molecular de 400 daltons (Da) y una longitud aproximada de 1 nm. El nimero de
disacaridos que puede alcanzar una molécula de AH es de 25.000con un peso molecular de 10’
Da y una medida de hasta 25 um(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 H,0(Fraser, Laurent et
al. 1997).Ademas, y a pesar de su simple estructura quimica, se ha demostrado que AH regula
una gran variedad de procesos biolégicos como el crecimiento, adhesién, migraciony
diferenciacion 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 fisiopatolégicos mas complejos como la reparacion de heridas, inflamacion e
inmunidad(Termeer, Sleeman et al. 2003, Itano 2008). Los efectos de AHestan asociados a su
peso molecular y su concentracion, el tipo de tejido en que se encuentra y su localizaciéon
respecto a la célula(ltano 2008).

En situaciones fisioldgicas estd presente en el organismo en su forma nativa de alto peso
molecular (AH APM), con una masa molecular que varia entre 0,5x10%y 107Da. Sin embargo, en
algunas circunstancias puede hallarse como una molécula de bajo peso molecular (AH BPM),
con una masa que variaentre 1x10%y 0,5 x 10°. Este Gltimo esta asociado a procesos
fisiopatoldgicos como inflamacion y cancer, teniendo un efecto pro-angiogénico y pro-
inflamatorio(Tammi, Day et al. 2002). Se pueden encontrar fragmentos mas pequefios
conocidos como oligémeros (>10% Da), con efectos similares al AH-BPM(Termeer, Benedix et
al. 2002, Fieber, Baumann et al. 2004, Matou-Nasri, Gaffney et al. 2009).

Acido hialurénico. Estructura quimica.

2. Biosintesis y degradacion
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La tasa de renovacion de AH es importante en el mantenimiento de la homeostasis de los
tejidos. De hecho, si bien su catabolismo varia 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 sintesis y degradacion.

En mamiferos, AH puede ser sintetizado por tres isoenzimas (HAS-1, HAS-2 y HAS-3). Estas
enzimas, proteinas integrales de membrana, agregan AGlc y NAcGlc a la cadena de AH que
crece desde la membrana celular hacia el espacio extracelular, usando UDP-AGIc y UDP-NAcGIc
como sustrato(Weigel and DeAngelis 2007).El primer, y mas importante paso, en la regulacion
de la sintesis de AH es la expresidn de HAS. Luego existen cambios de tipo post transcripcional
y/o en el transporte a la membrana celular de esta proteina, asi como cambios en la
disponibilidad del sustrato, que afectan la sintesis de AH(Vigetti, Ori et al. 2006, Jokela,
Jauhiainen et al. 2008, Tammi, Passi et al. 2011). Las diferentes isoenzimas poseen una
homologia estructural del 55-70%(Spicer and McDonald 1998). Desde un punto de vista
funcional, la principal diferencia entre ellas radica en la cantidad y tamafio de AH capaz de
sintetizar. HAS-1 y HAS-3 producen AH BPM principalmente (2-20 x 10° Da). Por el contrario
HAS-2 produce AH de mayor peso molecular (> 2 x 10°) (Itano 2008) (figura 12).

La degradaciéon de AH ocurre por procesos enzimaticos y no enzimaticos. Las enzimas con
actividad hidrolasa que degradan AH son endoglicosidasas o hialuronidasas (Hyal), y
exoglicosidasas. En humanos se han descripto 6 genes para Hyal: Hyall, Hyal2, Hyal3, Hyal4,
Hyal-P1 y Hyal-PH20 (especifico del esperma). Sin embargo, solo se ha demostrado actividad
enzimatica hialuronidasa en el producto de tres secuencias: Hyall, Hyal2 y Hyal-PH-20. Hyal2,
presente en la membrana de células somaticas, cataboliza AH presente en el espacio
extracelular generando fragmentos de entre 50 y 100 disacaridos (20 kDa aproximadamente).
Hyall, presente en el interior de los lisosomas, degrada AH de cualquier peso molecular
generando tetrasacaridos como producto final mas frecuente. Estas enzimas pueden actuar de
manera secuencial, es decir que los productos de la accién de Hyal2 son metabolizados en el
compartimento lisosomal por Hyall, o en forma individual por vias separadas. Hyal-PH20,
presente en el esperma, es necesaria para la fertilizacion del évulo(Stern 2008).
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Representacion esquematica del proceso de sintesis y degradacion de acido hialurdnico.

Existen dos exoglicosidasas que actuan sobre la cadena de AH en el lisosoma: N-
glucuronidasa y B-N-acetilglicosidasa. Estas enzimas remueven secuencialmente unidades de
azucar del extremo no reducido de la cadena de AH que se genera por accion de las Hyal(Stern
and Jedrzejas 2006) (figura 12).

Existen también mecanismos no enzimdaticos de degradacidon de AH como son las especies
reactivas del oxigeno tales como anidn superdxido(Rees, Hawkins et al. 2004), perdxido de
hidréogeno(Hawkins and Davies 1996), radical hidroxilo(Al-Assaf, Meadows et al. 2000), éxido
nitrico(Vilar, Ghael et al. 1997), etc.

3. Funciones

Si bien AH se concentra particularmente en el espacio pericelular de células en proliferacion
y migracién, 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
biomecanicas del espacio extra y pericelular; ii) mediante la accidn directa sobre receptores de
membrana que gatillan cascadas de sefalizacidn intracelular; y, por ultimo, iii) actuando desde
dentro de la célula sobre receptores intracelulares.

Clasicamente se ha reconocido a AH como una molécula netamente estructural presente en
el estroma de los tejidos. En la MEC tiene una clara funcion de sostén, influyendo en su
hidratacion y sus caracteristicas fisicoquimicas, particularmente en el humor vitreo del ojo, el
liquido sinovial en las articulaciones y en la dermis(Fraser, Laurent et al. 1997). Ademas,
interactua 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 interaccion con receptores celularesAH sefaliza por diferentes vias
actuando principalmente sobre la motilidad y la supervivencia de distintos tipos celulares, y
regulando la expresion de genes implicados en procesos inflamatorios como por ejemplo IL-1,
IL-8, MIP-1a y metaloproteasas(Sohara, Ishiguro et al. 2001, Toole and Hascall 2002,
Bourguignon, Singleton et al. 2003). Se ha identificado la expresidon diferencial de HA en
ovocitos previo a la ovulacidn, en células en estado proliferativo o en migracién durante la
morfogénesis, el remodelamiento y la reparacién de tejidos(Toole 2001, Slevin, Krupinski et al.
2007). Sobre células endoteliales el efecto de AH varia segun se trate de AH BPM o AH APM.
AH BPM estimula la migracion y proliferacion, e induce la formacion de vasos, a través de la
activacion de CD44 y RHAMM ((del inglés: receptor for hayluronic- acid- mediated- motility)
que activan a su vez la transcripcidn de genes de respuesta temprana como c-fos y c-jun. En
contraposicion, la pre-incubacion 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 acido hialurdnico. Adaptado de Mini Rev Med
Chem. 2009.

También se describe la presencia de AH en el espacio intracelular en relacion al ciclo
celular. Podria llegar a este compartimento porsintesisde novo o por endocitosis. Durante la
fase G2/M se observa mayor concentracion intracelular, en relacidn a los haces mitéticos y a
RHAMM, lo que hace pensar que podria cumplir una funcién la estabilizacién de los usos
mitoticos(Brecht, Mayer et al. 1986, Maxwell, Keats et al. 2003).
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4, Receptores

La gran heterogeneidad de fendmenos bioldgicos 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 expresidn en los distintos tejidos, localizacion celular, especificidad,
afinidad y mecanismos de regulacion, 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 glicoproteina
transmembrana de 90 kDa codificada por un Unico 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
multiples procesos fisioldgicos y patoldgicos como la adhesidn y migracion celular, la
hematopoyesis y en la progresion tumoral(Yasuda, Nakano et al. 2002). Presenta multiples
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 1-5y 16),
un dominio transmembrana (exon 18) y un dominio citoplasmatico (exén 20). La forma
estandar y que se encuentra como con mas frecuencia se denomina CD44st. Las isoformas se
denominan CD44v1-10 y varian en su porcidn proximal extracelular(Fox, Fawcett et al. 1994).
Algunas isoformas, como CD44v-9 y CD44v-6, se han asociado aprocesos
metastdsicos(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 expresién y su glicosilacién. Se
pueden reconocer tres estados del receptor: i) forma activa que une AH constitutivamente, ii)
forma inducible que une AH después de su estimulacién 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
interactla con proteinas del citoesqueleto y/o gatilla cascadas de sefializacion intracelular a
través de su dominio intracitoplasmatico.

Existen ademas otras moléculas que comparten con CD44 el denominado “sitio de unién” 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
degradacion de AH(Prevo, Banerji et al. 2001). Los proteoglicanos agrecan, versican, brevican y
neurocan, componentes de la MEC, forman grandes complejos glicoproteicos por su unién a
AH. La proteina inducida por TNF (TSG-6) es secretada en respuesta a estimulos inflamatorios y
une AH. Participa en la migracidn 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 unién” especifico a AH, son capaces
de interactuar con esta molécula. Son ejemplo de estos la glicoproteina inhibidor-inter-a (I-a-
1), y el receptor intracelular RHAMM. |-a-I es un proteoglicano con funcidn inhibidor serina
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proteasa compuesto por un condroitin sulfato ligado a bikunin y dos cadenas pesadas (HC1y
HC2, del inglés heavy chains). Es capaz de unirse a AH de forma covalente como no covalente.
RHAMM es principalmente un receptor intracitoplasmatico e intranuclear, pero puede ser
expresado en forma transitoria en la membrana celular. Participa en procesos de migracién y
proliferacién celular(Day and Prestwich 2002, Zhou, Weigel et al. 2002).

AH puede actuar también de manera indirecta sobre otros receptores. Por ejemplo su
unidn a CD44 induce la interaccidon con TLR2/4 que sefializa a través de la via MyD88 y activa
NFkB con la consecuente expresion de genes y produccidn de citoquinas y quemoquinas pro-
inflamatorios(Termeer, Benedix et al. 2002, Bourguignon, Wong et al. 2011). AH-CD44
interactua también con EGFR resultando en un incremento en la motilidad celular a través de
la via PKC/Akt(Kim, Lee et al. 2008).

5. Acido hialurénico y cancer

Como ya fue mencionado un tumor es un complejo sistema en el que interactdan
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

III

“microambiente tumoral”, que determina su capacidad de crecer y metastatizar(Zou 2005).

AH es un componente importante del microambiente tumoral. De hecho, en cancer de
mama, ovario, préstata, pancreas, colon y estémago la sintesis de AH se encuentra exacerbada
con una relacién Has/Hyal aumentada(Boregowda, Appaiah et al. 2006, Itano and Kimata
2008). Aunque no se conoce con exactitud cual el mecanismo, ha sido implicado en el proceso
de progresion tumoral. La expresion elevada de HAS estd asociado a tumores mds agresivos en
el caso del cancer de colon, mama, melanoma y mesotelioma(ltano, Sawai et al. 1999,
Yamada, Itano et al. 2004, Bharadwaj, Rector et al. 2007). Por otra parte, una excesiva
degradacion de AH o un aumento en la actividad de Hyal da como resultado la generacién de
fragmentos de AH u oligdmeros que inhiben la sefializacion que genera AH APM(Ghatak, Misra
et al. 2002). Estos oligdmeros podrian afectar directamente la sobrevida de las células
tumoralres induciendoapoptosis(Alaniz, Garcia et al. 2006). Paradéjicamente se ha
demostrado que la sobreexpresién de Hyal en cancer de prdstata, vejiga, y cabeza y cuello,
promueve la invasién 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 concentracidn, de su peso
molecular(Toole, Ghatak et al. 2008) y de su capacidad de interactuar con otras proteinas de la
MEC (ej: TSG-6, SHAP)(Obayashi, Yabushita et al. 2008). Su localizacion (intra o extracelular) es
otra caracteristica importante que influye en su efecto biolégico(Evanko and Wight 1999,
Hascall, Majors et al. 2004, Day and de la Motte 2005). Algunos reportes dan cuenta de que AH
facilitaria la tumorogénesis por su interaccidon con numerosos receptores como CD44,
RHAMM, LYVE-1, TLR-2 y TLR-4(Day and de la Motte 2005). Los mecanismos que podrian estar
implicados son: i) la estimulacién de la proliferacién y la resistencia a la apoptosis de las células
tumorales por la activacion de la via de sefializacion de sobrevida como MAPK, y PI3K/AKT(Yu,
Toole et al. 1997, Fujita, Kitagawa et al. 2002, Bourguignon, Singleton et al. 2003, Toole 2004);
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ii) estimulacién de la migracidn e invasion a través de la estimulacion de la expresién de
metaloproteasas y el rearreglo de proteinas del citoesqueleto como ankirina y Tiam-
1(Bourguignon 2001, Zhang, Thant et al. 2002); iii) modulacion 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) promocién de la angiogénesis a través de la estimulacidn de la proliferacion y
migracion de células endoteliales por la induccidn de la sefializacién de FAK y ERK(Savani, Cao
et al. 2001, Slevin, Kumar et al. 2002).

Probablemente la concentracion y el balance entre AH APM y AH BMP, u oligdmeros de AH,
determine el rol de esta molécula en la progresidn tumoral y la respuesta inmunitara (Laconi,
Doratiotto et al. 2008).

6. Modulacidn de la respuesta inmunitaria antitumoral

La falla en el reconocimiento y la destruccidn 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
podria estar implicado en este proceso. Afecta la adhesién, proliferacién, migracion y
activacion 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-q, IL-2 e INF-y
secretado por linfocitos activados incrementan su capacidad de adhesién a AH(Levesque and
Haynes 2001). Este participa en el reclutamiento y retencién de leucocitos en sitios de
inflamacidon(Mikecz, Brennan et al. 1995), y concretamente, AH y versican en forma conjunta
facilitan la adhesién, migracion y activacién de macrdéfagos asociados al tumor(Kobayashi,
Miyoshi et al. 2010). Ademas, fragmentos de AH a través de CD44 y TLR, induce la expresion de
mediadores inflamatorios en macréfagos murinos y humanos, incrementando la sintesis de
MIP-1, MCP-1, RANTES, dxido nitrico sintetasa, IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a(Noble, Lake et al. 1993,
McKee, Penno et al. 1996, Yamawaki, Hirohata et al. 2009). Sobre macrdéfagos activados con
LPS HA induce un fenotipo M2(He, Zhang et al. 2013). En CD estimula su maduracidn via TLR-
4(Termeer, Benedix et al. 2002, Termeer, Sleeman et al. 2003, Do, Nagarkatti et al. 2004) y
facilita la interaccidon CD-LT durante la presentacion antigénica (Mummert, Mummert et al.
2002).

Por otra parte, los linfocitos T naive, luego de ser activados, incrementan la expresién de
CD44 adquiriendo gran avidez por AH(Siegelman, DeGrendele et al. 1999). Este ha
demostrado ser un importante co-estimulo para su proliferacion mediada por IL-2(Mahaffey
and Mummert 2007). AH y versican participan ademas en la adhesion y migracién 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
activacion en LTy, por lo tanto, finalizacién 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 expresidon de FoxP3, la secrecién de
IL-10y la expresion de TGF-B 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 enddgeno para el sistema inmunitario(Scheibner, Lutz et
al. 2006) (figura 14).

Acido hialurénico en el contexto tumoral. El predominio de acido hialurénico 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 generacién y
caracterizacién de CD autélogas pulsadas con extracto tumoral murino y humano, y evaluar el
uso de acido hialurénico en forma aislada y como adyuvante en un esquema de vacunacién
con CD.

6. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto antitumoral del &cido hialurénico de bajo peso molecular (HA BPM)

in vitro e in vivo.

1. Evaluar en lineas tumorales de origen murino y humano el efecto de AH BPM

exogeno sobre su proliferacién y apoptosis.

2. Evaluar el efecto antitumoral de la administracion sistémica de AH BPM en un

modelo de cancer de colon heterotopico.

2. Analizar los efectos del uso de AH BPM exdgeno en el cultivo de células dendriticas
derivadas de médula ésea de ratén y pulsadas con antigeno 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 exdgeno en el cultivo de CD/LT derivadas de
células mononucleares de sangre periférica, de donantes sanos y de pacientes con
cancer 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 vacunacion con
CD/LT cultivadas en presencia de AH BPM en un modelo de céncer de colon

subcutaneo murino.

1. Hipotesis

Nuestra hipdtesis de trabajo se basa en que si bien la inmunoterapia con células dendriticases
una alternativa valiosapara el tratamiento del cancer, un paso limitante para su éxito
terapéutico es la capacidad de migracion de las mismasal ganglio linfatico regional tras su
administracién. En este contexto,acido hialurdnico de bajo peso molecular podria constituir

unadyuvante efectivootorgandoles un perfil “inflamatorio” induciendo en ellas una mayor
capacidad de migrar y de presentacion antigénica. Esto resolveria un obstaculo sin solucion

hasta el momento en los esquemas de vacunacion con células dendriticas.
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Parte |
2. Efecto antitumoral del acido hialurénico en un modelo tumoral murino
1. Reactivos

Se utiliz6 AH APM recombinante (1,5-1,8 x 10° Da) y AH BPM (1-3 x 10° Da) de CPN spol.s.r.o
Republica Checa, suministrado por Farmatrade, Buenos Aires, Argentina. Se prepard una
solucion stock de 5 mg/ml y se descarté la contaminacidn con LPS mediante un ensayo con
lisado amebocyte Limulus (LAL), con una sensibilidad de deteccidn de 0,05-0,1 unidades de
endotoxina (EU) por ml (Sigma-Aldrich).

Los oligosacdridos de HA (oHA) fueron obtenidos mediante digestion enzimatica de AH APM,
como se describe posteriormente(Alaniz, Garcia et al. 2006). Por este método se obtienen
fragmentos de AH tan pequefios como tetrasacdridos formado por dos disacaridos de longitud
(AH4: 700 Da) hasta fragmentos de 14 oligosacdridos formados por 7 unidades de disacaridos
(AH14: 2600 Da). Se us6 también AH proveniente de traquea bovina marcado con FITC (PM: 1
x 105 Da) marca Calbiochem para algunos experimentos.

2. Obtencién de oligosacdridos de AH

AH APM (250 pg en 50 pl) fue tratado con 100 U hyaluronidasa (40 U/ul en PBS; ph 7,4)
durante 12 hs a 37°C. Luego, para desnaturalizar la enzima y finalizar la reaccién, se incubd la
muestra 10 minutos a 90°C. Posteriormente se liofilizd y guardé a temperatura ambiente hasta
su uso. Para determinar la eficiencia de hidrdlisis de la enzima se realizé incubaciones a
distintos tiempos (1, 3, 6, 12 y 24 horas ). También se filtré 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 lineas 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 guias 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 usé las siguientes lineas celulares:

CT26: linea 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, Espafia(Brattain, Strobel-Stevens et al. 1980). Estas células fueron
cultivadas en medio DMEM (GIBCO, Invitrogen, USA).

Hepal29: linea 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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PANCO2: linea de adenocarcinoma de pancreas 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, Espaia.

LoVo (LoVo ATCC ® CCL-229™): linea de adenocarcinoma de colon humano, originada a partir
de una metdastais 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 atmdsfera de 5% de CO2.

4, Medicidn por citometria de flujo de la expresién de CD44, capacidad
de unidn y presencia de acido hialurénico adherido a la membrana
celular

Células en cultivo fueron contadas, ajustadas en nimero (1 x 10°), resuspendidase incubadas
durante 30 minutos a temperatura ambienteen 100 pl de buffer FACS (BF)(PBS/ 1% albumina
de suero bovino o BSA)+ suero normal de ratén al 2%. Fueron lavadas e incubadas durante 45
minutos a 4° C con anticuerpo anti CD44 (KM81; 10 ug/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 pl de paraformaldehido 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 utilizacién de AH marcado con
FITC. Para esto, las células (1 x 10°) 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 analisis.
La interaccion de AH con CD44 fue medida a través de la incubacion de las células con anti
CD44 (KM81; 100 pg/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 proteina 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 cuantificd por citometria de flujo las células PE+. Para el control de la
especificidad de esta reaccidn, se omitio la incubacién con AH BPM.

Todas estas muestras fueron procesadas con citdmetro de flujo (FACSCalibur, Becton
Dickinson-BD, USA).Los datos fueron analizados usando el programaWinMDI 2.9 (Scripps
Institute, La Jolla, CA).

5. Proliferacion celular in vitro
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Las células CT26, LOVO, HEPA129 y PANCO2 (1 x 10* células en placa de cultivo de 96 wells,
fondo en U) fueron incubadas en presencia de AH (20 y 100 pg/ml) en su forma de APM o de
BPM (200 pl 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 pg/ml) antes del agregado de AH. Luego
de 24 hs los cultivos fueron tratados con timidina tritiada 1 puCi/ml (actividad especifica 20
Ci/mmol; Perkin Elmer) (timidina[3H])durante 6 hs. Posteriormente las células fueron
cosechadas, lisadas con NaOH 0,1 M/dodesilsulfato sédico (SDS; del inglés, sodium dodecy!
sulfate) 1% (150 i) y filtrada con filtros para retener timidina[3H]. Se lavé el filtro con
tricloroacético al 10% (3 veces) y luego con etanol 100% (3 veces). Una vez secos los filtros
fueron embebidos en liquido de centelleo (PPO (5g/1) / POPOP (0,3 g/1) / HAc glacial disuelto
en tolueno) y se medié su actividad radioactiva utilizando un contador de centelleo 8
(Beckman LS 6500).

6. Deteccidn de apoptosisin vitro

Las células CT26, LOVO, HEPA129 y PANCO2 (5 x 10°/ml) fueron tratadas con 20 pg/ml de AH
de APM y de BPM, anticuerpo anti CD44 (KM81; 10 pg/ml) o su control de isotipo 1gG
proveniente de rata, en condiciones similares a las descriptas en los ensayos de proliferacion.
Luego de 24 hs se cosecharon tanto las células presentes en el sobrenadante como las
adheridas al plastico, fueron re-suspendidas en PBS frio, centrifugadas a 2500 RPM durante 5
minutos a 49C (2 veces) y re-suspendidas nuevamente en 100 pl de Buffer Binding (1 x).

La apoptosis celular fue detectada por citometria de fluojo mediante el uso de anexinaV e
ioduro de propidio (IP)(Alaniz, Garcia et al. 2006), lo que permitio la deteccidn in situ de
cambios en la superficie celular que se presentan de manera temprana en el proceso
apoptoético. Las células fueron incubadas protegidas de la luz con anexina V FITC (5 pl)
(eBiosciences) durante 10-15 minutos a temperatura ambiente. Luego se lavé con 200 pl de
buffer binging y se resuspendié en 100 pl del mismo buffer. En el momento de realizar la
medicion por citometria se agregd 5 ul de IP (eBiosciences). Se utilizé citémetro FACSCalibur,
Becton Dickinson-BD y los datos fueron analizados con el software WinMDI 2.9 (Scripps
Institute, La Jolla, CA). El porcentaje de células apoptdticas 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 cuantificacidn por microscopia de fluorescencia se tomé una alicuota de 50 pl de la
suspension celular, se adiciond 2.5 pl de naranja de acridina y 2.5 ul de IP, se mezcld
suavemente, se incubd durante 10 minutos protegido de la luz y luego se visualizé con
microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse CFI60) con una camara digital (Polaroid, modelo
DMC1, Cambridge). Se calculé el indice de apoptosis como la relacion del n° células
apoptoticas (estadio temprano y tardio) con los distintos tratamientos en comparacion con el
n° células apoptéticas (estadio temprano y tardio) presentes en el cultivo celular sin
tratamiento.

7. Obtencién de extractos citoplasmaticos

Las células fueron tratadas con AH (APM o BPM) durante 1 h como se describid previamente
(3.1.5). Para la obtencién de extractos citoplasmaticos, las células (1x107) fueron lavadas en
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PBS frio, fueron re-suspendidas en 0,5-1 ml de bufferde lisis citoplasmatico (Tris pH=8 0,02M,
CINa 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 42C con agitacién cada 5 minutos.
Luego se centrifugd durante 30 minutos a 12.000 RPM a 42C, y se alicuoté y almacené a -70 eC
hasta su uso.(Alaniz, Garcia et al. 2006)

8. Inmunoblotting

Se colocé cantidades iguales de extracto proteico en un gel de electroforesis de sodio
duodecilpoliacrilamida-sulfato (SDS-PAGE), se transfirid a una membrana de nitrocelulosa, se
bloqued con PBS, Glicina 2% y molico 3% durante toda la noche. Luego se lavd durante 5
minutos con PBS-Twen 0,05% dos veces. Se incubd con anticuerpos primario especificos anti
Akt fosforilado (Akt-p) (1/700) y Akt (1/600) (Cell Signaling Technology, Inc.) durante 2 hs a 37°
C. Se lavé durante 10 minutos 4 veces, se incubd con anticuerpo conjugado anti rabbit
(1/10.000) durante 1,5 hs a 37° C, se lavd y se reveld con solucidn de revelado. El resultado fue
cuantificado mediante un andlisis densitométrico de las imagenes 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 108 células CT26 en forma
subcutdnea (s.c.) en el flanco derecho. Cinco dias mds tarde, los ratones fueron tratados
durante cinco dias consecutivos con AH APM o AH BPM en forma intravenosa (i.v) (20 pug/100
ul de solucién fisioldgica). El grupo control fue tratado con solucidn fisioldgica (SF). Se midio el
didmetro mayor (L) y el didametro menor (A) tumoral con un calibre, tres veces por semana. El
volumen tumoral se calculé con la siguiente formula: (L x A2)/2. Se sacrifico a 3-4 animales por
grupo pasados 9 dias de la inoculacion del tumor, se disecé el bazo en condiciones estériles y
se obtuvo esplenocitos para su analisis por citometria de flujo o ensayos de cultivo mixto
linfocitario (figura 15).

Modelo tumoral de adenocarcinoma de colon subcutaneo. Inoculacion de células CT26 (5 x
10°). Luego de 5 dias, un grupo de animales recibié tratamiento con AH BPM durante 5 dias
consecutivos. Se analizd el infiltrado inflamatorio intratumoral, poblacién de esplenocitos por
citometria y proliferacion linfocitaria a los 9 dias postinoculacion del tumor. Se evalué la
velocidad del crecimiento tumoral y la supervivencia de los ratones.
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10. Penetracion a los tejidos de AH inoculado

Con la finalidad de documentar la presencia del AH exégeno tanto en el tumor como en el
bazo, a los 9 dias 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 disecd el tejido correspondiente, se prepard y cortd. El andlisis de la marca se realizé
usando un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse CFI60.

11. Analisis del infiltrado inflamatorio tumoral por inmunohistoquimica

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 um de espesor y lavado en PBS,
deshidratado en xileno y posteriormente rehidratado. Se bloqueé la peroxidasa enddgena con
agente bloqueante de peroxidasa (Vectastain ABC Elite; Vector Laboratorios, Burlingame, CA,
USA). Avidina y biotina enddégenas fueron también bloqueadas usango el kit bloqueante de
Laboratorios Vector. Para la deteccion 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 cromdgeno diaminobenzadina
(DAB)(Setton-Avruj, Aquino et al. 2002). El numero de células CD3*por campo (magnificacion
200 x) fue cuantificado considerando todos los campos de un mismo tumor. Para el andlisis
estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism 4 (La Jolla, CA, USA).

12. Andlisis del infiltrado inflamatorio tumoral por citometria de flujo

El tejido tumoral fue colocado en tubos con PBS frio hasta ser disgregado. Se corté en
pequefios fragmentos con un bisturi y se digirié incubando en agitacién continua durante 45
minutos con colagenasa | (0,05%; relacion tumor: volumen 1:4). Se filtré la solucién 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 centrifugd a 2500 rpm durante 5 min a 4°C.
Los gldbulos rojos fueron lisados con buffer lisis (3 ml) durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se completd el volumen con PBS y se centrifugd a 2500 rpm durante 5 min a 4°C.
Posteriormente las células fueron procesadas como los descripto en 3.1.4 para su analisis por
citometria 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
pl de paraformaldehido al 1% en PBS y se conservaron en oscuridad a 4°C hasta ser analizadas
en el citdmetro de flujo (FACSCalibur, Becton Dickinson-BD, USA). Se analizé y compard la
intensidad media de fluorescencia.

13. Caracterizacion de esplenocitos de ratén

El tefiido y el analisis de la citometria flujo de las células provenientes de bazo se realizé como
fue descripto en 3.1.4(Alaniz, Cabrera et al. 2002). Las células (1 x 10°) 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 pl de paraformaldehido al
1% en PBS y se conservaron en oscuridad a 4°C hasta ser analizadas en el citémetro de flujo
(FACSCalibur, Becton Dickinson-BD, USA). Se analizd el porcentaje de células con marca
positiva respecto al total de células.

14. Generaciéon de CD derivadas de médula dsea de ratén

Las células dendriticas de medula 6sea fueron obtenidas como se ha descripto
previamente(Talmor, Mirza et al. 1998). Brevemente, células proveniente de la médula dsea
de ratdn (1 x 10° células/ml) fueron colocadas en placas P6 y cultivadas durante 7 dias en
presencia de GM-CSF (20 ng/ml) e IL-4 (20 ng/ml) (BD, Bioscience) a 37°C con 5% CO,
atmosférico. El medio de cultivo fue reemplazado al tercer y quinto dia de cultivo. Las células
no adheridas fueron recolectadas y utilizadas al séptimo dia de cultivo. En los experimentos en
los que se estudid el efecto de AH, las células fueron tratadas con AH BPM durante 24 hs
previo al ensayo (20 pg/ml). La expresién de moléculas de superficie fue analizada por
citometria de flujo como se describié en el apartado anterior. Las CD fueron pulsadas con
lisado tumoral (1,2 gr de proteinas) a 37°C durante 18 hs, fueron centrifugadas, caracterizadas
por citometria 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 aspiracion y las células fueron lavadas con SF 2 veces. Se colocé las placas
sobre hielo y la mono-capa celular fue removida con un “scrap”. Se recolectd la suspensién
celular en un tubo falcon 50 ml, se centrifugd a 530 g por 5 minutos a 4°C. Se lavé 2 veces mas
y se resuspendid 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 nitrégeno liquido) y descongelado a 37°C
en un bafio de agua caliente durante 5 minutos. Las particulas mas grandes fueron removidas
mediante centrifugacion a 300 g durante 10 minutos a 18-20°C. Posteriormente se filtré con
filtros de baja unidn a proteinas, de 0,22 um de didmetro. La concentracion de proteinas se
midié 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 ésea a una concentracion de 1-2 x 10° fueron tratadas con mitocina C
25 pg/ml durante 30 minutos a 37° C con 5% CO, 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 dia de inoculacién), tratados
o no durante 5 dias con AH BPM, fueron obtenidos mediante la maceracion del bazo con el
émbolo de una jeringa de 10 ml. Los gldbulos rojos fueron lisados mediante la adicién de
solucion de lisis (NH4Cl 0,15 M, KHCO3 1 mM, Na»-EDTA 0,1 mM). Posteriormente las células
fueron cultivadas durante 5 dias a 37°C en una atmdsfera con CO; 5% junto con CD singénicas
previamente pulsadas con antigeno tumoral y tratadas con mitomicina (como fue descripto en
el punto anterior), con una relacién final 10:1 (1 x 10° esplenocitos : 1 x 10* CD, por pocillo). Al
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cuarto dia de cultivo, se agregé timidina[3H], permaneciendo en cultivo durante 18 hs mas.
Luego las células fueron lisadas y la actividad radioactiva fue medida utilizando un contador de
centelleo B (Beckman LS 6500). Se midié la proliferacion 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 realizé 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 adiciond el anticuerpo
captura monoclonal diluido en Buffer Carbonato (0.1M NaHCO3/Na,COs, pH 9.5) incubandose
durante toda la noche a 4°C. El bloqueo se realizd con PBS + 10% SFB. Después de 1 hora se
incubaron losestandares de concetracidn y las muestras durante 2 horas a temperatura
ambiente. Luego se adiciond la solucion detectora con un anticuerpo monoclonal biotinilado +
avidina marcada con peroxidasa durante 1 hora. Se revelé con tetrametilbencidina (TMB) +
perdxido de hidrégeno (H,0,) durante 30 minutos en oscuridad. La reaccién se frené con 2 N
H,S0,. Se utilizé un lector de Elisa a dos longitudes de onda diferentes, 450nm y se corrigié a
570nm. Los lavados fueron realizados con PBS + 0,05% Tween-20. En cada experimento se
realizd una curva de calibrado usando como estandar el correspondiente sustrato
recombinante murino. Tanto los estandar como las muestras fueron procesados por duplicado.

19. Andlisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se realizé analisis t de Student o test de Mann-Whitney
segun corresponda (programa InStat, GraphPad). Las curvas de sobrevida fueron comparadas
mediante el uso de log-rank test. Se considerd estadisticamente significativas las diferencias
con una p menor o igual a 0,05.
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Parte Il
3. Efecto de AH BPM sobre CD derivadas de médula 6sea de ratén
1. Reactivos

Fue utilizado acido hialurénico recombinante de bajo peso molecular (AH BPM 1-3 x 10° Da)
descripto en 3.1.1. Se utiliz6 GM-CSF, TNF-a, 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-TLR4Ips-del/Jtj) (TLR4 knockout) fueron
provistos gentilmente por el Dr. F. Polack (Fundacién de Nifios, 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 guias 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. Lineas celulares

Se utilizd la linea de adenocarcinoma inducido CT26 descripta en el apartado anterior.
También se empled la linea celular YAC-1, linea 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 atmosfera con CO; al 5%.

4, Generaciéon de CD derivadas de médula dsea de ratén

Las CD fueron generadas a partir de células de la médula dsea 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 pg/ml) desde el dia 3. Al dia 7 las CD fueron pulsadas con
lisado tumoral solo (200 pg/10° células/ml), AH BPM (50 pug/ml), TNF-a (20 ng/ml), LPS (1
pg/ml), o poly I:C (10 pg/ml), a 37°C durante 18 hs. Luego, las células fueron lavadas,
caracterizadas por citometria de flujo y utilizadas en los diferentes experimentos (figura 16).
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Protocolo de generacidn de CD. Se cultivaron células provenientes de médula dsea de ratones
wild type (wt), CD447"y TLR4 7~. Se indican las citoquinas utilizadas. Se muestra una fotografia
del cultivo tomada por microscopia 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 dsea de ratén (2,5 x 10°) fueron incubadas durante 30 minutos a
37°C con Dextran-FITC, con o sin AH de APM o de BPM (20 pg/ml). Como control negativo se
realizd el mismo procedimiento a 4°C. Luego las células fueron lavadas y fijadas para su andlisis
por citometria de flujo.

7. Proliferacion de CD

Se analizd el efecto de AH sobre su estado proliferativo mediante la incorporacion de
timidina[3H], del mismo modo a como fue descripto previamente en el apartado .

8. Citometria de flujo

Las CD fueron marcadas segun lo descripto en 3.1.12. Los anticuerpos utilizados fueron: anti
CD11c (HL3), anti CMH-II (2G9), anti CD40 (3/23), anti CD80 (16-1021), anti CD86 (GL1), anti
CCR7 (4B12), y sus respectivos controles de isotipo (control negativo) (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA), previa dilucion apropiada en BF. Después de 30 minutos de incubacion a 4°C,
fueron lavadas dos veces con BF (10 minutos cada vez). Luego fueron fijadas durante 10
minutos a temperatura ambiente con 300 ul de paraformaldehido al 1% en PBS y se
conservaron en oscuridad a 4°C hasta ser analizadas en el citometro 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-a) fue determinada mediante el método de ELISA (OptEIATM, BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). La expresion de IL-10 e INF-y fue determinada
también en el sobrenadante de esplenocitos provenientes de ratones con tumor, tratados con
CD/LT, CD/LT/AH BPM, DC/LT/TNF-a o solucion fisioldgica, y estimulados durante 5 dias con
células CT26 tratadas previamente con mitomicina C (como fue descripto para CD en 3.1.16).
Ademas, la produccién 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 segun las instrucciones provistas
por el fabricante (ver 3.1.18).

10. Cultivo mixto linfocitario

Se evalud la capacidad de las CD/LT, CD/LT/LMW HA o CD/LT/TNF-a de estimular in vitro la
proliferacién de esplenocitos alogénicos mediante un CML. Las CD derivadas de médula dsea
de ratén BALB/c (1 x 10%) pulsadas con antigeno tumoral y tratadas con mitomicina C
(descripto en 3.1.16) fueron co-cultivadas con esplenocitos alogénicos provenientes de ratones
C57BL/6 (1 x 10°) durante 5 dias, en medio de cultivo RPMI. Al 4to dia de cultivo se agregd
timidina[3H], permaneciendo en cultivo durante 18 hs mds. Posteriormente las células fueron
lisadas y su actividad radioactiva fue medida utilizando un contador de centelleo B (Beckman
LS 6500). Los datos se encuentran expresados como c.p.m. (media + DE; medidos por
triplicado).

11. Migracién in vitro

La capacidad de migracion in vitro de las CD/LT fue evaluada en una cdmara de Boyden de
microquimiotaxis de 48 transwell (Neuroprobe, Inc., MA, USA). Las CD (2,5 x 10* células/well)
tratadas o no con AH BPM (50 pg/ml), TNF-a (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml), o poly I:C (10 pg/ml)
fueron colocadas en el pocillo superior de la cdmara, el cual se encuentra separado del pocillo
inferior por una membrana de policarbonato con poros de 5 um de didametro (membrana
Nucleoporo, Neuroprobe, MA, USA). Como quimioatractante se colocé en el pocillo inferior
CCL21 o CCL19 segun 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 atmésfera hiumeda con 5% CO.. Luego se removié la membranay 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 paraformaldehido 2% y tefiidas con Giemsa May
Grunwald. Posteriormente se contaron utilizando un microscopio de luz blanca (20 x). Fueron
analizados diez campos/well, y se calculd el nimero promedio de células/campo + EEM. El
indice de migracion se calculé como la relacidn entre el nimero promedio de CD/LT tratadas
por campo en comparacion con el nimero 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 generé
CD derivadas de ratones CD44-/-y TLR4-/-.
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La cdmara de Boyden modificada consta de un dispositivo inferior en el que se coloca el
guimioatractante 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 situdndose de esta manera en la cara inferior de la membrana.

12. Migracién in vivo

CD derivadas de médula dsea de ratones BALB/c (CD/LT o CD/LT/AH BPM) fueron tefiidas con
DiR o CMDil (Molecular Probes, Eugene, USA) para su posterior visualizacidn en un
biolumindmetro y su cuantificacidn por citometria, respectivamente. Luego de ser lavadas, se
las incubd con el colorantecorrespondiente — 1x10° células en 1 ml de PBS con 4 pl de DiR (2,5
mg/ml, disuelto en DMSO)o 1,25 ul 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 concentracién de 1 x 10° células en 75 pl de SF, e inoculadas en forma s.c. en
ratones con un tumor palpable (9 dias postinoculacion del tumor), en una zona equidistante
entre la masa tumoral y el ganglio linfatico inguinal mas cercano.

CD marcadas con DiR fueron analizados a las 24 y 48 hs de inoculadas mediante el uso del
Sistema de imagenes Xendgeno in vivo (IVIS; Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA).
Ademas, a las 48 hs, los ratones fueron sacrificados, el ganglio inguinal ipsilateral y el tumor,
disecado y analizado. Las imagenes corporales completas se adquirieron con un tiempo de
exposicién de 0,5 segundos, mientras que para los érganos por separado el tiempo de
exposicién fue de 1 segundo. Para la cuantificacion de las imagenes, se selecciond y analizo
una region de interés (ROI) con el programa Living Image version 3.0 (Xenogen). El area ROl se
establecié 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 cuantificacion por citometria de flujo, luego de 48 h de inoculacién de las CD, el ganglio
linfatico ipsilateral y el tumor fueron disecados. Se obtuvo una suspension celular segun el
protocolo seguido en la seccién A utilizando enzima colagenasa | (0,05%) (Calbiochem). Luego
las células fueron fijadas con paraformaldehido 1% y analizadas en el citémetro de flujo
(FACSCalibur, Becton-Dickinson, BD). Los datos fueron procesados utilizando el software
WinMDI y se expresan como el nimero de células CMDil* cada 1x10° células (figura 18).

Modelo de migracidn in vivo. Esquema del ensayo.

13. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé 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 considerd estadisticamente significativas las diferencias con una p menor o igual de
0,05.
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Parte Il

4, Efecto de AH BPM sobre CD humanas derivadas de mononucleares de sangre
periférica

1. Reactivos

Fue utilizado acido hialurénico recombinante de bajo peso molecular (AH BPM 1-3 x 105 Da)
descripto en 3.1.1. Se utilizé6 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 cancer colorectal primario y metastasico (CCR) de
nuestra institucion, y de donantes sanos. El tejido tumoral y 20-40 ml de sangre periférica
fueron obtenidos en el momento de la cirugia, bajo condiciones estériles, y fueron procesados
segln correspondiera segun se describe en los préximos puntos. Las muestras fueron tomadas
previo firma del consentimiento informado, y se les asigné un nimero de protocolo para
mantener la confidencialidad de los datos, de acuerdo a los requerimientos de nuestro comité
de evaluacidn institucional (CIE).

3. Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

Se recolecté muestra de sangre periférica en jeringa heparinizada. Esta fue mantenida a 4°C
hasta su procesamiento con un maximo de 6 hs. El volumen de sangre se diluyé al medio con
SF fria. Luego se colocd 10 ml de Ficoll-paque plus en tubos Falcon de 50 ml. Posteriormente se
agrego suavemente, y con el tubo inclinado a 45°, 20 ml de la sangre diluida, y se centrifugd
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
lavd 2 veces con SF a 2200 rpm durante 5 minutos. El pellet se re-suspendié en SFB y las
células fueron contadas empleando una cdmara de recuento de tipo Neubauer y tincidon con
Azul Tripan. Luego fueron usadas en los ensayos o fueron congeladas en suero-dimetil
sulféxido (DMSO) 10% (2 x 10° células/ml) hasta su uso. El rédito fue de 2 x 107 células cada 20
ml de sangre periférica.

4, Células dendriticas 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° Ccon 5% de CO, atmosférico humidificado, en medio DMEM sin suero. Luego las células
adheridas fueron cultivadas durante 7 dias en medio estandar RPMI 1640 (Euroclone, Milano,
Italia), suplementado con SFB 10% (Euroclone), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml, GM-CSF humano recombinante (Bioprofarma, Growgen, 350
ng/ml), IL-4 humana recombinante (IL-4 R&D Systems 500 Ul/ml) and 2-BMercaptoetanol (0,05
M). En los ensayos en los que se uso acido hialurénico como estimulante, las células fueron
tratadas desde el 3er dia con AH BPM (50 pg/ml). Al 7mo dias, las CD fueron pulsadas con
lisado tumoral autélogo (200 pg/106 cel/ml) durante 18 h, con o sin AH BPM (50 pg/ml). Se
utilizé como control poly (I:C) (10 pg/ml). Luego las células fueron centrifugadas y utilizadas en
los experimentos. El rédito promedio fue de 2 x 10° CD cada 20 ml de sangre periférica.




Materiales y métodos: parte Il

5. Poblacién mononuclear enriquecida con linfocitos de sangre periférica

Las células MNSP fueron incubadas en placas de Petri de 6 pocillos durante 2 hs. La fraccién de
células que permanecié en el sobrenadante fue utilizada como fraccidn celular enriquecida de
linfocitos (LSP). Estos fueron contados y congelados a -160°C en SFB con DMSO 10%. En el
momento de su utilizacién fueron descongelados y contados nuevamente. Se obtuvo
aproximadamente 6 x 10° LSP cada 20 ml de sangre periférica.

6. Tincién de linfocitos de sangre periférica con CFSE

Para realizar un cultivo mixto linfocitario LSP fueron tefiidos con CFSE. Para esto las células
fueron resuspendidas en PBS 0,1% BSA a 37° C a una concentracion de 1 x 10° células/ml,
teniendo la precuacién de que no existan agregados celulares. Luego se agregd 2 uL de CFSE
stock (5 mM diluido en DMSO)/ml de suspensidn célular, obteniendo una concentracion final
de 10 pM, y se incubé durante 10 minutos a 37° C. Posteriormente se adiciond 5 volumenes de
medio de cultivo frio, se incubd en hielo durante 5 minutos, y se centrifugd y lavé con medio
frio en 3 oportunidades. Finalmente fueron utilizadas.

7. Lisado tumoral

Tejido tumoral proveniente de pacientesfue tomado en condiciones de esterilidad en
quiréfano y preservado en seco a -80°C hasta su utilizacién. Para la generacion del lisado
tumoral se descongeld la pieza, se disgregd con jeringa y bisturi, y se lisaron las células
mediante 5 ciclos de 5 minutos cada uno de congelacion -196°C (nitrégeno liquido) y
descongelacion a 37° C en un bafio de agua. A fin de remover los fragmentos mas grandes, la
solucidn obtenida se centrifugd a 300 g durante 10 minutos a 18-20°C. Se tomo el
sobrenadante que fue filtrado con un filtro estéril, con baja unién a proteinas, de 0,22 um
(Millipore Express®). La concentracién de proteinas en el lisado tumoral obtenido fue medida
mediante un ensayo de Bradford. El lisado tumoral fue alicuotado y se almacend para su
posterior uso a -80°C.

8. Analisis por citometria de flujo

La tincidn y el analisis por citometria de flujo se realizaron segun se describié en 3.1.12. Las
células fueron tenidas 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
lavé en dos oportunidades con PBS-1% BSA, y las células fueron fijadas con paraformaldehido
1% y analizadas con citdmetro 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 presentacidon antigénica de CD se generd 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 10°), y con LSP*E de DS (5 x 10°). Luego de 48 hs las células fueron recuperadas mediante
lavado peritoneal y fueron incubadasdurante 45 minutos a temperatura ambiente con un
anticuerpo de ratdén anti CD3 humano biotinilado (1/100) (BD) y avidina marcada con Texas
Red (1:10) (Sigma). Las muestras fueron fijadas con paraformaldehido 1% y analizadas con
FACSCalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson). Se midid la proliferacidn basal de linfocitos
solos, y de linfocitos/CD tratadas o no con AH BPM mediante la dilucién de sefial de CSFE en la
poblacién celular CD3*. Se expresé como la inversa de la diferencia en el porcentaje de células
marcadas con CFSE (incremento de la proliferacién) (figura 19).

Esquema del experimento. Se inoculd en ratonesnude por via intraperitoneal linfocitos de
origen humano tefiidos con CSFE (5 x 10°) y CD/LT o CD/LT/AH BPM alogénicas (1,5 x 10°). 48 h
mas tarde se recolectaron las células mediante lavado peritoneal y fueron marcadas con anti
CD3. La proliferacion celular fue evaluada mediante citometria de flujo por dilucién del
marcador fluorescente seleccionando la poblaciéon CD3".

10. Medio condicionado de ganglio linfatico y tumoral
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Se implanté un fragmento de tumor fresco de CCR en forma s.c. en ratones nude. Una vez que
crecid, el animal fue sacrificado, y el tumor y el ganglio linfatico regional fueron disecados,
seccionados en pedazos menores a 1 mm?3y fueron colocados en una placa de cultivo de 24
pocillos (6 fragmentos/pocillo aproximadamente) con 500 uL de DMEM (L-glutamina 2 umol/I,
penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 mg/ml) con 0,05% BSA sin suero. Luego de 24 hsde
cultivo a 37°C, se recolecté el sobrenadante y se almacend a - 80°C hasta su uso.

11. Ensayo de migracién in vitro

Para los ensayos de migracion in vitro se utilizé el sistema de microquimiotaxis de Boydem. Las
CD/LT (1,5-2,5 x 10%) tratadas o no con AH BPM (50 pg/ml), o poly I:C (10 ug/ml), fueron
colocadas en el pocillo superior de la cdmara. En el pocillo inferior se colocé como
quimioatractante CCL21 (100 ng/ml), medio condicionado de ganglio linfatico (MCGL), medio
condicionado tumoral (MCT) o IL-8 humana recombinante (20 ng/ml; R&D). En los ensayos en
los que se bloqued IL-8, se adiciond al MCT un anticuerpo neutralizante anti IL-8 (20 pg/ml;
R&D) y su control de isotipo al momento de la migracién. La cdmara fue incubada durante 4 h
a 37°C en una atmésfera hiumeda CO, 5%. Posteriormente fueron removidas las células de la
cara superior de la membrana mediante sucesivos lavados en PBS y mecanicamente. Las
células de la cara inferior, que atravesaron el poro de la membrana (migraron), fueron tefiidas
con DAPI y fueron contadas usando microscopia de fluorescencia UV, objetivo 10x. Se
analizaron 5 campos/pocillo. Como control positivo se usé CD/LT estimuladas con poly I:C. Se
compard la media de células/campo + DE de los distintos grupos de entratamientos, y los
datos son expresados como la relacién entre la media de células/campo * DE respecto a la
media de células/campo + DE del grupo CD/LT (indice de migracidn).

12. Zimografia

La actividad de metaloproteasas en el sobrenadante de CD/LT con o sin pre-tratamiento con
AH BPM fue determinada mediante zimografia. Para esto se medid y ajusto la concentracién
proteica de los mismos. Luego se sembraron 40 ul 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-HCI 50 mM vy Triton X-100 2,5%) y y el buffer de renaturalizacién (Tris-HCI 50 mM, Cl,Ca
5mM, ClyZn 1 uM y Triton X-100 2,5%). Luego se incubd durante 72 hs en buffer colagenasa
(Tris-HCI 50 mM, Cl,Ca 10mM, CINa 200 mM y Triton X-100 2,5%). Finalmente fue tefiido con
Coomassie Brillant Blue R-250 durante 30 minutos a temperatura ambiente y desteiido hasta
observar las bandas con solucidn de destincion. La actividad gelatinasa se visualizd por tincion
negativa; las imagenes del gel fueron obtenidas con una camara digital (Canon EQS 5D), y
fueron analizadas en un estudio densitométrico utilizando el programa ImagelJ. 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 utilizé sobrenadante de la linea celular HT1080
como control positivo de actividad MMP-2 y MMP-9(Rodriguez-Salvador, Armas-Pineda et al.
2005).

13. Obtencién de ARN de CD/LT
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Para la extraccion de ARN de CD/LT con o sin tratar con AH BPM, se utilizd TRIzol® reagent
(Invitrogen). Siguiendo las indicaciones del fabricante, las células (1 x 108) fueron
homegeneizadas con 1 ml de trizol. Se incubd a 25°C durante 5 minutos para la disociacidn del
complejo de nucleoproteinas. Se agregd 200 pl de cloroformo/ml de trizol, se batié
fuertemente durante 15 segundos y se incubd a 25°C 3 minutos mds. Luego se centrifugaron
las muestras a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. Para la precipitacidon del ARN se transfirié la
fase acuosa a un nuevo tubo, se agregoé 500 pl de isopropanol/ml trizol, y se incubd a 25° C 10
minutos. Se centrifugaron las muestras a 12.000 g, 10 min a 4°C. Luego se lavo el pellet de ARN
con 1 ml Etanol 75%/ml de trizol, se mezcld con vortex y se centrifugd a 7.500 g durante 5
minutos a 4° C. Finalmente se dejo secar el pellet al aire, y se redisolvié el ARN en agua (30 pl)
libre de ARNasa (SDS 0,5%). Se incubé durante 10 minutos a 55-60°C. Se tomé una aliquota
para cuantificar, evaluar pureza e integridad.

14, PCR cuantitativa en tiempo real

A partir de 2 ug de ARN aislado, se realizé una transcripcion reversa con 200 U de
Transcriptasa Reversa SuperScript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 500 ng de primers Oligo
(dT). Sobre el ADNc obtenido se realizé una PCR semicuantitativa. Cada 25 pl volumen de
reaccion contiene 1 unidad de Tag DNA polimerasa (Invitrogen), 16 pl de buffer de reaccion
PCR ((20 mM Tris-HCI, pH 8.4, and 50 mM KCl), 1,5 mM Mg2Cl, 200 mM de dNTPs y 0,4 mM de
cada primer especifico: 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° Cy luego 40 ciclos
de30s5a94° C,30sa60° Cy30sa72° C. DNAc fue cuantificado usando OligoGreen Single
Stranded Quantification kit (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Los datos fueron
procesados como AACt. La cantidad relativa del producto de PCR amplificado de las CD/LT fue
seteado como 1. Se utilizd 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 segun lo descripto en 3.1.10. La
deteccion de quimioquinas fue realizada mediante el uso de un array de quimioquinas
humanas (human chemokine antibody array C1 (RayBio® C-Series)) segun las instrucciones del
fabricante. Las quimioquinas analizadas fueron: BLC, CCL28, CCL23, CTACK, CXCL16, EN78S,
Eotaxinl, Eotaxin2, Eotaxin3, Fractalkine, GCP2, GRO, GROa, HCC4, 1-309, I-TAC, IL-8, IP-10,
XCL1, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC, MIG, MIP-1a, MIP-18, MIP-16, MIP-3a, MIP-38,
MPIF1, NAP2, PARC, RANTES, SDF-1a, SDF-18, TARC, TECK.

16. Ensayo de migracién 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 teinidas con CMDil, entre el tumor y el ganglio linfatico inguinal mas cercano (ver
3.2.12). Luego de 48 h los ratones fueron sacrificados, y el tumor y el ganglio linfatico
removidos. Para el andlisis de las células presentes en el tumor y en el ganglio linfaticos, se
incubé la muestra con d-colagensa 0,05% (Cabiochem), y posteriormente los glébulos rojos
fueron lisados utilizando solucion de lisis (NH4Cl 0,15 M, Na»-EDTA). Las células fueron fijadas
con paraformaldehido 1% y analizadas mediante citometria de flujo (FACSCalibur, Becton-
Dickinson, BD). Los datos fueron posteriormente procesados utilizando el software Cyflogic. Se
contabilizé el nimero de células CMDil* cada 1 x 10° células.

17. Analisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se realizé analisis pareado o test de Mann-Whitney segun
corresponda (programa InStat, GraphPad). Se considerd estadisticamente significativas las
diferencias con una p menor o igual a 0,05.
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Parte IV
5. Vacunacién con CDpre tratadas con AH BPM en ratones con cancer de colon
1. Modelo tumoral

Células CT26 fueron inoculados en el flanco derecho de ratones BALB/c en forma s.c. (5 x 10°
células/animal). Al 7mo dia de la inoculacion del tumor los animales se distribuyeron en grupos
homogéneos segln el tamafio tumoral (tamafio promedio: 85 mm3). Fueron tratados en el dia
7y 9 con SFo CD (2,5 x 10°) incubadas con LT, LT/AH BPM o LT/TNF-a segln correspondiera.
Se midié el didametro mayor (L) y el didametro menor (A) con un calibre tres veces por semana, y
se calculd el volumen tumoral con la siguiente férmula: V=(LxA?)/2. Se documentd la muerte
de los animales, y los resultados fueron expresados como porcentaje de sobrevida.

Para evaluar memoria inmunoldgica, los animales que permanecieron mas de un mes libre de
recaida tumoral fueron re-expuestos a las células tumorales (5 x 10° células CT26/animal).
Animales sanos igualados por edad fueron inoculados con estas células y utilizados como
grupo control.

2. Ensayos de proliferacién linfocitaria

Se generd un cultivo de esplenocitos provenientes de ratones con tumor (14 dias post
inoculacidn) y tratados con SF, CD/LT, CD/LT/AH BPM o CD/LT/TNF-a Los glébulos rojos fueron
lisados mediante la adicion de solucidn de lisis (NH4Cl 0,15 M, KHCO3; 1 mM, Na,-EDTA 0,1
mM). A fin de estimularlas, los esplenocitos fueron mantenidos en cultivo en placas de 96 well
con fondo romo (1 x 10°/well) durante 5 dias con medio RPMI-1640 enriquecido con SFB al
10% junto con células de adenocarcinoma murino CT26 (1 x 10%/well) previamente tratadas
con mitomicina C (segun fue descripto en 3.1.16). La tasa de proliferacién linfocitaria fue
evaluada mediante la incorporacidn de timidina[3H]. Cada muestra fue evaluada por triplicado.

3. Ensayo de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron segun los protocolos estandar(Malvicini, Rizzo et al.
2009). Esplenocitos (8 x 10%/well) estimulados in viro con células CT26 (8 x 10°/well) tratadas
con mitomicina C. Al 5to dia de cultivo, las células fueron cosechadas, lavadas y puestas en
cultivo en una placa de 96 pocillos (4 x 10%/well; células efectoras). A fin de determinar la
especificidad de los esplenocitos y la actividad NK, se utilizé dos tipos de células blanco, CT26 y
YAC-1 (células resistentes a la actividad NK) respectivamente, a una concentracién de 4 x 10°
células/ml. Luego de 4 hs de incubacién a 37°C, las células fueron centrifugadas y se tomo el
sobrenadante. La actividad de citotoxicidad fue evaluada con un kit de deteccidn de
citotoxicidad LDH (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) segun las instrucciones del
fabricante. Los resultados fueron expresados como valores relativos de lisis normalizados
segln el valor de LDH en el sobrenadante de las células no tratadas.

4, Elisa IL-10 e INF-y




Materiales y métodos: parte IV

La presencia de IL-10 e INF-y fue determinado en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos y
células CT26 (ver MLR, seccidn 3.4.2). Estos ensayos fueron realizados como tres experimentos
independientes, por duplicado cada uno y segun lo descripto en 3.1.18.

5. Analisis estadistico

Para el analisisestadistico se utilizdé 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 considerd estadisticamente significativas las diferencias con una p menor o igual de
0,05.
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En esta seccidn se muestran los resultados obtenidosque evaltan el efecto de la
administracion sistémica de acido hialurdénico de bajo peso molecular en un modelo tumoral
murino, el efecto bioldgico de esta molécula sobre células dentriticas in vitro, y su utilizacién
como adyuvante en un modelo de vacunacién con células dendriticas murinas y humanas.
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6. Efecto antitumoral del acido hialurénico en un modelo murino de cancer de
colon

En esta primera seccidnpresentamos los resultados obtenidos en relacion al efecto ocasionado
por el empleo de acido hialurdnico sobre distintas lineas de células tumorales. Luego, y a partir
de estos resultados, analizamos los efectos de la aplicacion de acido hialurdnico por viai.v. en
un modelo de adenocarcinoma de colon heterotépico (subcutaneo) en ratones BALB/c.

1. Lineas tumorales y su relacién con AH

Para comprender la interaccidon que existe entre las células tumorales y elAH, en primer lugar
evaluamos si las lineas celulares de origen murino CT26, HEPA 129 y PANCO02,y lasde origen
humano LOVO,expresanCD44, principal receptor conocido de AH. Estudiamos también su
capacidad de unir AHy, por ultimo, si presentanAH unido a su membrana celular. Observamos
que las células CT26 y HEPA129 presentan altos niveles de expresién 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 Unicas de las células evaluadas que presentan
capacidad de unir la proteina de unidn a AH, lo cual indicaria que este linea presenta AH
adherido a su superficie (poseen 26% de marca positiva) (figura 20). La linea de
adenocarcinoma humano LOVO evidencié un patrén de marcacién similarque las
lineasprecedentes en cuanto a la expresion 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 pancreas murino PANCO2se observé una baja expresidon de CD44 (4,9%),
con gran capacidad de unién a AH (31%) y una expresion relativamente alta de esta molécula
(8,8%).
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Caracterizacion de diferentes lineas tumorales. Se estudid la expresion de CD44, la capacidad
de unir AH FitCy la expresidon de AH adherido a la membrana celular mediante una proteina
capaz de unir AH marcada con FITC por citometria de flujo. Se muestran histogramas
representativos de las lineas CT26, LOVO, HEPA129 y PANCO2. Linea negra: control de isotipo.
El resultado esta expresado como porcentaje del total delascélulas marcadas positivamente
(linea 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 unién de AH a estas células.
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AH se une a células CT26 a través de CD44. Mediante citometria de flujo se analizé la
capacidad de unién de AH FITC a células CT26 en estado basal, y luego de la incubacién con un
anticuerpo bloqueante de CD44 (antiCD44; KM81). Linea negra: células estado basal; linea
roja: células pre-tratadas. Se expresa el porcentaje de bloqueo de unién de AH luego del
tratamiento.

2. AH inhibe la proliferacién e induce la apoptosis en distintas lineas
celulares

Luego analizamos el efecto del AH exdgeno sobre la proliferacion celular in vitro. Asi pudimos
observar que AH BPM a una concentracién de 20 pg/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 PANCO2 (12397 +
1560 d.p.m. vs 25052 + 1480 d.p.m; p £0,01). En el caso de las células HEPA129 la incubacién
con AH APM (100 pg/ml)inhibio su proliferacion (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. Proliferacion in vitro de células tumorales tratadas con
AH APM, BPM o solucién fisioldgica (control -) medido por la incorporacién 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 tincidn
con ioduro de propidio/naranja de acridina. AH BPM a baja concentracion (20ug/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 PANCO02 (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
concentracién (100 pg/ml) tienen un efecto anti apoptético en células LOVO (0,4 + 0,14y 0,25
+ 0,06 veces vs control, respectivamente; p<0,05 y p < 0,01, respectivamente).
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Efecto pro-apoptético de AH BPM. Cuantificacidn de células apoptdticas y necrdticasmediante
la tincién con ioduro de propidio y naranja de acridina. Las barras representan el indice de
apoptosis de las distintas lineas 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 actua a través de CD44 modulando la fosforilacion de Akt en
células CT26

Luego estudiamos la participacion de CD44 en los efectos pro-apoptdticos y anti-proliferativos
de AH. Pudimos observar quebloqueando este receptor con un anticuerpo especifico (KM81)
los efectos anti-proliferativo y pro-apoptotico de AH BPM fueroninhibidos (figura24 ay b,
respectivamente).
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El efecto anti-proliferativo y pro-apoptético de AH BPM es mediado por CD44. a.
Cuantificacion de células CT26 luego de su incubacion con timidina[3H] durante 12 hs. Se
analizo el efecto de AH BPM en presencia o no de un anticuerpo especifico para CD44
(antiCD44, KM81). b. Porcentaje de apoptosis de células CT26 luego de tratarla o no con AHy
de bloguear CD44. Se midid luego de tefiir con AnexinaV FitC y ioduro de propidio (IP). Dot plot
de un ensayo representativo (panel izquierdo) y analisis cuantitativo de 2 experimentos
independientes (media + EEM) (panel derecho). Mann Whitney t test; * p<0,05.

Estudiamos también los cambios en el estado de fosforilacion de Akt (Akt-p), molécula de
sefializacion implicada en mecanismos de supervivencia y migracién 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 fosforilacidon de Akt. La expresidon de Akt y Akt
fosforilado (Akt-p) fue evaluada en las células CT26 por western blot. Los extractos
citoplasmaticos fueron preparados a partir de células tratadas o no con AH BPM (20 pg/ml)
durante 1 hs, antiCD44 mas AH BPM o su control de isotipo mas AH BPM. La expresién de Akt
total fue usada como control de carga. Se realizé un analisis 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 cdncer de colon. Para el desarrollo del mismo
se utilizaron ratones BALB/c a los que se les inoculé en forma s.c. células CT26. Luego de 5 dias
y durante 5 dias consecutivos, estos ratones fueron tratados de formai.v. con 20 ug de
AHAPM (1x10° Da), AHBPM (1x10° Da), oligdmeros de AH (0AH) diluidos en 100 pl de SFo el
vehiculo solo a modo de control (SF). Asi pudimos observar que el tratamiento con AH BPM y
0AH, pero no el AH APM,incrementa la supervivencia media de los ratones con una sobrevida
a los 35 dias 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 (5x10°) en forma s.c. Al dia 5to se inici6 el tratamiento durante 5
dias consecutivos con 20 pg de AH APM, AH BPM, oAH o solucion fisiolégica (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, ay 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 dias. El volumen tumoral
fue medido 3 veces por semana durante 30 dias. a. Promedio del volumen tumoral en los
distintos grupos de tratamiento (media + EEM mm?3, n = 10+3). La flecha indica el inicio del
tratamiento. Mann Whitney t test; *p<0,05. b. Curva de crecimiento tumoral de cada ratén
individual en los distintos grupos de tratamiento (media + EEM mm?).

Para comprobar que el AH inoculado accedio al tumor, en un grupo de ratones se inyectd en
forma i.v.AH marcado con FITC. Mediantemicroscopia de fluorescencia pudimos observar su
presencia en cortes histoldgicos de la lesién tumoral (Figura28).
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AH inoculado alcanza el tejido tumoral. Microscopia de fluorescencia del tejido tumoral luego
de la administracién exégena de HA FITC en animales portadores de tumor (9no dia). El panel
insertado representa tejido tumoral obtenido de animales inyectados con solucién fisioldgica
(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 histolégicos tefiidos con
hematoxilina y eosina, y marcados por inmunohistoquimica que los animales tratados con AH
BPM presentaban un mayor infiltrado de células CD3*en comparacién 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. Andlisis histologico de tejido
tumoral tefido con H&E. Las flechas sefialan células infiltrantes mononucleares en tejido
tumoral de un animal control (foto izquierda) y uno tratado con AH BPM (foto derecha).
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Analisis semicuantitativo de células CD3*marcadas por inmunohistoquimica (grafico de
barras). Cuantificacién: nimero de células positivas/tejido tumoral (200X). Los valores son
expresados como la media + EEM.Mann Whitney. ** p < 0,01

Luego caracterizamos este infiltrado mediante citometria 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*. Anélisis del
infiltrado inflamatorio intratumoral mediante citometria de flujo. Se muestra la comparacién
de un histograma representativo de un animal por grupo (sombra gris: SF; linea negra: AH
BPM) (panel superior) y el anélisis cuantitativo para la marcaciéon 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 especifica

A la luz de estos resultados y teniendo en cuenta que uno de los principales érganos que
participan del metabolismo de AH exdgeno es el bazo,analizamos si el AH BPM inoculado en
forma i.v. se deposita en este érgano. Para esto inyectamos AH FITC por via i.v. en animales
portadores de tumor y asi pudimos comprobar por microscopia de fluorescencia en cortes
histoldgicos su localizacién esplénica (figura 31).
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AH se deposita en el bazo. Microscopia de fluorescencia de tejido esplénico luego de la
administracion exégena de HA FITC en animales portadores de tumor (dia 9 post-inoculacion
del tumor). El panel insertado representa tejido obtenido de animales inyectado con solucidn
fisioldgica (400 X).

Entonces estudiamos si este glicosaminoglicano inoculado modifica la actividad de células
dendriticas presentes en este érgano. Para esto aislamos células esplénicas de animales
tratados y sin tratar con AH BPM, y las marcamos con anticuerpo anti CD11c y CMH-II. Asi
observamos que el tratamiento con AH BPMincrementa de manera significativa el nivel de
expresion de CMH-Il 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. Caracterizacion fenotipica de las CD derivadas de bazo de
animales tratados o no (control -) con AH BPM (dia 9 post-inoculacion del tumor). Dot plot de
esplenocitos de ratones tratados o no con AH BPM (panel izquierdo). Analisis cuantitativo de
la expresidn de los marcadores CD11c y MHC-II efectuado por citometria de flujo. Los datos
son expresados como la media + DE de % de expresién. Mann Whitney t test; * p <0,05.

Mas aun, al 9™ dia luego de iniciado el tratamiento,los esplenocitos de ratones tratados con
AH BPM vy portadores de tumor demostraron una actividad proliferativa significativamente
mayor que los provenientes de ratones sin tratar,en presencia de CD singénicas pulsadas con
antigeno 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 concentracion de IL-12p70 (975 + 271 pg/ml vs 175 + 66
pg/ml; p £0,05) y una disminucién 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 dias. La proliferacion fue determinada por adicidn 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. Determinaciéon 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 prondstico(Berghella, Pellegrini et al. 1997, Hegde, Jubb et
al. 2013), decidimos evaluar si el tratamiento con AH BPM sistémico modifica su concentracién
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 maodifica la concentracidn sérica de IL-10 ni VEGF. Determinacion por ELISA de los
niveles de IL-10 (panel izquierdo) y VEGF (panel derecho) en suero de ratones tratados con
solucién fisioldgica (SF) o AH BPM.
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7. Efecto de AH BPM sobre CD derivadas de médula ésea de ratén

Teniendo en cuenta los datos previos, y la relacidon entre AH, sistema inmunitario y
cancer(Alaniz, Garcia et al. 2009), planteamos la posibilidad del uso de esta molécula en un
protocolo de vacunacidn con CD pulsadas con antigeno 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
linfatico y su potencialinductor de una respuesta inmunitariaantitumoral eficaz.

1. Acido hialurénico modula la capacidad endocitica de CD

CD fueron obtenidas de médula ésea de ratones BALB/c de acuerdo a lo descripto previamente
en la secciéon materiales y métodos. Luego de 7 dias de cultivo, se evalud 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. Citometria de flujo CD cultivadas con
DEXTRAN-FITC en presencia de PBS, AH APM y AH BPM. Histograma representativo. Sombra
gris: control isotipo; linea amarilla: sefial FitC.

2. AH BPM no afecta la proliferaciéon 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
tamanios, no afecta la tasa de replicacién celular (figura 36).
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AH BPM no afecta la tasa de proliferacién 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 segun los distintos tratamientos.

3. AH BPM induce la maduracidon de CD derivadas de médula ésea de
raton

Con el objetivo de analizar el efecto de AH BPM sobre el estado madurativo de CD pulsadas
con antigeno tumoral, estas fueron cultivadasdesde el 3¢ dia con AH BPM (CD/LT/AH BPM). Se
utilizé como grupo control CD/LT y CD/LT activadas con TNF-a. Al 7mo dia las células fueron
pulsadas con antigeno tumoral derivado de la linea tumoral CT26 durante 18 hs. Para su
analisis se selecciond mediante citometria de flujo la poblaciéon CD11%, a la que se le midio el
porcentaje de expresion de moléculas implicadas en el proceso de presentacion antigénica y
activacion linfocitaria. De esta forma se observé que el pre-tratamiento con AH BPM indujo un
incremento significativo en el porcentaje de expresion de CMH-II (72 £ 3%) y CD86 (65 + 6%)
en comparacion con CD/LT (56 + 10% y 54 + 2,5%, respectivamente) (p < 0,05). TNF-a indujo
en CD/LT un incremento en la expresién de CMH-II (73 + 3%) y CD40 (65 + 2,8%) sin modificar
la expresion de CD86 (44 + 1,3%) (figura 37).
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AH BPM induce la maduracién y activacién de CD/LT. Analisis fenotipico mediante citometria
de flujo del cultivo de CDpulsadas con antigeno tumoral (CD/LT), y tratadas o no con AH BPM
(CD/LT/AH BPM) o TNF-a (CD/LT/TNF-a). Para su analisis, las células CD11c+ fueron
seleccionadas, y se estudio la co-expresion de marcadores de maduracién y activacion. 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
secrecion de IL-12p70 comparado con CD/LT sin tratar o CD/LT activadas con TNF-a (170+134
pg/ml vs 56.33+12 pg/ml vs. 5318 pg/ml respectivamente; p<0,05), seguin 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-a (519.7 * 15 pg/ml) (p<0,05) (figura 38).

El pre-tratamiento de CD/LT con AH BPM induce la secrecién de citoquinas con perfil Thl. La
expresion 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-a. 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 presentacidn 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 incubacion de
CD/LT con AH BPM tiene un potente efecto sobre su maduracién y activacion, en parte similar
al visto en el grupo tratado con TNF-a, favoreciendo un estado pro-inmunogénico y anti-
inmunosupresivo, y resultando en una mayor capacidad de estimular la proliferacion
linfocitaria in vitro.

AH BPM incrementa la capacidad de estimular la proliferacién linfocitaria de CD/LT.
Representacion grafica de un cultivo mixto linfocitario. CD/LT, CD/LT/AH BPM y CD/LT/TNF-a,
tratadas con mitomicina C, fueron co-cultivadas con esplenocitos alogénicos. Su actividad
proliferativa fue medida mediante la incorporacién 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 migracién de CD hacia sobrenadante de
esplenocitos

La migracion de las CD hacia el ganglio linfatico parasu posterior interaccién con células
linfoides es un paso critico para la induccidon de una respuesta inmunitarioantitumoral(MartIn-
Fontecha, Sebastiani et al. 2003, Tuyaerts, Aerts et al. 2007), y un desafio para los protocolos
de vacunacion 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
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capacidad de migrarin vitro. Para esto realizamos un ensayo de migracion de CD pulsadas y sin
pulsar con antigeno tumoral, y pre-tratadas o no con AH BPM, hacia el sobrenadante de un
cultivo de esplenocitos proveniente de ratones con tumor. Asi 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 inhibio la migracién de CD (3,7 £
0,6 células/campo; p <0,05) y no afecté la migracion de CD/LT (15,7 £ 1,1 células/campo)
(figura 40).
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AH BPM incrementa la migracion de CD hacia el sobrenadante de linfocitos. Ensayo de
migracion en un sistema de Boyden modificado. En la cdmara superior se colocaron CDy en la
camara inferior sobrenadante de cultivo de esplenocitos singénicos derivado de ratones
portadores de tumor. Luego de 4 hs de cultivo las células fueron fijadas, tefiidas con May-
Grunwald y luego visualizadas mediante microscopia de luz blanca. Las barras muestran la
media de células/campo + EEM. Mann Whitney t test; * p<0,05; ** p<0,001.

5. La accion quimioatractante de CCL19/CCL21 es potenciada por el
estimulo con AH BPM

A fin de aclarar el mecanismo implicado en esta respuesta, decidimos estudiar la migracion de
CD/LTin vitrohacia CCL19 y CCL21, quimioatractantes secretados en érganos linfaticos, claves
para de la migracion de CD. Asi 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 migracion de CD/LT en respuesta a CCL19 y CCL21.
Ensayo de migracion en sistema de Boyden modificado. En la cdmara superior se colocé CD/LT
pre-tratadas o no con AH BPM vy, en la cdmara 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 comidnmente utilizadas en cocktails de maduracién como son
TNF-a, poly I:C y LPS(Moller, Michel et al. 2008)(figura 42).
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AH BPMestimula la migracion de CD/LT superando aTNF-a, poly I:C y LPS. Ensayo de
migracion de CD/LThacia CCL21. Las CD/TL fueron activadas con TNF-a, poly I:C, LPS o AH BPM.
Las barras representan nimeromedio 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 migracidn de CD es independiente de CD44
y TLR4

Para evaluar si el efecto de AH BPM sobre la migracidn de CD es mediado por CD44 generamos
cultivos de CD derivadas de médula 6sea de ratones CD44 knokout (CD**7"). El tratamiento con
AH BPM no modifico la expresion de marcadores de maduracién, sin embargosi redujo de
manera significativa la sintesis de IL-10 (24,5 + 1 pg/ml vs 231 * 3,8 pg/ml; p £0,01) e indujo
una mayor capacidad de estimulacidn linfocitaria in vitro (4.746 + 626 d.p.m vs 2.976 + 505
d.p.m; p < 0,05). Asimismo,las CD**//LT fueron capaces de responder al estimulo 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).
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AH BPM activa a las CD/LT e induce su migracién hacia CCL21 en forma independiente de

CD44. a. CD/LT con o sin pre-tratamiento con AH BPM proveniente de médula dsea de ratones
CD44-/- fueron marcadas con anticuerpo anti-CD11c, CMH-II, y CD86.De la poblaciéon CD11c+,
se evalud la expresion de CMH-Il y CD86. Los datos estdn expresados como media % + DE. b.
Medicidén de concentracién 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
Cy co-cultivadas con esplenocitos alogénico de ratones C57BL/6 durante 5 dias. La
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proliferacién celular fue determinada por la incorporacion de timidina[3H]. Los datos son
expresados como la media + DE de d.p.m. (medido por triplicado). d. Se muestra la migracién
de CD/LT derivadas de ratones wt y CD44-/- hacia CCL21. Los resultados son expresados como
indice de migracidn 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 activacion 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 (CD™**7). Asi comprobamos que este tratamiento no afectalos
marcadores de maduracién de las CD™®*/, pero si inhibe de manera significativa la secrecién
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
guemotactica 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. Representacion grafica
del estado de maduracion (a), secrecién de IL-10 (b), MLR (c) y migracidén 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.WHt: 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 expresién de CCR7

Posteriormente evaluamos si este aumento de la migracién hacia CCL21 podria responder a un
incremento en la expresion de CCR7, receptor de CCL19 y CCL21. Asi observamos que las
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CD/LT/AH BPM presentaron niveles de expresién 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 incubacién de CD/LT induce la expresion de CCR7. Superposicion de histogramas que
representan la expresién de CCR7 en CD/LT (sombra gris) y CD/LT/AH BPM (linea 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 expresiéon de CCR7 en CD*/-y CD™™*/‘tratadas o no con AH BPM.
Observamos que este tratamiento indujo la expresién de CCR7 en las CD™ */(IMF: 110 + 5,6
vs 56,2 + 10, 1; p £0,05) (figura 46).

AH BPM incrementa la expresidon de CCR7 en ratones TLR4-/-. Citometria 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.
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8. AH BPM aumenta la capacidad de migrar de DC generadas ex vivo en
un modelo de cancer colorectal

En funcidn 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 tumory
ganglio linfatico (GL) mas cercano, CD marcadas con CM-Dil y DiR. Veinticuatro horas después
analizamos in vivo la distribucion de las células inoculadas mediante el uso de biolumindmetro
(sistema de imagenes Xendgeno in vivo; IVIS; Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA)
observando una mayor intensidad de sefial en GL de ratones tratados con CD/LT/AH BPM
respecto a los tratados con CD/LT (3,8 x 10°promedio de fotones/segundo/cm?vs 1,23 x
10°promedio de fotones/segundo/cm?) (figura 47).

El tratamiento de CD/LT con AH BPM aumenta su capacidad de migrar hacia el ganglio
linfatico (GL) en animales portadores de tumor. Se muestra fotografia de ratones BALB/c a los
que se les indujo un tumor, y se les inoculd via s.c., entre el nédulo tumoral y el GL, CD/LT/AH
BPM o CD/LTtefiidas con DiR.Parala visualizacion de las DC-DiR en animales vivos se utiliz un
biolumindmetro. En el panel izquierdo se puede observar el aumento de sefial en aquellos
animales que fueron tratados con CD/LT/AH BPM en comparacion con los tratados con DC/TL.
En el panel derecho se observaba la intensidad de sefal en el ganglio y el tumor explantado.

En correlacidn con estos hallazgos, el nUmero de CD-CM-Dil recuperadas del GL y medido por
citometria 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 108 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 inoculé CD/LT/AH BPM, sin ser esta
diferencia estadisticamente significativa (2409 + 822 vs 3242 + 1439 células CMDil*/1 x 10°
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 linfatico en animales
portadores de tumor. Citometria de flujo de una suspension celular de ganglio linfatico y
tumor de ratones tratados con CD/LT con o sin pre-incubacién con AH BPM y tefiidas con CM-
Dil. Los datos representan el nimero de células CM-Dil+ detectadas/10° células.Wilcoxon test;
CD/LT vs CD/LT/AH BPM
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8. Efecto de AH BPM sobre CD humanas derivadas de mononucleares de sangre
periférica

En esta seccidn 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 cancer de
colon. Analizamos el efecto de AH sobre su estado madurativo y, como principal objetivo, el
impacto sobre su capacidad de migrar.

1. Caracteristica de los pacientes y generacién 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 cancer de colon (CCR). Entre los
pacientes, 19 tenian metastasis hepaticas y un 39% habia recibido quimioterapia previamente.

Las células fueron cultivadas segun lo descripto en materiales y métodos en presencia de GM-
CSF e IL-4. Luego de 7 dias de cultivo se seleccioné la poblacién 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 expresiéon de CMH-Il y CD86 en las CD provenientes de DS
(p<0,05) (tabla 1).

Donantes sanos Pacientes

CD CD/LT CD/LT/AHBPM CD/LT/Polyl:C CD CD/LT CD/LT/AHBPM CD/LT/Poly

I1:C
CMH Il 220 2245 238* 217 135 174 192 180
CD86 265 225°% 238* 218 109 171 170 148

CcDS83 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; & p < 0,05; vs Paciente CD/LT

Marcadores de maduracion de CD. Los valores expresan la media geométrica de fluorescencia.

2. CD preincubadas con AH BPM inducen la proliferacién linfocitaria

Posteriormente, estudiamos si el pre-tratamiento de CD/LT con AH BPM impactaba sobre su
capacidad de presentacion 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 realizd un lavado peritoneal y se recolectaron las células
para su posterior andlisis mediante citometria de flujo. Asi pudimos observar que los LSP en
presencia de CD/LT/AH BPM mostraron una mayor tasa de replicacién en comparacién 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 presentacién
antigénica. Se inoculd en ratones nude por via intraperitoneal linfocitos de origen humano
tefiidos con CSFE (5 x 106) y CD/LT o CD/LT/AH BPM alogénicas (1,5 x 106). 48 h mas tarde se
recolectaron las células mediante lavado peritoneal. Se evalué la proliferacién celular
mediante citometria de flujo por dilucidon del marcador fluorescente seleccionando la
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poblacién CD3+. a. Histogramas representativos de DS (3) y de pacientes (3). Linea gris:
linfocitos solos; sombra gris: linfocitos + CD/LT; linea negra: linfocitos + CD/LT/AH BPM. b.
Media de incremento porcentual + EEM de la proliferacidn 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 expresién de CCR7

El proceso de migracion de las CD es complejo y parcialmente comprendido(Adema, de Vries
et al. 2005).Una vez que capturan el antigeno, adquieren propiedades que le permiten migrar
a través del espacio extracelular y cruzar el endotelio alcanzado el tejido linfatico, siendo CCR7
una molécula clave en este proceso(Bianchi, D'Amico et al. 2000, Sozzani, Allavena et al. 2000,
Martln-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 quimiotactico CCL21/CCR7. En
CD/LT/AH BPM hallamos un incremento en su habilidad para migrar in vitro hacia CCL21 en
comparacién 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 sintesis 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 quimiotactica hacia CCL21 e induce la expresion de CCR7. a.
CD fueron colocadas en el pocillo superior de una cdmara de microquimiotaxis y el
quimioatractante CCL21 (200 ng/ml) en la cdmara inferior. Las barras representan el indice de
migracién de CD en relacién a la migracién 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 expresidon de CCR7. Las barras representan el cambio de expresidn de
ARNmM 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 migracion al
sobrenadante de ganglio linfatico

La migracion de las CD y su precisa localizacidon dentro del ganglio linfatico son pasos criticos 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). Asi encontramos un potente aumento
en la migracion de CD/LT hacia MCGL cuando estas fueron pre-estimuladas con AH BPM, pero
no cuando fueron activadas con poly I:C, en comparacién con CD/LT, independientemente de
si provenian 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 quimiotactica de CD/LT hacia medio condicionado
proveniente de ganglio linfatico. Migracién de CD/LT, tratadas o no con AH BPM, hacia medio
condicionado de ganglio linfatico (MCGL) evaluado in vitro. Las CD fueron colocadas en el
pocillo superior de una camara de microquimiotaxis y el medio condicionado se colocé en el
pocillo inferior. Las barras representan el indice de migracidon de CD de donantes sanos y de
pacientes, en relacion a la migracion 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
atraccidn 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 antigeno tumoral, con y sin pre-
tratarcon AH BPM. El array incluyé 84 moléculas distintas implicadas en el proceso de
guimiotaxis, de las que resultaron seleccionadas IL-8, FPR1 y CCRL2. Los criterios de seleccion
fueron los siguientes: cambio en el nivel de expresidn respecto a CD/LT mayor a 2 veces;
relacidn 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 aumentd la
expresion 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-exposicion de CD a IL-8 disminuye su atraccidn hacia el tumor(Alfaro, Suarez et al.
2011),decidimos estudiar si este tratamiento induce cambios en el eje quimiotactico IL-
8/CXCR.
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AH BPM induce la expresion 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 metastdasico. Se nombran las citoquinas presentes en mayor concentracion.

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 fendmeno no ocurrié en CD/LT/poly I:C (42,6 + 4,7
células/campo) (figura 53, a). Ademas, y luego de confirmar la expresion 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
1:Cun32%, mientras que no afectd la migracién de CD/LT tratadas con AH BPM (figura 53, b).
Estos resultados sugieren que IL-8 juega un papel importante en la atraccién 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 atraccion de MCT mediada por IL8. a. Se realizé un ensayo de
migracién de CD/LT hacia IL8 recombinante. Ensayo representativo de 4 experimentos
independientes. Se contd el nimero de células en 5 campos/pocillo. El resultado se expresa
como indice de migracidn respecto CD/LT + EEM. Se comparé CD/LT vs CD/LT/AH BPM. Mann
Whitney t test; *** p<0,01 b. Ensayo similar en el que se utilizé medio condicionado tumoral
con o sin anticuerpo neutralizante para IL8 (anti-IL8) (20 pg/ml) y su isotipo. Se grafica como
indice de migracion 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 migracién de
CD a través de la MEC (Ratzinger, Stoitzner et al. 2002) decidimos evaluar si AH BPM afecta la
actividad de estas enzimas. Asi comprobamos que el pre-tratamiento con AH BPM incrementd
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 cuantificacion de la actividad gelatinasa por
densitometria (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 expresién 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 maduracion, adhesion y migracion 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. gPCR de
receptores de AH. Los resultados son expresados como cambio de la expresion 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 migracion celular

Luego investigamos otras moléculas relacionadas con la migracion celular. Para esto
realizamos un array de PCR para citoquinas que participan en este proceso en muestras
derivadas de un DS y un paciente. Asi 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 modificé de manera significativa la expresion de estas proteinas (figura
56).

El tratamiento con AH BPM induce la expresion de IL-8 en CD/LT sin modificar la expresién
de sus receptores. Se muestra la expresién de ARNm medido por gPCR de proteinas
relacionadas con la migracion celular. Se grafica el resultado de CD/LT/AH BPM proveniente de
donantes sano (izquierda) y de pacientes (derecha) en relacién a CD/LT sin tratar. Mann
Whitney t test; * p<0,05.
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9. AH BPM aumenta la migracion 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
disefiamos 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 tefidas con CM-Dil. Después de 48 hs, los animales fueron sacrificados, el tumor y el
GL disecado y disgregado para su posterior analisis mediante citometria de flujo. Como se
puede ver en la figura 58, las CD/LT/AH BPM provenientes de DS y de pacientes migraron mas
eficientemente hacia el GL regional en comparacion con las CD/LT sin acondicionar, las que
fueron atraidas preferentemente por el tumor (GL: DS 703 £ 229 vs 460 * 253 células
CMDiIl*/10° células, pacientes 469 * 120 vs 202 * 32células CMDil*/10° células; tumor: DS 193
12 vs 608 * 81células CMDil*/10° células; pacientes646 + 105 vs 1162 + 65células CMDil*/10°
células) (figura 57, ay 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 migraciéon hacia el ganglio linfaticoy
la reduce hacia el tumor. CD/LT con o sin acondicionar con AH BPM y tefidas con CMDil
fueron inoculadas en forma s.c. entre el tumor y ganglio linfadtico mas cercano en ratones nude
con un fragmento de tumor humano.24 hs después se obtuvo una suspension celular a partir
de la remocién quirargica del ganglio linfatico (a) y del tumor (b). El nUmero de células CMDil +
fue contabilizado mediante citometria de flujo. Las barras representan el nimero 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#-44#: Pacientes. Mann Whitney t test; p<0,05.
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Parte IV
9. Vacunacién con CDpre tratadas con AH BPM en ratones con cancer 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 proliferacidn de linfocitos, evaluamos si la inoculacién de estas células tiene un
efecto antitumoral in vivo, en un protocolo de vacunacién con CD.

1. La vacunacidén con CDpre tratadas con AH BPM inhibe la velocidad de
crecimiento tumoral e incrementa la sobrevida de ratones portadores
de tumor

Con este propdsito generamos un modelo murino de cancer de colon e inoculamos dos dosis
por via s.c. de CD/LT, entre el nédulo tumoral y el GL mas cercano. La primer dosis de
tratamiento se dio al 7™ dia post inoculacion del tumor, cuando el mismo era palpable, y la
segunda dosis se aplico al 9™ dia post inoculacién de las células tumorales. Como grupo
control se utilizdé CD sin pulsar, CD/LT y CD/LT activadas con TNF-a. Asi pudimos apreciar que el
tratamiento con CD/LT/AH BPM generd 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 5x10° células CT26; al dia 7mo y 9no se les inoculé por via
s.c. solucidn fisioldgica, CD, CD/LT, CD/LT/AH BPM o DC/TL/TNF-a. El volumen tumoral fue
medido tres veces/semana durante 30 dias. Los resultados son representativos de tres
experimentos independientes (media + DE, n = 10). a. Promedio general del volumen tumoral.
* vs. CD; 6 vs. CD/LT. * p<0,05; 6 p £0,05. b. Curva de crecimiento tumoral individual para los
distintos grupos de tratamiento.

Ademas, el tratamiento con CD/LT/AH BPM o CD/LT/TNF-a, pero no CD/LT solo, aumentd
significativamente la supervivencia de los animales comparada con la de ratones tratados con
CD (supervivencia media en dias, SF: 26; CD: 21; CD/LT: 28; CD/LT/TNF-a: 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 inoculacion de células CT26 por via s.c. Asi, evidenciamos
gue todos los ratones curados rechazaron el nuevo implante tumoral, demostrando de esta
manera la generacion de memoria inmunoldgica 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.
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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 solucidn fisioldgica (SF), CD,
CD/LT, CD/LT/ TNF-a y CD/LT/AH BPM. Log-rank test.

2. Esplenocitos derivados de animales con CCR tratados con CD/LT/AH
BPM presentan un perfil inmunoldgico de tipo Th1 y una alta actividad
citotéxica especifica

Esplenocitos derivados de animales tratados con CD/LT/AH BPM o TNF-a, mostraron un mayor
indice de proliferacidn in vitro cuando fueron estimulados con células CT26 (tratadas con
mitomicina C, para bloquear su proliferacion) (8.585 + 750y 7.541 + 1.181 c.p.m.
respectivamente), en comparacion 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 activacion de células
NK o linfocitos T citotdxicos. 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-a, presentaron una mayor actividad litica especifica contra células CT26 (indice de
citotoxicidad: 2,3 £+ 0,34y 3 £ 0,5, respectivamente) en comparacion con los provenientes de
animales tratados con SF (indice de citotoxicidad: 1 £ 0,7) (p < 0,05) o CD/LT (indice 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
citotdxica especifica. a. Esplenocitos provenientes de ratones de los diferentes grupos de
tratamiento estimulados durante 5 dias con células CT26 tratadas con mitomicina-C. La
proliferacién celular fue evaluada por incorporacién de timidina[3H]. Los datos representan la
media + EEM de c.p.m.(triplicado). b. La actividad citolitica de esplenocitos derivados de los
distintos grupos de animales y estimulados con células CT26 in vitro fue determinada mediante
ensayo de liberacion de LDH. Células blanco: CT26 (negro) o YAC-1 (blanco). Los resultados son
representativos de dos experimentos independientes, estan expresados como valor relativo de
lisis respecto de la liberacidn 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-a encontramos una significativa reduccién en la produccion de IL-10 (745+
124,5 pg/mly 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 concentracién de INF-y 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 auln el incremento de INF-y 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-a. (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 adicién de AH
BPM al cultivo de CD aumenta su eficacia en el tratamiento antitumoral con CDde un modo
comparable con la incubacion con TNF-a induciendo una respuesta antitumoral citotdxica
especifica.
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CD/LT/AH BPM induce una respuesta antitumoral Thl.La expresion IL-10 (a) e IFN-y (b) fue
determinada mediante la técnica de ELISA en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos
provenientes de animales tratados con solucion fisioldgica (SF), CD/LT, CD/LT/AH BPM y
CD/LT/TNF-a.Mann Whitney t test; *, ¢ p <0,05; **, § p<0,01. * vs SF; ¢, 6 vs CD/LT.
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En la ultima década, en Estados Unidos, la incidencia de cancer en el hombre ha disminuido
sutilmente (0,8%/afio) y en la mujer se ha mantenido estable. A pesar de que esto se vea
reflejado en una disminucién en la mortalidad del 1,5%/afio, el cancer contintda siendo la
segunda causa de muerte mas frecuente. Esta disminucién 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 diagndsticos mads sensibles y avances terapéuticos con
impacto clinico. Muestra de esto es que en los Ultimos afios se ha adoptado el uso del
screening para cancer de pulmadn en pacientes de alto riesgo(Aberle, Adams et al. 2011) y la
vacunacion profilactica para la infeccion por HPV y HBV (Chang, You et al. 2009, Kahn 2009) .
Segun las estadisticas del Instituto Nacional del Cancer, la Argentina posee una incidencia de
cancer media-alta, comparable con Chile y Brasil (240 casos/100000 habitantes), y es la
segunda causa de muerte en el pais. El cancer de colon representa casi el 12% de las
neoplasias en ambos sexos, y la primera causa de muerte por cancer
(http://www.msal.gov.ar/inc/).

Frente al cancer de colon las posibilidades de tratamiento son variadas, y dependen
principalmente del estadio en que se encuentre la enfermedad. Se considera a la cirugia como
una opcioén curativa en los estadios | y Il de bajo riesgo, situacion en la que se encuentra el 40%
de los pacientes al momento del diagndstico(Benson, Bekaii-Saab et al. 2013). Sin embargo, un
20% de los pacientes tiene metastasis al momento del diagndstico, por lo que, en ese mismo
momento o durante la evolucién de su enfermedad, no tendran una opcién
terapéutica(Benson, Bekaii-Saab et al. 2013). Es en este contexto donde se sitlan las nuevas
opciones de tratamiento.

El reconocimiento del sistema inmunitario como un mecanismo de defensa antitumoral ha
revolucionado el tratamiento del cdncer dando mayor relieve a la inmunoterapia. Uno de los
objetivos de la inmunoterapia del cancer essortear los mecanismos de evasidn, celulares y/o
humorales, contra antigenos propios del tumor. La primer molécula utilizada para estimular al
sistema inmunitario fue INF-a que demostré actividad antitumoral en leucemias, melanoma,
cancer renal y otros tumores sélidos(Kirkwood and Ernstoff 1984). Luego siguio el uso de IL-2
administrado en forma exdgena que también demostré tener actividad antitumoral. Fue
aprobada por la FDA en 1998 para el tratamiento del melanoma, y es aun utilizada en forma
sistémica en circunstancias particulares debido a la importante toxicidad que presentay 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
periodos de tiempo, lo que indica que tienen capacidad de generar memoria inmunoldgica
antitumoral. En la actualidad las estrategias mas exploradas en este sentido en ensayos pre-
clinicos y clinicos son: la activacidn inespecifica del sistema inmunitario mediante citoquinas y
otras moléculas (INF-y, IL-2, etc)(Santegoets, Turksma et al. 2013), inmunoterapia especifica
con células tumorales autdlogas o allogénicas modificadas para producir y secretar citoquinas,
péptidos o proteinas(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 activacion 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 actua bloqueando CTLA-
4(antigeno de linfocito T citotdxico) siendo la Unica 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 marcé la vacunacidn con CPA modificada. Esta
vacuna (sipuleucel-T) fue aprobada por la FDA para su uso en pacientes con cancer de prdstata
metastasico hormono-resistente por demostrar un beneficio en la sobrevida de los
mismos(Kantoff, Higano et al. 2010).

El acido hialurdnico 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 inflamacidn crénica(Toole 2002, Toole 2004, Jiang, Liang
et al. 2007, Itano and Kimata 2008). Su funcién depende de su peso molecular, su
concentracidn, su relacién con la célula y su asociacién con proteinas del espacio extracelular.
Se ha demostrado que AH APM tiene un efecto anti-inflamatorio actuando como agente anti-
apoptético en células epiteliales del pulmdén y como agente protector de lesién hepatica aguda
reduciendo la liberacidn, por parte de linfocitos, de citoquinas pro-inflamatorias(Nakamura,
Yokohama et al. 2004, Jiang, Liang et al. 2005). Por el contrario, AHBPM actua sobre células del
sistema inmunitario como CD y macréfagos, estimulando en ellas la expresién 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 sintesis y degradacidn fisioldgicas es finamente regulada por enzimas especificas. El modo
de sintesis y degradacién de AH para su posterior uso experimental y/o clinico es clave a fin de
interpretar resultados. Se postula que, al menos en parte, la discrepancia que existe en la
bibliografia respecto a la funcidon 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 degradacidn quimica(Stern, Kogan et al. 2007). Por esta razén, decidimos
utilizar en nuestros experimentos AH sintético de un peso molecular de un rango definido (1 —
3 x 10° Da).

CD44 es el principal receptor conocido de AH. Si bien no es especifico para AH es su principal
ligando. Es una glicoproteina transmembrana, de estructura simple, con un dominio corto
intracitoplasmatico, una porcion transmembrana y un dominio extracitoplasmatico. Si bien en
su porcion extracitoplasmatica existe un sitio de unidn especifico 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). Sefializa por su porcion
intracitoplasmatica a través de la fosforilacion de proteinas relacionadas con mecanismos de
reorganizacion del citoesqueleto y migracidn 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 mas 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 unién de CD44 a AH, es decir que lo “activan”, como son cambios
post-translacionales (ej: glicosilacién), la interaccion con proteinas del citoesqueleto, la
localizacién en sitios especificos de la membrana celular, y el modo de organizacién espacial y
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tamafio 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 estd presente en una gran variedad de tumores, estudiamos in
vitro su relacidn con diferentes lineas celulares. Las células derivadas de adenocarcinoma
murino y humano, CT26 y LOVO respectivamente, y las células HEPA129 derivadas de
hepatocarcinoma murino, mostraron una alta expresién 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 sefializacién mediada por CD44 en la célula tumoral podria tener un
efecto pro-apoptdtico o anti-apoptético segun el isotipo de que se trate y las caracteristicas
del estimulo que lo active. AH APM unido de forma estable a CD44st lo activa sefializando a
través de PI3K/Akt dando una sefial de supervivencia celular(Toole 2009). En modelos
tumorales se han ensayado distintas maneras de bloquear esta interaccién a fin de disminuir la
intensidad de esta sefal. En una linea de carcinoma de mama modificada genéticamente para
secretar CD44 soluble y asi ligar AH presente en el medio extracelular, se observé que la
interaccion AH/CD44 de membrana y su posterior internalizacidn 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 aminoacidos (BH-P) con tres sitios de
unién a AH inhibe el desarrollo tumoral por induccidn de apoptosis(Xu, Chen et al. 2003). Se ha
postulado también que oligosacdaridos de AH (peso molecular 2,5 x 103 Da), y no de peso
molecular mayor a 8 x 10* Da, serian capaces de bloquear la interaccién AH-receptor
inhibiendo el crecimiento independiente de anclaje caracteristico de las células malignas e
induciendo apoptosis en células provenientes de cancer de colon humano(Ghatak, Misra et al.
2002). Ademas, se han descripto mecanismos directos de apoptosis gatillados por la
interaccion AH/CD44, por ejemplo en una linea 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 demostrd que la
estimulacién de CD44st induce la apoptosis celular mediada por FAS(Mielgo, Brondani et al.
2007), y que CD44vinteractta con FAS generando resistencia a la apoptosis celular(Mielgo, van
Driel et al. 2006). Todo esto podria explicar la variabilidad en la inducciéon de la apoptosis que
constatamos al incubar a las distintas lineas celulares con AH BPM. En el caso de las células
CT26, la induccién de la apoptosis observada con el tratamiento con AH BPM a bajas
concentraciones estaria mediado por la disminucidn de pAkt (fosforilado), y podria deberse a
la interrupcién de la interaccion de CD44 con AH enddgeno. En nuestros experimentos
utilizamos oAH que mostraron un efecto similar pero a mayores concentraciones (100 pg/ml),
fendmeno 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 interaccion 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 insulinico 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 proliferacion celular(Misra, Toole et al. 2006). El
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bloqueo de esta interaccidn, ya sea mediante el uso de oligdmeros de AH que compite con AH
nativo, la presencia de proteinas en la MEC con capacidad de unir AH actuando como
inhibidores competivos, o la disminucién de la expresién 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-apoptético 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 podria explicarse por que AH BPM actla como ligando
monovalente de baja afinidad de unién a CD44, mientras que AH APM actda como un ligando
multivalente, con gran afinidad y con la posibilidad de generar unidn cruzada con multiples
moléculas de CD44(Lesley, Hascall et al. 2000). Sin embargo, si se incrementa la concentracién
de AH BPM puede competir con AH APM induciendo sefializacion del receptor.

Para estudiar el rol de CD44 en la induccidn de apoptosis e inhibicidn de la proliferacién
inducidas por AH BPM, pre-tratamos las células con anti-CD44 (KM81, anticuerpo bloqueante
de la unién a AH). Asi observamos que el bloqueo de CD44 redujo el efecto pro-apoptético y
anti-proliferativo de AH BPM. Esto podria 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).0tra explicacién posible es que AH BPM sefialice a través CD44
induciendo la apoptosis e inhibiendo la proliferacién celular, y que KM81 bloquee esta
sefializacion. En macréfagos fue demostrado que el tratamiento con AH BPM activa PKCa
resultando en una inhibiciénde la sintesis del receptor de adenosina A2aR. Este receptor
activado suprime la actividad de NFk-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 actua a través de CD44 y RHAMM, activando PKCa y sefializando
a través de Cdc2 y y-aducina(Matou-Nasri, Gaffney et al. 2009). De manera complementaria
nuestros resultados muestran que AH APM no afectd la proliferacion ni apoptosis celular en la
mayoria de las lineas estudiadas, y en algunos casos disminuyd el indice de apoptosis. Ademas,
las células que presentaban mayor expresion de CD44 (CT26 y HEPA129) fueron las que se
vieron mas afectadas por el tratamiento con AH BPM. De esta forma podemos sugerir que AH
BPM exdgeno a una baja dosis interacciona con la célula tumoral CT26 a través de CD44
disminuyendo su proliferacion e induciendo la apoptosis celular(Alaniz, Rizzo et al. 2009).

Estudios in vivohan correlacionado la presencia de AH con la progresién tumoral. Sus niveles
en suero puede ser utilizados como un marcador prondstico 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(ltano, Zhuo
et al. 2008), donde su metabolismo estd 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 estda del todo clarificado, y probablemente varie segun el estadio
del tumor. De hecho, el grado histoldgico y de desdiferenciacion celular se correlaciona con el
numero de células tumorales que sintetizan AH y con su intensidad de marca(ltano and Kimata
2008). Las metastasis 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 cancer de mama, gastrico 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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oligdmeros de AH inhibid el crecimiento tumoral logrando en algunos casos una respuesta
completa, del tumor primario y sus metdstasis, 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
quimiosensibilizacién 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 cancer de mama(Herrera-Gayol and Jothy 2002). oAH
inoculado en forma s.c. utilizando una bomba de infusidn lenta inhibié 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 administracién de
AH APM incrementd el potencial metastdsico en un modelo tumoral de CANCER 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 administracién, la diversidad de tumores y de
receptores de AH. En lineas generales, podria afirmarse que el empleo de AH BPM tiene un
afecto antitumoral y que el AH de APM tiene efectos contrarios. En consonancia con esta
observacién, en nuestros experimentos observamos claramente que AH BPM a bajas
concentraciones tiene un efecto antitumoral como consecuencia de su accién directa sobre la
célula cancerigena pero sobre todo debido a su accién sobre el sistema inmunolégico.

AH es un conocido modulador del sistema inmunitario, y su funcién varia segun, entre otros
factores, su peso molecular y la célula diana, como se menciond anteriormente. Se ha
demostrado que AH nativo interviene en procesos de reparacion de tejidos(Noble 2002),
inhibe la fagocitosis y polariza a los macréfagos hacia un perfil M2 caracterizado por la
secrecion de citoquinas inmunoreguladoras como IL-10 y TFG-B(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
macrofagicas la activacién del factor de transcripcién nuclear NFkB implicado en la activacidn
de genes pro-inflamatorios(Noble, McKee et al. 1996), activan a las CD via TLR-2 y TLR-
4(Termeer, Benedix et al. 2002), interviene en procesos de adhesidén y migracion de
linfocitos(Evanko, Potter-Perigo et al. 2012), entre otros efectos bioldgicos. Se ha utilizado AH
BPM in vivo como adyuvante incrementando la respuesta antigeno especifica en un modelo de
vacunaciénmurino co-administrando el antigeno y AH BPM de manera sc(Scheibner, Lutz et al.
2006).

Administrado en forma i.v. AH se distribuye rapidamente siendo indetectable en sangre luego
de 24 hs. Se acumula en higado principalmente, y en mucha menor proporcidn en rifidn y
bazo(Laznicek, Laznickova et al. 2012). También se postula que parte de su metabolismo
ocurre en ganglios linfaticos(Fraser and Laurent 1989). Ha sido demostrado el efecto de AH de
mas de 450 kDa administrado en forma i.v. como factor hepatoprotector disminuyendo la
inflamacidn en un modelo de hepatitis aguda(Wolf, Schumann et al. 2001, Nakamura,
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Yokohama et al. 2004). Nosotros observamos mediante la inoculacién de AH-FitC que el AH
exogeno llega al bazo, y que este tratamiento se asocié a un incremento en el porcentaje de
células esplénicas CD11c*/CMH II*. Este fendmeno se correlaciond con una mayor tasa
proliferativa y mayor secrecion de IL-12 de esplenocitos expuestos a CD autélogas cargadas
con proteinas tumorales derivadas de células CT26. Si bien estos datos son alentadores, hay
gue tener en cuenta que en los protocolos de inmunoterapia una respuesta inmunolégica no
necesariamente se correlaciona con una respuesta clinica eficiente. Esto depende de la calidad
de los linfocitos citotéxicos y helper inducidos, la eliminacién o inactivacidn de linfocitos Treg,
y la capacidad de quebrar el estado inmunosupresor propio del microambiente tumoral. Es
clara la importancia de los LT CD8*especificos para la eliminacién de la célula tumoral,pero en
muchas ocasiones su induccion no es suficiente. Esto es debido a que no migran a la lesion
tumoral o poseen baja afinidad de unidn al complejo CMH-I-péptido, lo que las inhabilita para
actuar como células citotdxicas especifica(Appay, Douek et al. 2008), o es el mismo
microambiente tumoral el responsable de inhibir su funcién(Gabrilovich and Nagaraj 2009). Sin
embargo, Rosenberg y col. demostraron que la infusién 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 especifica que se reflejé en un aumento del infiltrado
ulas CD3/CD8", lo cual puede
correlacionarse con la evolucion de la enfermedad y el incremento de la sobrevida media de

inflamatorio linfocitario tumoral con predominio de cé

los ratones y disminucién de la velocidad de crecimiento tumoral. Es importante resaltar que
el AH BPM utilizado y la dosis para estos experimentos no demostré ningun efecto tdxico y no
modificé 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 intencién de
incluirla posteriormente en un protocolo de vacunacion basada en CD pulsadas con antigeno
tumoral. En la actualidad las terapias inmunoestimuladoras son una herramienta de uso cada
véz mas frecuente en el tratamiento del cancer(Radford, Tullett et al. 2014). Particularmente
para el cdncer de colon existen numerosos estudios de estas caracteristicas en etapas pre-
clinica y clinica, con limitado éxito clinico(Dalerba, Maccalli et al. 2003, Steinman and
Banchereau 2007, Dauer, Schnurr et al. 2008, Pascual, Allantaz et al. 2008). Una de las
aproximaciones mas prometedoras consiste en la estimulacion del sistema inmunitario con
vacuna celular basadas en CD(Dauer, Schnurr et al. 2008, Palucka, Ueno et al. 2008). Para esto
la mayoria de los protocolos utilizan CD generadas a partir de células progenitoras de médula
Osea de ratdn y de mononucleares de sangre periférica en humanos. Una vez obtenidas las
células mononucleares el proceso de diferenciacidn puede realizarse por diversos métodos. El
mas extendido por su sencillez y reproducibilidad consiste en la seleccién de células por
adherencia al plastico durante el cultivo ex vivo. Este proceso tiene alto rendimiento con una
pureza menor comparada con la seleccion positiva de células CD14*. Sin embargo,
fenotipicamente se obtiene una poblacién de CD inmadura con capacidad de activarse de
similares caracteristicas entre si(Felzmann, Witt et al. 2003). En nuestras manos, del total de
mononucleares extraidos obtuvimos un rédito al finalizar el cultivo de entre un 10 y un 20%
aproximadamente de la poblacidn inicial extraida de SP. De esta poblacidn,al menos
un60%correspondian fenotipicamente 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 Unico protocolo de vacunacién de este tipo aprobado por la FDA para su uso
clinico utiliza una poblacion heterogénea de células presentadoras de antigeno 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 activacion y la capacidad de migrar de las células utilizadas juega un papel clave en la
induccién de una respuesta antitumoral potente y especifica mediada por células
T(Banchereau, Briere et al. 2000, Palucka, Ueno et al. 2008). De hecho la expresién de CMH-Il y
otras moléculas de co-estimulo (sefial 1 y 2 de activacidn 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 expresién de proteinas de co-
estimulo tales como CD40, CD80 y CD86. Las moléculas mas utilizadas son IL-1p, IL-6, TNF, IFN-
a, IFN-y, PGE2 y poly I:C(Banchereau, Schuler-Thurner et al. 2001, Giermasz, Urban et al.
2009). A pesar de su poder de activacion, existen reportes que demuestran que PGE2 y poly I:C
inducen la expresion de IDO (indoleamina-2.3-dioxigenasa) con actividad inmunosupresora en
las CD afectando la respuesta de linfocitos T por deprivacién de triptéfano(Moller, Michel et al.
2008). Ademas la estimulacién con poly I:C o LPS estimula la activacion de otra serie de genes
con efecto inmunosupresor como son SOCS-1 (proteina inhibidora de sefializacion 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 pequefios fragmentos
de AH como potente activador de CD derivadas de humanos y ratdn(Termeer, Benedix et al.
2002, Do, Nagarkatti et al. 2004, Scheibner, Lutz et al. 2006). En sintonia con lo antes
mencionado, demostramos que tanto en CD derivadas de médula ésea de ratén (CD-mo) como
de células mononucleares de sangre periférica humanas (CD-cmsp) y pulsadas con antigeno
tumoral, el uso de AH BPM incrementé la expresion de CMH-Il y CD86 (Termeer, Benedix et al.
2002, Do, Nagarkatti et al. 2004, Scheibner, Lutz et al. 2006). Este incremento en la expresion
de estos marcadores de activacidn se correlacioné con un aumento en la secrecién de IL-
12p70, citoquina clave para el desvio la respuesta inmunoldgica hacia un tipo de respuesta Thl
antitumoral (Steinman and Dhodapkar 2001). Por el contrario, la incubacién con AH APM no
solo no modificé sus marcadores de activacion, sino que ademas disminuyd su capacidad de
endocitosis. Asimismo, CD/LT/AH BPM mostraron un incremento en su capacidad de estimular
linfocitos T alogénicos y una menor secrecion de la citoquina inmunoreguladora IL-10. Estos
resultados apoyan la hipétesis de que AH BPM es una sefial de activacidn para estas células.

Mas alla del estimulo madurativo utilizado, otro elemento importante que afecta la
funcionalidad de las CD es el modo en el que se carga el antigeno. En relacién a esto se
presentan dos desafios para la inmunoterapia basada en CD: 1. que el antigeno sea el
adecuado para desarrollar una respuesta antitumoral efectiva; 2. que el antigeno sea
presentado por medio del CMH-I y CMH-II a fin de generar una respuesta inmunitaria
citotéxica especifica y efectiva. En cuanto al antigeno utilizado, se han ensayado distintas
alternativas como el cargado de proteinas, péptidos, lisado tumoral, ADN o ARN tumoral,
técnicas de fusion celular y la infeccidn con vectores virales capaces de expresar
antigenos(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
multiples antigenos asociados al tumor no tipificados y por la disponibilidad del método(Rizzo,
Alaniz et al. 2014). Esta opcion es plausible teniendo en cuenta la capacidad de las CD de
realizar presentacion antigénica cruzada (cross priming), es decir el procesamiento de un
antigeno exdgeno por via enddgena para su posterior presentacion en el contexto de CMH-
I(Heath, Belz et al. 2004). Algunos autores han desarrollado sistemas de cargado antigénico
especificos facilitando esta via de procesamiento como la utilizacién de liposomas(Machy,
Serre et al. 2000, Okada, Saito et al. 2001), poly-(g-glutamic acid) nanoparticulas(Yoshikawa,
Okada et al. 2008) o electroporacion(Kim, Kim et al. 2004, Weiss, Allen et al. 2005). Sin
embargo, Faure y col. han demostrado que cuando el antigeno requiere un procesamiento
previo a la presentacidn antigénica, esta es menos eficaz aunque se mantiene por mayor
tiempo(Faure, Mantegazza et al. 2009).

El uso de antigenos generados a partir del lisado tumoral podria 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 incubacion del extracto a 100°C o su
irradiacién(Alfaro, Perez-Gracia et al. 2011). Otro efecto no deseado consiste en la induccion
de una respuesta autoinmunitaria por la presentacion de antigenos de células no tumorales. Si
bien esta es una posibilidad cierta, la incidencia de reacciones autoinmunitarias severas
reportadas en protocolos de vacunacién con CD es muy bajo. En nuestros experimentos
observamos que el pulsado con antigeno tumoral tanto en CD-mo como CD humanas no
afectd negativamente el estado madurativo de las células, contrariamente,en algin caso
incrementd su estado madurativo. En esta misma linea, las CD/LT utilizadas en un modelo
tumoral murino in vivo al menos no afectaron negativamente la evolucion de los tumores
respecto a ratones no tratados (dato no mostrado). Es probable que en parte esta sea una
explicacion 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 fusion celular y el pulsado con lisado tumoral fueron capaces de inducir CD con efecto
terapéutico en un modelo de cdncer murino(Shimizu, Kuriyama et al. 2004). Este método ha
sido utilizado también en multiples ensayos clinicos con una eficacia variable(lwashita, 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 linfatico, sitio donde hardn la presentacién antigénica(Allavena, Sica et al.
2000, Palucka, Ueno et al. 2008). Este es un paso clave para la induccion de una respuesta
inmunitaria especifica antitumoral(MartIn-Fontecha, Sebastiani et al. 2003, Randolph,
Ochando et al. 2008). Para esto se han ensayado diversas vias de administracidon que incluyen
la inoculacién i.v, intradérmica e intra/periganglionar (Eggert, Schreurs et al. 1999, Morse,
Coleman et al. 1999). Luego de la inoculacién i.v. las CD son detectadas en higado, bazo y
pulmén, pero no en ganglio linfatico. La inoculacion intranodal implica la potencial lesion del
ganglio con la cosiguientes desestructuracidn de las zonas T en el que ocurre la presentacion
antigénica, sin embargo hay datos que postulan a esta via como una posibilidad eficaz para
inducir una respuesta inmunitaria, especialmente si se inyecta la zona periganglionar (Verdijk,
Aarntzen et al. 2009). La administracion s.c, que de alguna manera reproduce el proceso
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fisiolégico de migracién celular cuando el antigneo ingresa luego de atravesar la piel, es una de
las opciones mas difundidas en la actualidad(Lesterhuis, de Vries et al. 2011).

Luego de su administracion, la induccién de su migracién hacia el ganglio linfatico se ha
abordado desde dos perspectivas complementarias. Por un lado a través de su sensibilizacidn a
guimioatractantes, y por otro mediante el estimulo de la secrecidn de estas moléculas desde
los vasos y érganos linfaticos. En este proceso el eje principal de quimioatraccidn 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 expresiéon de CCR7 en las CD como su
estimulacién con moléculas especificas tales como PGE2 y poly I:C, o la transfeccidn 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 inoculacién con
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a o agonistas TLR facilitan también su migracién hacia
el ganglio linfatico(MartIn-Fontecha, Sebastiani et al. 2003, Nair, McLaughlin et al. 2003). El
uso de AH BPM demostré que ademas de ser un estimulo para la maduracidn, incrementa la
expresion de CCR7 en CD/LT derivadas de humano y de ratén(Alaniz, Rizzo et al. 2011). Sin
embargo, estd bien establecido que la expresién por si sola de CCR7 no es suficiente para
incrementar la migracion celular. En este proceso se ponen en juego otros mecanismos como
por ejemplo la expresidon de moléculas asociadas a proteinas G como TREM-2/DAP12 o CD38,
las cuales hacen que esta expresidn 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 mas potente que el generado
por otras moléculas cominmente utilizadas con esta finalidad como son TNF-a, poly I:Cy LPS.
Sin bien este efecto lo observamos en CD sin pulsar y en CD pulsadas con antigeno tumoral, las
CD/LT migraron en mayor proporcion, dato que se correlaciona con el efecto madurativo
observado luego de pulsar a las células con lisado tumoral. Luego decidimos estudiar la
migracién de CD/LT/AH BPM humanas hacia sobrenadante generado a partir de ganglio
linfatico proveniente de ratones nude con tumor humano implantado. Basados en la alta
probabilidad de reaccién y funcionalidad cruzada entre las moléculas murinas y las células
humanas objeto de estudio (homologia del 86%) pudimos comprobar que las CD pre-tratadas
con AH BPM fueron atraidas con mayor intensidad hacia este sobrenadante. Consideramos
que este modelo experimental es relevante ya que por un lado nos confirmo la hipdtesis sobre
la posibilidad de reaccién entre las células humanas y el quimioatractate murino, y por otro
lado observamos que AH BPM en este contexto afecta la migracion de las CD/LT de un modo
similar a como lo hace hacia CCL21. La utilizacién de ganglio linfatico de ratones con tumor fue
importante ya que la presencia de un estimulo inflamatorio, como puede ser una enfermedad
neopldsica, genera un estado de activacion en vasos y érganos linfaticos con la consiguiente
expresion de moléculas y secrecidn de citoquinas tales como CCL5, CCL20 y CXCL5, lo que
aproxima este ensayo a lo que podria 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 funcién especifica. Entre ellos se pueden mencionar CD44,
TLR2 y TLR4 que, como se describié 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 adhesion celular y nosotros comprobamos en ratones knockout para
CD44, que la incubacién de CD/LT*’* con AH BPM no modificé sus marcadores de maduracién
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pero indujo un fenotipo funcional de activacién medido por la inhibicidn de la secrecién de IL-
10y por una mayor capacidad de estimulacidn linfocitaria alogénica. Asimismo incrementé su
capacidad de migrar hacia CCL21 sin modificar la expresion de CCR7(Alaniz, Rizzo et al. 2011).
Si bien se describe a CD44 como una molécula implicada en procesos de adhesién celular y
migracion, su participacion es compleja(lsacke and Yarwood 2002). Ha sido demostrado que su
inhibicidon no solo no afecta la capacidad de migrar de las CD hacia el ganglio linfatico sino que
facilita su migracién a través del espacio intersticial rico en AH(Miaw, Chen et al. 2010).
Ademas, se demostré que células epidérmicas de Langerhans en ratén CD447 tienen mayor
capacidad de migrar y de estimulacidn linfocitaria luego de una estimulacidn antigénica
epicutanea(Miaw, Chen et al. 2010). El impacto sobre la capacidad de migrar sin afectar la
expresion de CCR7 que observamos puede ser explicado teniendo en cuenta que, como se
menciond anteriormente, ademas de la expresiéon de CCR7 se ponen en juego otros
mecanismos complementarios que facilitan la migracion celular y que puede modificar el
tratamiento con AH.

El tratamiento con AH BPM generé cambios similares en CD/LT™ /", con la particularidad de
gue en este caso incrementd la expresidon de CCR7. Si bien estd 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 estan 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 obtencidn. Sin embargo, no hay datos previos que demuestren los efectos de AH
BPM sobre la capacidad migratoria de CD/LT hacia sefiales provenientes de los ganglios
linfaticos 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 expresiéon de receptores de AH en CD/LT humanas. Observamos
qgue CD/LT pre-tratadas con AH BPM disminuyeron la expresion de CD44, TLR-2, TLR-4y
RHAMM. La inhibicidn en la expresién de CD44 podria ser explicada por un fenédmeno 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 inhibicién de la expresionde los
receptores TLRpodria responder a un estado de maduracién de las CD. De hecho, Segal y col.
caracterizaron la expresion de estos receptores en el proceso de diferenciacién de monocito a
CD activadas. Asi demostraron que durante la maduracién de CD con LPSestas disminuyen la
expresion de ARNm de todos los TLR excepto TLR-1y TLR-6(Visintin, Mazzoni et al. 2001). Este
fendmeno podria explicarse desde un punto de vista funcional teniendo en cuenta el rol de
TLR2 y TLR4 principalmente como mediadores de la activacidon 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 dsea de ratdon como de sangre periférica de humanos.
Asi pudimos demostrar que efectivamente AH BPM aumentd su migracidn hacia el ganglio
linfatico regional en ratones portadores de tumor. Es importante remarcar que en este ensayo
in vivo se ponen en juego mecanismos complementarios para la migracion celular. Esta
ampliamente documentado que las células requieren de la degradacidn de la MEC mediante
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MMP para la migracidn en el espacio intersticial. Estas facilitan la migracidn a través del tejido
conectivo y la membrana basal de los vasos(Ratzinger, Stoitzner et al. 2002), actuan clivando
receptores de membrana o sus ligandos, promoviendo la migracion celular por la liberacién o
la activacion de receptores que controlan la motilidad celular, o inhibiendo la migracién por la
inactivacién de quimioquinas(Parks, Wilson et al. 2004).Ratzinger y col. han demostrado la
relevancia de MMP-2 y MMP-9 para la migracién 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 interaccién CD44-EGFR incrementando la sefializacién
de Akt y otros eventos implicados en la migracion celular(Kim, Lee et al. 2008). Este fendmeno
se ha descripto tanto en células del sistemainmunitario como son las CD(Termeer, Benedix et
al. 2002) y los macréfagos(Noble, McKee et al. 1996), como en células tumorales(Fieber,
Baumann et al. 2004). Nosotros demostramos que AH BPM incremento la actividad de MMP-2
en CD/LT derivadas de donantes sanos.

Otro hallazgo clave en el ensayo de migracién in vivo fue que el incremento en la migracién
hacia el ganglio linfatico se asocié a una menor migracién de CD/LT/AH BPM hacia el tumor.
Esto suscitd la pregunta de si este fendmeno era resultado de una resistencia generada por AH
BPM en las CD/LT hacia quimioatractantes del tumor, o si respondia a una mayor atraccidon
hacia las quemoquinas liberadas por el ganglio linfatico. Para responder estoen primer lugar
realizamos un array de quemoquinas del medio condicionado tumoral derivado de pacientes
con cancer de colon el cual evidencié que las citoquinas presentes alli en mayor concentracion
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
migracion celular(Xie 2001), decidimos estudiar la relacion entre CD/LT/AH BPM y el eje
guimiotactico IL-8/CXCR1-CXCR2. Esta descripto el incremento de la expresidn 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
neopldsicas(Voelcker, Gebhardt et al. 2008). Este fendmeno se relaciona en muchos casos con
una mayor capacidad migratoria de estas células. De hecho la transcripcién de IL-8 y MMP-2 se
encuentra regulada por NFkB(Kim and Koh 2000), factor de transcripcién activado por
AH(Voelcker, Gebhardt et al. 2008). Pudimos comprobar en nuestros ensayos que AH BPM
induce la expresion de IL-8 y la activad de MMP-2 en CD/LT. Esta observacion 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 migracion celular(Luca, Huang et al.
1997). En este sentido ha sido publicado también un efecto autdcrino y paracrino 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-exposiciona IL-8
genera una desensibilizacion a los efectos quimiotdcticos de esta quemoquina sin afectar la
expresion de los receptores CXCR1 y CXCR2 ni el estado de maduraciénen 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 hipdtesis de que AH BPM a
través de la induccion de la secrecion de IL-8 generaria una desensibilizacion a esta
quimioquina inhibiendo su migracion hacia el microambiente tumoral. Por esto realizamos
ensayos en los que observamos que las CD/LT/AH BPM migraron en menor proporcién tanto
hacia IL-8 como hacia sobrenadante tumoral humano. Luego del bloqueo de IL-8 en el MCT se
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disminuyd un 40% la migracidn de CD/LT sin tratar con AH, y no se modificé la migracion de
CD/LT/AH BPM. De esta manera quedd en evidencia la importancia relativa de IL-8 como
guimioatractante para cada grupo de tratamiento. Asi demostramos que la mayor
sensibilizacién a CCL21, y por ende al medio condicionado de ganglio linfatico, asociado a una
menor sensibilizacidn a IL-8 liberada por el tumor, pueden explicar el efecto observado sobre
la migracion de las CD/LT/AH BPM in vitro e in vivo.

Luego de haber migrado al ganglio linfatico y para desencadenar una respuesta inmunitaria
antitumoral, las CD deben realizar una presentacién antigénica eficaz. Para esto es necesario
que estas células expresen una serie de moléculas que participan en la presentacién antigénica
propiamente y en la estimulacién linfocitaria. Teniendo en cuenta que AH incrementa la
expresion de CMH-Il y CD86, decidimos evaluar la capacidad de estimular la proliferacion
linfocitaria de estas células. Asi comprobamos que CD-mo de ratones wt, CD447 y TLR-4
incrementaron su capacidad estimulante in vitro al ser incubadas con AH BPM(Alaniz, Rizzo et
al. 2011). A fin de aproximarnos aln mds al contexto de un paciente, y teniendo en cuenta
publicaciones andlogas y nuestros resultados previos de migracién in vivo, disefiamos un
modelo de proliferaciéon mixta linfocitaria utilizando células humanas inoculadas en un ratén
nude(Alfaro, Suarez et al. 2011). Pudimos demostrar también de esta manera que AH BPM
incrementa en las CD su capacidad de estimulacién linfocitaria. Es importante aclarar que en
este ensayo los ratones nude fueron utilizados como medio para permitir la interaccién entre
CD/LT y linfocitos ya que, probablemente, la cavidad peritoneal murina genere un entorno
propicio que facilite la interaccidén 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 clinico a los resultados y podria 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 situacion de la enfermedad en
cada paciente. Los tratamientos de inmunoterapia en parte fracasan por la imposibilidad de
revertir el estado de inmunosupresion propio de los pacientes que los hace incapaces de
montar una respuesta inmunitaria adecuada. En pacientes con cdncer 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 secrecién de
IL-4, IL-6, IL-10 y menor secrecion de IL-2 e INF-y(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 cancer 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 situacidén pero aln no estd claro el mejor modo de hacerlo(Lang, Lauffer et al.
2003). Nosotros observamos que CD/LT de pacientes presentan un fenotipo mas inmaduro
respecto a las provenientes de donantes sanos. Sin embargo, luego de ser incubadas con AH
BPM incrementan su capacidad de estimulacién linfocitaria de forma similar a como lo hacen
los sanos. Ademas incrementan su capacidad de migrar hacia CCL21 y generan resistencia a la
quimioatraccion ejercida por IL-8. In vivo, a pesar de no incrementar su capacidad de actividad
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de MMP-2, migran mas eficientemente hacia el ganglio linfatico y menos hacia el tumor de
forma analoga a como lo hacen CD/LT de sanos luego del pre-tratamiento con AH BPM.

Por ultimo, 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-
o o CD/LT/AH BPM, en un esquema de vacunacion terapeutica al dia 7™ y 9™ 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 produccion de INF-y, una disminucidén en la secrecidn de IL-10 y una mayor actividad
citolitica especifica para CT26. Agregado a esto, el tratamiento con CD/LT/AH BPM indujo
memoria inmunoldgica demostrada con el rechazo de tumores implantados en ratones que
presentaron respuesta tumoral completa. Sin embargo, el dato mas relevante es que esta
potenciacion 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-a. 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 proliferacién e induciendo la apoptosis de la célula tumoral in vitro. Asi
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 adicion
de AH BPM en la preparacidn de vacunas basadas en CD para el tratamiento del cancer puede
ser un elemento importante potenciando la respuesta antitumoral inducida. Este efecto seria
secundario a su capacidad de estimular la maduracidn y activacién de las CD pero,
principalmente, por su facultad de hacerlas mas sensibles a estimulos quimiotacticos
presenten en ganglio linfatico y mas resistentes a IL-8, resultando en una estimulacion
linfocitaria mas eficaz con perfil Th1.Por todo esto sugerimos que AH BPM podria ser
considerado para su uso en protocolos de vacunacién con CD.
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Los resultados obtenidos y que presentamos en este trabajo de tesis doctoral demuestran que

la administracion sistémica de acido hialurdnico de bajo peso molecular posee un efecto

antitumoral actuando no solo directamente sobre la célula tumoral sino también a través de la

estimulacién del sistema inmunitario. Esta molécula posee un efecto estimulante directo sobre

las células dentriticas in vitro, y su utilizacién podria incrementar la eficacia terapéutica en un

protocolo de vacunacion al incrementar su estado de activaciéon y maduracion pero,

principalmente, favoreciendo su capacidad de migrar hacia el ganglio linfatico y resistiendo a la

guimioatraccion del tumor, que podria facilitar la induccidn de tolerancia inmunoldgica.

A continuacidn se enumeran las conclusiones principales obtenidas:

1.

Las lineas CT26 y HEPA129 expresan altos niveles CD44, y poseen gran capacidad de

unir AH.

La unién de AH a CT26 se da, en parte, a través de CD44.

La linea CT26 expresa AH en su membrana citoplasmatica.

AH BPM a baja concentracidn inhibid la proliferacion de CT26, LOVO y PANCO2.

AH BPM a baja concentracidn indujo la apoptosis de CT26, HEPA 129 y PANCO02.

En células CT26 el efecto anti-proliferativo y pro-apoptdtico es mediado por CD44.

En un modelo de cancer de colon murino heterotépico AH BPM i.v.:

1.

disminuyd la velocidad de crecimiento tumoral e incrementd la supervivencia
de los ratones.

incremento el infiltrado inflamatorio intratumoral CD3*/CD8".
aumento el porcentaje de células esplénicas CD11c*/CMH-II*.
incremento la proliferacion de esplenocitos estimulados con CD/LT.

aumento la sintesis de IL-12p70 en sobrenadante de esplenocitos estimulados
con CD/LT.

AH BPM exdgeno en el cultivo de células dendriticas derivadas de médula dsea de

raton y pulsadas con antigeno tumoral (CD/LT):

1.

indujo la expresion de CMH-Il y CD86, de manera similar a TNF-a.
incremento la secrecién de IL-12 de forma mas potente que TNF-a.

inhibid la secrecion de IL-10 de forma similar a TNF-a, de manera
independiente de CD44 o TLR4.

estimuld su capacidad de inducir proliferacion linfocitaria de manera similar a
TNF-a, de manera independiente de CD44 o TLR4.




10.

7.

Conclusiones
incrementd su migracion hacia sobrenadante de cultivo de esplenocitos
provenientes de ratones portadores de tumor.

incrementd su migracion hacia CCL21 de manera independiente de CD44 o
TLR4.

indujo la expresidn de membrana de CCR7 de manera independiente de TLR4.

AH BPM exdégeno en el cultivo de CD/LT derivadas de mononucleares de sangre

periférica humana:

1.

10.

11.

indujo la expresién de CMH-Il y CD86 en CD/LT de donantes sanos (DS).

estimuld la capacidad de inducir proliferacion linfocitaria en CD/LT de DSy
pacientes.

incrementd la migracion hacia CCL21 en CD/LT de DS y pacientes, de forma
mas potente que polyl:C.

incrementd su migracion hacia medio condicionado de sobrenadante de
células de ganglio linfatico (GL) provenientes de ratones nude portadores de
tumor, de forma mds potente que polyl:C.

indujo la expresion de ARNm de CCR7 de CD/LT de DS y pacientes.

indujo la migraciéon hacia GL in vivo en un modelo de cancer de colon humano
en ratén nude, de CD/LT de DS y pacientes.

inhibid la migracidn hacia IL-8 de CD/LT de DS.
inhibid la migracién hacia sobrenadante de tumor humano de CD/LT de DS.

indujo la sintesis de ARNm de IL-8 de CD/LT de DS y pacientes, sin modificar la
expresion de CXCR1 ni CXCR2.

inhibid la migracién hacia el tumor in vivo en un modelo de cdncer de colon
humano en ratén nude, de CD/LT de DS y pacientes.

indujo actividad de MMP-2 en sobrenadante de CD/LT de DS.

La vacunacion con CD/LT pretratadas con AH BPM en un modelo de cancer de colon

heterotdpico murino:

1.

disminuyd la velocidad del crecimiento tumoral e incrementd la supervivencia
de los ratones.

indujo una respuesta inmunitaria tipo Th1 con disminucion de IL-10 y aumento
de INF-y, de manera similar a TNF-a.

indujo una respuesta inmunitaria antitumoral con LTc especificos, de manera
similar a TNF-a.
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