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Resumen

Se definen como glicoconjugados a las macromoléculas biolégicas modificadas mediante el agregado de
carbohidratos. Dentro de esta amplia familia de compuestos se incluyen a los gangliésidos, glicolipidos
formados por una porcién ceramida unida covalentemente a un oligosacarido lineal que puede contener
uno o mas residuos de acido sidlico (Sia). Los Sias mas comunes en mamiferos son N-acetilneuraminico
(NAc) y N-glicolilneuraminico (NGc), siendo la Unica diferencia entre ellos el agregado de un atomo de
oxigeno en el residuo N-acetilo del NAc, catalizado por la enzima CMAH (CMP-NAc hidroxilasa).

Los gangliésidos se distribuyen en la superficie celular formando agregados especificos denominados
microdominios de membrana. Como integrantes de estas estructuras, ha sido reportado que participan
como intermediarios en el flujo de informacion que ocurre entre el exterior e interior celular al asociarse
con diversas proteinas de la membrana y modular mltiples rutas de sefializacion.

Debido a una mutacion en el gen CMAH, normalmente no se detectan glicoconjugados que presenten
NGc en los tejidos humanos sanos. Sin embargo, se describié la expresion de este acido sidlico en una
gran variedad de tumores. La hip6tesis mas aceptada para explicar este fendmeno propone que debido a
un incremento en su capacidad metabdlica, las células tumorales son capaces de captar e incorporar NGc
del microambiente, el cual se hace presente debido a la ingesta dietaria en particular de carnes y
leche. Numerosos trabajos indican que la presencia de NGc en células transformadas les proporciona
ventajas adaptativas relacionadas principalmente con la capacidad de evasion del sistema inmune.
Considerando la exclusiva expresion en células tumorales y teniendo en cuenta el papel que
representan para la biologia tumoral, NGc y particularmente el gangliésido NGcGM3 han sido postulados
como blancos especificos contra los cuales dirigir inmunoterapias oncolégicas.

En el presente trabajo se desarrollaron modelos murinos de expresion de NGcGM3 con el fin de llevar
adelante ensayos preclinicos de dos vacunas dirigidas a dicho gangliésido. Adicionalmente, se estudio
la participacion de NGcGM3 en la biologia de las células tumorales utilizando un modelo murino de
melanoma.

Buscando desarrollar modelos murinos de expresion de NGc, mediante la transfeccién de la secuencia de
CMAH se obtuvieron células de melanoma B16 y carcinoma mamario F3Il con expresion de NGcGM3,
denominadas B16-H y F3II-H respectivamente. Un tercer modelo desarrollado consisti6 en la
preincubacién de células de carcinoma pulmonar de Lewis 3LL con NGc purificado (3LL-NGc), de manera
de lograr la expresion de NGcGM3 en la superficie celular.

Los resultados demostraron que la presencia de NGcGM3 en células B16-H induce un incremento en la

expresion de integrina a5 en la membrana plasmatica y, como consecuencia, una mayor capacidad
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adhesiva. Por su parte, se observo el descenso e internalizacion hacia el espacio citoplasmatico de cav-1,
una proteina de membrana involucrada en la organizaciéon de moléculas que participan en procesos de
sefializacién celular. Esto se asocié con una disminuciéon en la expresion de la kinasa Src y la Rho-
GTPasa Racl. Sin embargo, la proliferacion celular se encontré incrementada en estas células sugiriendo
la activacion de vias de crecimiento independientes de anclaje como consecuencia de la expresion de
NGcGM3. En los modelos F3lI-H y 3LL-NGc se observaron resultados similares en cuanto a la
proliferacion y adhesién celular. Los resultados obtenidos sugieren que el aumento de NGcGM3 en la
membrana plasmatica, como posiblemente de otros glicoconjugados con residuos N-glicolilados,
promueve la malignidad celular in vitro mediante la alteracién en la estructura y/o composicion de
microdominios de membrana.

Los ensayos de crecimiento tumoral in vivo permitieron determinar que la tumorigenicidad de células B16-
H y F3II-H, con expresiéon estable de NGcGM3, se encontrd disminuida en comparacién con las lineas
parentales. Cuando F3II-H fue inoculada en ratones atimicos, no se observaron diferencias en las curvas
de crecimiento de los tumores desarrollados al comparar con F3lII. Por otro lado, la incorporaciéon de NGc
a células 3LL incrementé su potencial metastasico, observandose una mayor cantidad de nédulos
formados en el pulmén cuando son inoculadas en animales singénicos por via i.v. Estos resultados
permiten postular que la expresién estable de NGcGM3 en células de melanoma y mama induciria
una respuesta inmunoldgica por parte del animal. Contrariamente, la expresion transitoria, durante los
primeros dias del desarrollo tumoral, podria promover la progresion del tumor.

Por dltimo, los modelos B16-H y 3LL-NGc fueron empleados en la valoracion de la actividad antitumoral de
las vacunas NGcGM3/VSSP y racotumomab, respectivamente. Ambos preparados resultaron efectivos
contra el desarrollo de tumores y dependientes de la expresion del blanco NGcGM3. Se obtuvieron
evidencias que demuestran la factibilidad de la combinacién de racotumomab con quimioterapia estandar,
asi como también la induccién de anticuerpos anti-NGcGM3 capaces de reconocer al tumor luego de
la vacunacién con la misma.

El presente trabajo pone de manifiesto la importancia que presenta el uso de modelos murinos
adecuados en la investigacion oncolégica. Su correcto desarrollo permite comprender el papel que
desempefian blancos especificos como éste en la biologia tumoral, asi como también entender y validar
el mecanismo de accion de terapias novedosas dirigidas contra los mismos. Los datos experimentales
presentados en esta tesis refuerzan el significado biolégico del gangliésido NGcGM3 como un blanco

para inmunoterapia.

Laboratorio de Oncologia Molecular Departamento de Ciencia y Tecnologia Universidad Nacional de
Quilmes
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Introduccion

Participacion de los carbohidratos en la biologia celular

La adicién de carbohidratos a macromoléculas biolégicas es un proceso denominado
glicosilacién, y da lugar a wuna gran diversidad de moléculas conocidas como
glicoconjugados, entre las que se encuentran glicoproteinas y glicolipidos.

La glicobiologia es el area de conocimiento que estudia las caracteristicas y la
participaciéon de los carbohidratos, glicanos y glicoconjugados en la biologia celular.
Constituye un campo de investigacién que demuestra un marcado crecimiento en los Ultimos
anos.

Los glicoconjugados participan en diversos procesos celulares, particularmente en
aquellos que relacionan a la célula con su entorno. Mayormente ubicados en la cara externa
de la membrana plasmética, los glicoconjugados cumplen funciones de receptor, de co-
receptor y de proteccion entre otras. Asimismo, la mayoria de las moléculas que son
secretadas por las células se encuentran glicosiladas, ademas de la presencia de una gran
variedad de glicanos y glicoconjugados en la matriz extracelular tisular. Aln cuando la
glicobiologia encuentra en la actualidad muchas preguntas sin resolver, la glicosilacién
encontrada en tan diversos escenarios bioldgicos constituye un fuerte indicio de la
relevancia que los glicanos y glicoconjugados presentan en la biologia celular y tisular.

Los glicoconjugados se definen por la naturaleza de la molécula glicosilada, pudiendo
tratarse de una proteina o un lipido. Las glicoproteinas son glicoconjugados en el cual la
cadena peptidica tiene unido covalentemente un glicano. Se describen dos tipos de uniones
entre el aminodcido participante y el primer azUcar del oligosacarico dando lugar a las uniones
de tipo N- y de tipo O-. En la union N- el glicano se encuentra unido de manera covalente al
atomo de nitrégeno libre del residuo del aminoacido asparragina. Por su parte, en la union O-
el glicano se encuentra unido al grupo hidroxilo del residuo de una serina o una treonina. Un
tercer tipo de glicoproteinas lo constituyen los proteoglicanos, formados por una o mas
cadenas de glicosaminoglicanos unidas a un nudcleo proteico a través de una regién cuyo
ultimo residuo es una xilosa unida a una serina. Por Gltimo, existen proteinas ancladas a la
membrana celular mediante un puente de glicanos denominado glicofosfatidilinositol (GPI),
formado por la uniéon entre un fosfatidilinositol y una etanolamida unida al grupo
carboxi- terminal de la proteina (figura 1).

Los glicolipidos o glicoesfingolipidos (GSL) (figura 1), resultan de la combinacién
de un glicano y una ceramida, usualmente unidos por intermedio de una glucosa o
galactosa al grupo hidroxilo terminal de la ceramida. La porcion ceramida estd constituida

por un aminoalcohol de cadena larga, denominado esfingosina, unido mediante un enlace
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amida a un acido graso (figura 2). Los glicolipidos pueden ser clasificados a su vez como
neutros o anionicos, y dentro de este tipo se encuentran los sulfatidos y los sialilados,

caracterizados por contener uno o mas residuos de acido sialico.

Gangliésidos

Los glicoesfingolipidos sialilados conforman un grupo de moléculas denominado
gangliosidos. Estos compuestos fueron descubiertos por Ernst Klenk en la década de
1930 cuando analizaba muestras de tejido cerebral de un paciente con la enfermedad de
Tay-Sachs. Klenk encontr6 una sustancial acumulacion de estos glicolipidos en los
ganglios nerviosos, derivando de ahi su nombre (Klenk, 1937; Klenk, 1939).
Posteriormente, conforme avanzaron las técnicas de purificacion, aislamiento y analisis, se
identificaron a los gangliésidos como integrantes de diversos tipos de tejidos, en especial
en aquellos de origen neuroectodérmico. Los gangliésidos son moléculas de naturaleza
anfipatica, constituidos por una porcién hidrofébica dada por la porcion ceramida, y por
una porcion hidrofilica formada por un oligosacarido lineal de hasta cuatro residuos
sacaridicos neutros, junto a uno o mas residuos de 4cido sialico (figura 2) (Svennerholm,
1964).
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glicanos. En la figura se representa la estructura del gangliésido GM2.

Kolter y colaboradores denominaron al proceso secuencial de generacion de los
diversos gangliésidos bajo el término "biosintesis combinacional”, puesto que una gran
variedad de biomoléculas pueden ser generadas mediante la combinacién de bloques
estructurales limitados. Este mecanismo permite la generacion de patrones especificos en
superficies de distintos tipos celulares dependiendo de la disponibilidad de moléculas
precursoras, de la expresion de las enzimas biosintéticas participantes y de los mecanismos
regulatorios que operan sobre ellas (Kolter et al., 2002). Como consecuencia, los
gangliésidos no so6lo se expresan en funcién del tipo celular, sino también diferencialmente
en distintas etapas del desarrollo. Su sintesis es el resultado de un proceso coordinado que
involucra pasos biosintéticos y catabdlicos, asi como también un variado y regulado tréfico
intracelular.

La region hidrofébica que ancla los gangliésidos a la membrana celular se forma en el
reticulo endoplasmico mediante la condensacion entre una serina y una molécula de
palmitoil-CoA. La ceramida consiste en un acido graso que varia en su longitud y
saturacion, y en una esfingosina que difiere en el nimero y posicién de los dobles enlaces y
de grupos hidroxilos. Las glicosilaciones en cambio ocurren en el aparato de Golgi y en el
trans-Golgi (Yamashita et al., 1999). Luego de la formacion de una glucosilceramida
(GlcCer) a partir de la ceramida en la regién citosélica del aparato de Golgi (Coste et al.,
1986; Jeckel et al., 1992), ocurre un movimiento de flip flop hacia el limen del mismo y se

produce el agregado de un residuo de galactosa, formandose asi una lactosilceramida
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(LacCer = Gal-Glc-Cer) (Lannert et al., 1994). En la superficie luminal del Golgi y en las
membranas del trans-Golgi, LacCer es sialilado para formar el integrante mas pequefo y el
precursor biosintético de los gangliésidos: el monosialogangliésido GM3. Posteriormente,
GM3 es convertido por glicosil y sialiltransferasas unidas a membrana, en gangliésidos de
estructuras mas complejas mediante la transferencia secuencial de residuos de glicanos,
incluyendo acidos sialicos (figura 3). En particular, el agregado de un segundo &cido sidlico a
GM3 da origen al disialogangliésido GD3 y un tercer residuo forma el trisialogangliosido
GT3. GM3, GD3 y GT3 son los precursores de las series a, b y ¢ de gangliésidos
respectivamente.

El sistema mas utilizado para nombrar a los ganglioésidos es el sistema de Svennerholm
(Svennerholm, 1963). La letra G designa que el compuesto es un gangliosido. Las letras M,
D o T significan mono-, di- o trisialo respectivamente y se usan para especificar la cantidad de
acidos sialicos presentes en la estructura. Por ultimo, los nimeros 1, 2 o 3 hacen referencia
al orden de migracién en cromatografia en capa delgada, en la cual el 3 representa aquel
gue se encuentra mas proximo al frente de corrida, por contener sélo un residuo de &cido
sidlico agregado al core precursor; el 2 al intermedio, por contener en su estructura un
residuo de GalNAc; y el 1 al que menos migré por ser el mas grande con el agregado de
Gal-GalNAc (figura 3).
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Figura 3] Esquema de sintesis de gangliosidos. La porcion ceramida es convertida
en lactosilceramida, formando asi el nucleo de sintesis de los gangliosidos.
Posteriormente, éste es elongado mediante el agregado secuencial de diversos
residuos para formar los distintos ganglidsidos en el limen del aparato de Golgi.
Las series a, b y ¢ corresponden a compuestos que tienen 1, 2 o 3 residuos de

acido sialico respectivamente, unidos a la Gal del core.

Acidos sialicos

Como se menciond anteriormente, los &cidos sialicos son los elementos distintivos en
la estructura de los gangliésidos. Su nomenclatura convencional incluye el tipo de residuo
sialilado que contiene. De esta manera, si el 4cido sidlico NAc se encuentra presente por
ejemplo en el gangliésido GM2, su denominacion completa es NAcGM2. El término &cido
sidlico proviene del griego "sialos" cuyo significado es saliva. Estos compuestos fueron
descubiertos por Blix en 1936, cuando los aisl6 de mucina bovina de las glandulas
submaxilares (Blix, 1936), y por Klenk, en 1941, al aislar un derivado del &cido neuraminico
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(CgH1708N) a partir de glicolipidos del cerebro de pacientes con la enfermedad de Tay-

Sachs (Klenk, 1941). El &cido sialico mas comun es el acido N-acetilneuraminico,
C11H1909N, abreviado habitualmente como Neu5Ac, NeuNAc, NeuAc, NAc o NANA. En un
principio, los términos acido sidlico y NAc eran sinénimos; sin embargo, la aparicion en los
afos 70 de otros compuestos derivados de este Ultimo, hizo que a partir de entonces no
puedan ser utilizados indistintamente. En la actualidad se conocen mas de 50 integrantes de
la familia de &cidos siélicos.

Los Sias son una familia de monosacaridos acidos de nueve carbonos, seis de los
cuales se ubican formando un anillo (figura 4). Se encuentran muy representados en
glicoconjugados presentes en la membrana plasmatica de células animales (Varki, 1992),
ocupando posiciones terminales como moléculas no reductoras en cadenas de N- y O-
glicanos, y gangliésidos. Si bien son clasificados como carbohidratos, son estructuralmente
distintos al resto de los azucares debido a la complejidad que presentan. Como
caracteristica distintiva contienen un grupo &cido carboxilico en el C-1 y una cadena lateral
de glicerol exociclica. El grupo carboxilico les confiere una carga neta negativa a pH
fisiolégico, caracteristica que modifica las propiedades fisicoquimicas de glicoconjugados
individuales y de la superficie celular en general, permitiendo la interaccibn con otras
moléculas. La posicidn externa de los acidos siélicos en glicoproteinas y gangliésidos de
superficie tiene una gran importancia en biologia celular. De esta manera, estos
monosacdridos acidos pueden interaccionar con los componentes de otras superficies
celulares, sustancias extracelulares y efectores, lo que se evidencia por los multiples eventos
de reconocimiento celular en los que estan implicados (Vimr, 1994; Reglero et al., 1993;
Schauer, 2004).

25 3 1
HOOH

Acido cetodesoxinonulosénico
NAc Kdn
Figura 4] Estructura de dos &cidos sialicos. El acido N-acetilneuramico presenta un
grupo acetilo en posicion 5, mientras que el acido cetononulosonico posee un

grupo oxhidrilo. Se indican las posiciones de los distintos carbonos de la

estructura.
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Todos los miembros de esta familia de glicanos son derivados biosintéticos del NAc, el
cual posee en su C-5 un grupo N-acetilo. La diversidad estructural de estos compuestos
radica en el gran nimero de sustituciones que es posible realizar en los carbonos 4, 7, 8y 9,
y en el grupo amina del C-5. Los grupos hidroxilos presentes en dichas posiciones pueden
ser modificados mediante acetilaciones, fosforilaciones, metilaciones y mediante el agregado
de grupos sulfatos. Adicionalmente, son capaces de establecer distintos tipos de uniones a
las cadenas glucidicas en el C-2 (Varki, 1992).

Los acidos sidlicos libres, derivados ya sea de la biosintesis en el citoplasma
celular o mediante la recuperacion de lisosomas, pueden ser empleados en la sintesis de
glicanos luego de su activaciéon a la forma nucleotidica denominada citidin monofosfato-Sia
(CMP-Sias). Esta reaccion de formacion del sustrato activado ocurre en el ndcleo de la
célula, para luego volver al citosol y ser transportado al aparato de Golgi donde sera
utilizado como donante de alta energia por las sialiltransferasas, para unir el &cido sialico al
glicoconjugado recién sintetizado (Varki, 2001).

A pesar de la existencia de numerosos acidos sialicos, la superficie de la mayoria de
las células de mamiferos estudiadas hasta el momento presentan sélo dos de estos
compuestos: el 4cido sidlico N-acetilneuraminico y el N-glicolilneuraminico (NGc). La
Unica diferencia entre ambos radica en la adicion de un sélo atomo de oxigeno al carbono
del sustituyente acetilo presente en posicion C-5 del NAc (figura 5) (Muchmore et al., 1989).
La sintesis de NGc a partir de NAc se lleva a cabo utilizando la variante nucleotidica CMP-
NAc. La oxidacion del grupo N- acetilo a un grupo N-glicolilo es catalizada por la enzima
CMP-NAc hidroxilasa (CMAH) que transfiere de manera irreversible un atomo de oxigeno al
nucledtido azucarado, generando el producto CMP-NGc. Este dltimo puede luego ser usado
como donor para agregar NGc a moléculas destinadas a la superficie celular. Tanto CMP-
NAc como su derivado glicolilado pueden ser utilizados indistintamente por las enzimas
transportadoras de CMP-Sias del aparato de Golgi y por las sialiltransferasas (Higa y
Paulson, 1985; Muchmore et al., 1989; Kawano et al., 1994).

Como se mencion6 previamente, la enzima CMAH es la responsable de la sintesis de
NGc. Esta monoxigenasa citosélica actia como parte de un complejo multienzimético
formado ademas por el citocromo b5 y por citocromo b5 reductasa dependiente de
NADH (Kozutsumi et al., 1990). Posee ademas un motivo capaz de unir atomos de hierro y
azufre, considerado critico para el desarrollo de la actividad enzimética (Schlenzka et al.,
1996). Muchmore vy colaboradores demostraron que la afinidad de CMAH por CMP-NAc
involucra tanto el reconocimiento especifico de la base pirimidinica como del motivo
fosfato (Muchmore et al., 1989).
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Figura 5] Sintesis de NGc a partir de NAc. Estructura de los acidos sialicos N-acetil
y N-glicoliineuraminico. La unica diferencia entre ellos radica en el a&tomo de
oxigeno agregado en el grupo N-acetilo de la posicion C-5 por el complejo

enzimatico CMAH.

Los primeros investigadores en trabajar con &cidos sidlicos descubrieron que,
contrariamente a lo que ocurre en otros mamiferos, NGc representa menos del 0.1% del
total de &cidos sidlicos en tejidos humanos. Sumado a este hecho, las cantidades de NAc
son mucho mas elevadas que en el resto de los mamiferos. En el afio 1998, dos grupos de
cientificos independientes concluyeron que el gen de CMAH se encuentra mutado en seres
humanos (Irie et al. 1998; Chou et al., 1998) debido a la delecién de un fragmento de 92
pares de bases en una region codificante de la enzima. Esta region se corresponde con el
exon 6 de la secuencia murina, critico para la funcionalidad de la misma (Schlenzka et al.,
1996). Como consecuencia de esta delecion se provoca un corrimiento en el marco de
lectura del gen, desencadenando en una terminacién prematura de la traducciéon (Chou et
al., 1998). Todos estos estudios permitieron postular que la ausencia de NGc en humanos

se debe a la ausencia de CMAH funcional (figura 6).
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Figura 6] Representacion de la mutacion de CMAH descrita para seres humanos.
La comparacion de las secuencias de los genes humanos y murino demostré una

delecion de 92 pb que genera un producto truncado. Modificado de Varki, 2001.

Funcidn biolégica de los gangliésidos

Una vez finalizada la sintesis de gangliésidos, éstos alcanzan la superficie celular
mediante transporte vesicular de la via secretora. La orientacién que presentan durante su
sintesis permite luego que las cadenas de glicanos agregadas queden expuestas hacia el
exterior celular, enfrentando de esta manera el medio extracelular donde desempefaran
sus funciones bioldgicas.

A los gangliosidos se les han atribuido multiples funciones en los sistemas bioldgicos,
tales como receptores de bacterias y de diversas toxinas bacterianas (Takamizawa et al.,
1986; Karlsson, 1989), de virus (Markwell et al., 1981), participacion en adhesién celular
y modulacién del crecimiento. También son muy importantes como moléculas sefializadoras,
actuando como transmisores de sefiales intracelulares (Hakomori e Igarashi, 1993;
Yates y Rampersaud, 1998). Los gangliésidos desempefian un papel fundamental en la
formacion de los cuerpos celulares neuronales (Kotani et al., 1993) y en la transmision
del impulso nervioso (Lo et al, 2006). Constituyen moléculas esenciales en el
mantenimiento de la homeostasis de las funciones biol6gicas puesto que su estructura sufre
diversas alteraciones durante el desarrollo celular, la diferenciacion, la ontogenia, las
transformaciones oncogénicas y el envejecimiento, lo cual evidencia una accién
reguladora por parte de estas moléculas sobre las funciones asociadas al crecimiento
celular (Hakomori, 1985; Saito, 1993).
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Una clasificacion amplia engloba estas funciones biologicas de los gangliésidos como
moduladores de procesos celulares en dos categorias principales. Por un lado median
interacciones célula-célula a través de la union a moléculas en células vecinas mediante
asociaciones entre sus cadenas de oligosacaridos (reconocimiento trans). Por otro lado,
modulan la actividad de proteinas ubicadas en la misma membrana plasmética (modulacion
cis) (Todeschini y Hakomori, 2008).

Resultados experimentales in vitro, demuestran que la expresion de gangliésidos no es
determinante para la sobrevida celular. Mediante el empleo de inhibidores quimicos o el
silenciamiento génico de enzimas involucradas en su sintesis, las células que no expresan
gangliésidos pueden sobrevivir e incluso proliferar y diferenciarse in vitro. Sin embargo, los
gangliésidos han demostrado ser elementos de importancia para la correcta estructuracion de
los tejidos, al encontrarse involucrados en la modulacion de las interacciones entre células en

un organismo multicelular.

Participacion de los gangliésidos en microdominios de membranay glicosinapsis

Los ganglidsidos se distribuyen en la superficie celular formando agregados especificos
denominados microdominios de membrana. Resultados observados por Jain y White, relativo
al comportamiento de la membrana plasmética en ciertas circunstancias, no se lograban
explicar enteramente mediante el modelo de mosaico fluido propuesto por Singer y Nicolson
en 1972, el cual postula una distribucion aleatoria de las proteinas de la membrana en un mar
homogéneo de lipidos. Estas observaciones derivaron en la propuesta en 1977 de la
existencia de arreglos de membrana denominados originalmente "Modelo de plato”, en el
cual se plantea que las regiones ordenadas y rigidas de la membrana se encuentran
separadas entre si por zonas desordenadas Yy fluidas (Jain y White 1977). Las unidades
estructurales y funcionales que componen este modelo poseen un rol en las interacciones
celulares y en el transporte, y demuestran cooperativismo entre ellas con el propdsito de
mantener la funcion biolégica de las membranas. Posteriormente, se descubre la existencia
de vias de sefalizacion desencadenadas a partir de ciertas zonas presentes en la
membrana plasmatica como consecuencia de la observacion de dos hechos puntuales: la
inhibicién de la actividad tirosin kinasa de receptores de factores de crecimiento producida
por gangliésidos cercanos (Bremer et al., 1984), y la asociacion de la actividad de la kinasa
Src con receptores anclados a la membrana mediante el motivo GPI (Stefanova et al., 1991).

Es asi como surge el término "microdominios de membrana" para definir estructuras
gue constituyen regiones especificas de la bicapa lipidica en donde se producen
interacciones entre diversas moléculas y cuyo agregado en estructuras mas complejas
recluta moléculas involucradas en vias de sefalizacion, para luego iniciar cascadas

intracelulares. Esta idea particular se fundamenta en la existencia de anticuerpos que
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inducen el agregado de gangliésidos con la consecuente activacion de vias de sefializacion
asociadas a dichos microdominios (Tillack et al., 1983; Rock et al., 1990).

Un tipo particular de microdominios involucrado en adhesion celular, principalmente
adhesion mediada por gangliésidos y acoplada a sefializacién, fue descrito luego como
consecuencia de los trabajos publicados por Iwabuchi y Hakomori entre fines de los afios
1990 y principios del 2000 (Iwabuchi et al., 1998a y Iwabuchi et al., 1998b; Hakomori et
al. 1998; Hakomori, 2000). ElI camino que les permiti6 convertirse en los pioneros en
determinar el rol funcional de los gangliésidos en los procesos adhesivos comenzd con el
conocimiento de la existencia de microdominios de membrana especificos, denominados
caveolas y rafts lipidicos. Los primeros se describen como invaginaciones de membrana
morfolégicamente distintas (Yamada, 1955), siendo su caracteristica principal la presencia
distintiva de la proteina caveolina como componente estructural (Okamoto et al., 1998). Se
ha demostrado mediante numerosos estudios que las caveolas participan en procesos de
endocitosis celular (Smart et al., 1996; Vey et al., 1996) asi como también en transduccién de
sefiales (Liu et al., 1996; Mineo et al., 1996) al interactuar con diversas moléculas como ser
pequefias proteinas G, kinasas de la familia de Src y Oxido nitrico sintasa endotelial
(Okamoto et al., 1998). Por su parte, los rafts lipidicos poseen caracteristicas bioquimicas
y funcionales similares a las caveolas pero carecen de caveolina como proteina estructural,
no formando invaginaciones en la membrana plasmatica (Parton y Simons, 1995).

Los resultados obtenidos por Iwabuchi demostraron que existe una diferencia en la
composicion lipidica entre fracciones enriquecidasen ganglidsidos o en caveolina, y que sus
funciones se encuentran significativamente diferenciadas. Ni los microdominios rafts lipidicos
ni las caveolas participaban en la adhesion celular, en particular aquella dependiente de
carbohidratos.

De esta manera, los microdominios dominados por gangliésidos involucrados en
adhesion y sefalizacion celular fueron posteriormente denominados "glicosinapsis" o
"micodominios glicosinapticos" por el Dr. Hakomori en 2002, en analogia con la
"inmunosinapsis" en donde se describe el complejo mecanismo molecular que se encuentra
asociado al receptor de linfocitos T (Hakomori, 2002).

En su trabajo, Hakomori postula la siguiente clasificacién de glicosinapsis en funcion de

su estructura y funcion (Hakomori, 2002):

- Glicosinapsis tipo I: clusters de GSL asociados con transductores de sefiales. Los GSL

estan involucrados en la adhesion entre células a través de interacciones carbohidrato-
carbohidrato o mediante interacciones con proteinas capaces de reconocerlos.

- Glicosinapsis tipo Il: glicoproteinas tipo mucinas con O-glicanos asociados a kinasas de
la familia Src. Las glicosinapsis de este tipo participan en adhesion mediada por residuos de
azlcares a traveés de Selectinas y Siglecs, con consecuente sefializacion que induce cambios

fenotipicos en la célula.
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- Glicosinapsis tipo Ill: formadas por un complejo entre integrinas N-glicosiladas, tetraspanina
y gangliésidos, involucarado en la adhesiéon celular a la matriz mediante carbohidratos.

En la figura 7 se muestra un esquema de cada tipo de glicosinapsis.
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Figura 7| Representacion de los tipos de glicosinapsis propuestos por Hakomori.
(A) Glicosinapsis tipo I: basada en interacciones entre los carbohidratos presentes
en GSL (i) 6 entre carbohidratos y sus receptores (i), con consecuente sefializacion
(TD). (B) Glicosinapsis tipo II: interacciones entre O-glicanos presentes en mucinas

y sus receptores acoplados a sefializacion. (C) Glicosinapsis tipo Ill: establecidas




Interaccién de gangliésidos con proteinas de membrana

Los gangliésidos actian como intermediarios en el flujo de informacion que ocurre
entre el exterior e interior celular de diversas maneras. En la glicosinapsis, en particular como
integrantes de los tipos | y lll, se encuentran principalmente involucrados en adhesion celular
y posterior sefializacion. Sin embargo, su participacién también ha sido descrita en otros
microdominios como caveolas y rafts lipidicos, cumpliendo funciones de estructura y
sefializacién al asociarse a distintos componentes proteicos y lipidicos de la membrana

(figura 8).

g Glicerofosfolipido g Esfingomielina

%Gangliésido (GMm1) a Colesterol

; Caveolina

Esquema de una caveola en donde se representa la estabilizacion de la misma por
una capa de filamentos formados por oligomeros de la proteina caveolina. Existe
una distribucion asimétrica de gangliésidos en la estructura, con una mayor
concentracion de los mismos en zonas de la membrana con curvatura positiva. (B)
Representacion de un raft lipidico en el cual se forma un complejo de sefializacion
dado por la asociacion entre el receptor de EGF, caveolina-1, tetraspanina CD82 y

el gangliosido GM3. Modificado de Sonnino y Prinetti, 2009.
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Uno de los ejemplos mas estudiados lo constituye la interaccion entre el ganglidsido
GM3 vy el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el cual fue identificado como
un blanco de la accién inhibitoria por parte de GM3 (Bremer et al., 1984; Bremer et al., 1986).
Este glicolipido altera la capacidad de autofosforilacion del receptor sin existir competencia
con el ligando EGF por el sitio de unién (Hanai et al., 1988; Song et al., 1991) y sin alterar su
dimerizacién (Zhou et al., 1994). El grupo de Huang, describié recientemente que la inhibicién
de EGFR induce la inactivacion de la via de sefializacion mediada por PI3K/AKT en un
modelo murino de hepatoma (Huang et al., 2013). Otros gangliésidos presentan un efecto
mucho menor en la actividad de EGFR, indicando una interaccion altamente especifica
con este gangliésido en particular (Bremer et al., 1986; Miljan et al., 2002). El
mecanismo molecular de esta asociacion enfatiza la importancia de la interaccion cis entre
los carbohidratos presentes en GM3 y los N-glicanos del receptor, ricos en residuos GlcNac
(Yoon, 2006a; Yoon, 2006b; Guan, 2011).

Adicionalmente, diversos estudios demuestran que GM3 se une al receptor de insulina
mediante una interaccion electroestatica entre el residuo lisina 944, con carga positiva, y el
acido sidlico, con carga negativa (Kabayama et al., 2007). En las células de adipicitos 3T3-L1,
Kabayama y colaboradores demostraron que la resistencia a insulina se acompafa de un
incremento en la enzima GMS3 sintasa, con el consecuente aumento en los niveles de GM3.
Como consecuencia, se produce una mayor asociacién entre GM3 y el receptor de insulina,
y un descenso entre éste y caveolina-1. De esta manera, GM3 induce un desplazamiento
del receptor de insulina hacia el exterior de los microdominios caveolas, impidiendo su
correcta interacciéon con los efectores celulares que desencadenan las vias de sefializacion en
respuesta a insulina.

Existen también interacciones entre ciertos gangliosidos y componentes del sistema
nervioso central. La evidencia experimental permite postular que GM1 actia como un
factor neurotréfico, ejerciendo un efecto contra el dafio neuronal posiblemente a través de
receptores Trk (Favaron et al., 1988; Skaper et al., 1989; Ferrari et al., 1993; Ferrari et al.,
1995), responsables de la unién al factor de crecimiento neuronal (NGF por sus siglas
en inglés). Trabajos realizados en células PC12, una linea celular de rata ampliamente
utilizada en estudios de diferenciacion neuronal, demostraron que el agregado exdgeno de
GM1 estimula la actividad del receptor Trk en presencia de NGF (Farooqui et al., 1997),
ademas de unirse especificamente al mismo (Mutoh et al., 1995). Esta capacidad de unién
y activacion de distintos miembros de la familia Trk también se demostré en otros tipos
celulares (Rabin et al., 2002), en tejido cerebral (Duchemin et al., 2008) y en modelos in vivo
(Mo et al.,, 2005). Sumado a estos resultados, se ha reportado que los receptores Trk se
encuentran asociados con rafts lipidicos (Pereira y Chao, 2007), lo que indica que la

ubicacion en zonas enriquecidas en GSL es relevante en la regulacion de su funcion biologica.
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Previamente se describi6 el término glicosinapsis como un microdominio de membrana
involucrado en la adhesién celular dependiente de carbohidratos, a través de interacciones
entre GSL en general y receptores proteicos involucrados en adhesién. Particularmente, la
glicosinapsis tipo Ill se caracteriza por la presencia de dominios ricos en ganglidsidos y
tetraspaninas, proteinas integrales de membrana altamente hidrofébicas capaces de
interaccionar fuertemente con éstos  (Kawakami et al.,, 2002).La asociacion entre
tetraspaninas e integrinas ha sido reportada (Hemler, 1998), mas aun, se ha demostrado que
la tetraspanina CD9 y las subunidades a3 y a5 de integrina colocalizan en la glicosinapsis
(Prinetti et al., 2009). En lineas celulares con altos niveles de GM3, éste modula la asociacion
entre CD9 e integrina, estabilizandola. Mediante microscopia confocal y ensayos de con
inmunopresicipitacién sedemostro la formacién de complejos multimoleculares integrados por
integrinas a3B1 6 a5B1, CD9 y GM3 (Miura et al., 2004; Mitsuzuka et al., 2005). El grupo
de Mitsuzuka demostr6 en un modelo de cancer vesical, que la formacion de dichos
complejos conduce a la regulacion negativa de la sefializacibn mediada por integrinas,
al inducir la inactivacion de Src mediante su fosforilacion en la tirosina 527. La familia de
proteinas tirosin kinasas Src se encuentra involucrada en diversas funciones celulares como
ser respuesta mitogénica a factores de crecimiento, migracion celular, transicion epitelio-
mesenquimal y transformacidon neoplasica. Por su parte, Csk es el principal regulador
negativo de esta familia de kinasas (Ingley, 2008). La inactivacion inducida por GM3 se
produce como consecuencia de la translocacion de la kinasa Csk a los microdominios ricos
en el gangliésido. Como consecuencia de la inhibicion de Src se produce una disminucién de
la movilidad celular (Mitsuzuka et al., 2005).

Esta inactivacion de Src no ocurre en presencia de otros gangliésidos relacionados
a GM3 como ser GM1 y GD1a (lwabuchi et al., 2000). Los resultados obtenidos demuestran
que la funcién biologica de las glicosinapsis de este tipo, es decir la maquinaria de
sefializacion derivada de integrinas, se encuentra modulada por complejos de membrana
gue contienen gangliésidos especificos, sugiriendo la existencia de interacciones puntuales

entre los residuos sacaridicos presentes en ambas partes.

Cancer

El término céncer se utiliza para definir a un conjunto de méas de 100 enfermedades
caracterizadas por un crecimiento anormal de las células, que no respeta los patrones
establecidos por el organismo y varian notablemente en cuanto a su desarrollo y respuesta
al tratamiento. Es importante destacar que no todos los tumores dan origen a la enfermedad
cancer. Las neoplasias pueden catalogarse en benignas y malignas diferenciandose
principalmente en su comportamiento biolégico. En las neoplasias benignas las células

suelen dividirse lentamente y ser similares a las normales, los tejidos mantienen su
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arquitectura y el tumor esta restringido a la zona donde se inici6 su proliferacion,
manteniendo un limite definido con los tejidos que o rodean. Esta caracteristica es tal vez la
mas importante, puesto que los tumores benignos no son capaces de diseminarse a otros
sitios del organismo. Por su parte, las neoplasias malignas o cancerosas, estan constituidas
por células que tienden a perder su diferenciacion y que se dividen rapidamente o de
manera erratica. Tienen la capacidad de infiltrar e invadir tejidos sanos cercanos, y
eventualmente dispersarse en el organismo a través del sistema circulatorio o linfatico para
dar origen a la formacion de focos secundarios de implantacion o metastasis.

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo
responsable de aproximadamente 8 millones de defunciones en el afio 2008 (13%)
(Proyecto Globocan, Organizacion Mundial de la Salud, 2008). Particularmente en Argentina,
el cancer es la segunda causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares.
Segun la Agencia internacional de Investigacion sobre el cancer (IARC), en el afio 2008 se
produjeron en nuestro pais cerca de 105.000 nuevos casos de tumores malignos, lo que
permitio calcular una incidencia de 206 casos por afio cada 100.000 habitantes, de los cuales
un porcentaje un poco mayor al 50% resultaron fatales. La mortalidad por cancer en
hombres argentinos se debe principalmente a cancer de pulmén, colorrectal y proéstata,
mientras que en el caso de las mujeres de debe a cancer de mama, seguido de pulmoén y
colorrectal. En magnitud, el volumen mas importante de nuevos casos corresponde a cancer
de mama, con més de 18.000 casos nuevos por afio, seguido por cancer de prostata, con
13.000 casos reportados en 2008, excluyendo céancer de piel no melanoma. A pesar de
presentar la mayor incidencia, la mortalidad por cAncer de mama en Argentina ha disminuido
en forma sostenida y estadisticamente significativa desde el afio 1996 (Boletin de vigilancia
epidemiolégica, INC, 2013).

El cancer constituye, junto con las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), una las cuatro principales Enfermedades
No Transmisibles, presentando factores de riesgo comunes como el tabaco, una dieta no
saludable, obesidad e inactividad fisica. En el afio 2005 se llevé a cabo en Argentina una
encuesta nacional de factores de riesgo encontrandose resultados tan sorprendentes como
registros de sobrepeso y obesidad en el 50% de los entrevistados, presion arterial elevada en
el 35% de los casos, un consumo de tabaco en el 34% de las personas entre 18 y 64 afos, y
un porcentaje de baja actividad fisica en el 46% de las personas (Abriata G, 2009). Se
estima que las defunciones por cancer a nivel mundial continuaran incrementandose, con
una proyecciéon de 12 millones para el afio 2030 por lo que se hace sumamente importante
destinar esfuerzos a prevencion y desarrollo de nuevos tratamientos.

El cancer es una enfermedad compleja en donde intervienen factores propios tanto de
las células malignas como del microambiente tumoral. El desarrollo exitoso de esta patologia

no depende solamente de las alteraciones moleculares que operan en las células malignas.
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Ademas, se hace necesaria la participacion del organismo que lo alberga. Involucra cambios
genéticos, fisioldgicos, inmunolégicos y anatdmicos complejos, que son dificiles de atacar en
conjunto. Actualmente esté tratando de cambiarse la visién que se tiene de esta enfermedad
de modo de considerar al cancer como una dolencia crénica, con la cual el paciente debe
convivir. En este sentido, el enfoque terapéutico se orienta a focalizar los tratamientos no
s6lo en el tumor sino también en aspectos relativos a la invasion de los tejidos sanos, a la
respuesta inmunolégica del paciente y a los componentes genéticos propios de cada paciente.

Durante el desarrollo de esta tesis se trabajé principalmente con dos variantes
tumorales: cancer de pulmoén y melanoma. A continuacion se definirdn y explicaran cada una

de estas neoplasias.

Céncer de pulmon

Este tipo de céancer representa uno de los tumores con mayor impacto negativo tanto en
la sobrevida como en la calidad de vida de los pacientes oncoldgicos que lo padecen. Si se
consideran todos los estadios que puede presentar, la sobrevida a cinco afios es menor al
13%. Los estudios epidemiolégicos demostraron la existencia de una clara correlacion entre
factores ambientales, como la exposicion al tabaco, y el desarrollo de cancer de pulmén,
poniendo de manifiesto que no solo los fumadores son susceptibles a desarrollar la
enfermedad, sino también aquellas personas expuestas pasivamente al tabaco.

El cancer de pulmoén se divide en dos tipos en funcién de como se clasifican las células
en las que se origina: carcinoma de células pequefias (SCLC, de small cell lung cancer) y
carcinoma de células no pequefias (NSCLC, de non- small cell lung cancer). El diagndstico
adecuado entre ambos tipos, asi como también la correcta estadificacion del tumor, tienen
importantes implicancias terapéuticas puesto que las opciones de tratamiento y el prondstico
son diferentes de acuerdo al tipo y estadio tumoral.

La variante NSCLC es la mas frecuente, con una incidencia de aproximadamente el
85% de los pacientes diagnosticados con céancer de pulmén. Se divide a su vez en tres
subtipos principales segun el tipo celular que le da origen: adenocarcinoma, carcinoma
escamoso o epidermoide y carcinoma de células grandes (figura 9). El adenocarcinoma es el
subtipo mas frecuente y representa aproximadamente el 40% de todos los carcinomas de
células no pequefias. Se origina en las células secretoras de mucinas del tejido pulmonar. Si
bien estd asociado al habito de fumar, es el tipo més representado en personas que no
tienen esa adiccidon. El carcinoma escamoso por su parte, representa el 30% de los
tumores de este tipo, y es el que tiene mayor asociacion con el tabaco. Se origina cuando el
epitelio cilindrico de los bronquios pierde sus cilios, transformandose en escamoso. Presenta
células con distinto grado de diferenciacion, siendo las mas diferenciadas productoras de

gueratina. Por ultimo, el carcinoma de células grandes representa el 20% de los NSCLC. Se
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diferencia de los dos anteriores por su histologia, puesto que no se trata de células
secretoras de mucinas ni se asemejan a células escamosas con queratina. Cuando se
observa en un microscopio, el carcinoma de células grandes consiste en una gran cantidad
de células anormales con grandes areas de muerte celular en el centro. Existen ademas
variantes de NSCLC que se presentan con menor frecuencia y son: carcinoma

adenoescamoso, indiferenciado y bronqueoalveolar.
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Figura 9] Iméagenes histologicas de los distintos tipos de NSCLC. (A)

Adenocarcinoma. (B) Carcinoma escamoso o epidermoide. (C) Carcinoma de

células grandes.

El carcinoma de células pequefas representa entre el 15 y el 20% de los canceres de
pulmon diagnosticados. Se produce como consecuencia de alteraciones en células de origen
neuroenddcrino. Generalmente se ubica peribronquial, formandose hacia el pulmén. Al
observarlas en el microscopio, las células de SCLC son realmente pequefias y de forma
ovalada. Se diferencia del NSCLC por su rapido crecimiento y el desarrollo de metastasis en
otros sitios del organismo. Sin un tratamiento adecuado, la expectativa de vida de los
pacientes diagnosticados es menor a un mes. A pesar de su rapido crecimiento y agresividad,
el carcinoma de células pequefias responde a los tratamientos quimio y radioterapéuticos,
y raramente se realiza cirugia debido a su localizacion de dificil acceso en el tejido
pulmonar. Sin embargo, esto no necesariamente se correlaciona en un incremento de la
sobrevida. Al momento del diagndstico es muy frecuente que se encuentre diseminado ya
gue por su ubicacién no genera sintomas hasta que se ha esparcido.

Las estrategias terapéuticas convencionales incluyen la administracion de quimio y/o
radioterapia, y en los estadios mas tempranos la extirpacién por cirugia. Existen varios
agentes quimioterapéuticos eficaces en ambos tipos de cancer de pulmén. Los més activos
pertenecen a la familia del platino, y son cisplatino y carboplatino, este ultimo anélogo del
primero. No existen diferencias terapéuticas entre los tres subtipos de carcinoma pulmonar
de células no pequefias, siendo la cirugia el tratamiento principal, particularmente para

aquellos pacientes cuya enfermedad fue detectada en etapas tempranas.

Melanoma
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El melanoma es un tipo de neoplasia que se origina en los melanocitos, células
responsables de la pigmentacion, derivadas de la cresta neural y que se ubican en la capa
basal de la epidermis. La funcion biolégica de estas células consiste en proteger la piel de la
radiacion ultravioleta (UV), mediante la secrecién de melanina. Los melanomas pueden
originarse en la piel, las mucosas y con menor frecuencia en los ojos, el sistema nervioso
central y el oido interno. Presentan ademas una alta capacidad para formar metéstasis. Junto
con el carcinoma basocelular y el espinocelular, forman las patologias oncolégicas de la
piel.

El melanoma es el tipo de neoplasia que mas ha incrementado su incidencia en las
Ultimas décadas, especialmente en la poblacién caucésica cercana a los tropicos o el
Ecuador, siendo responsable de casi el 90% de las muertes producidas por los tumores
cutaneos malignos, aun cuando representa un porcentaje menor al 5% de todos los canceres
de piel. Actualmente se acepta que el factor ambiental que mas influencia presenta en la
incidencia del melanoma es la radiacion UV (Narayanan et al., 2010; Kanavy vy
Gerstenblith 2011). La relacién directa que existe entre embos se basa en que ésta Ultima es
capaz de inducir dafio en el ADN de las células, conduciendo a mutaciones en la piel que
derivan en la patologia neoplasica. Como ejemplo, ha sido demostrado que el gen p53, con
frecuencia mutado en melanoma, se ve afectado directamente por la radiacién UV (Ouhtit et
al., 1998).

A diferencia de lo que ocurre con otras neoplasias, se conocen los distintos pasos que
conducen a la generacion de un melanoma maligno. El proceso de melanogénesis
comprende un conjunto de lesiones graduales que comienzan en un nevo benigno hasta
finalizar en un melanoma metastasico. Debido a que los melanocitos tienen la capacidad
Unica de producir melanina, la proliferacién de un melanoma resulta evidente, permitiendo
también el seguimiento de las lesiones formadas. Esta caracteristica permitié establecer
seis estadios durante la transformacion maligna de los melanocitos (figural0):

1. Adquisicién de un nevo melanocitico comun.

2. Nevo melanocitico con hiperplasia.

3. Nevo melanocitico con diferenciacion aberrante y estructura nuclear atipica,
displasia de melanocitos.

4. Fase de crecimiento radial del melanoma primario.

5. Fase de crecimiento vertical del melanoma primario.

6. Melanoma metastésico.
La formacién de un nevo melanocitico representa el paso inicial en la proliferacion de

los melanocitos. Las células que lo conforman derivan de melanocitos ubicados en la capa

basal de la epidermis, que proliferan de manera controlada a lo largo de la union entre la
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misma y la dermis. En este estadio, las lesiones puede permanecer estable o pueden
continuar con su crecimiento siguiendo las vias de diferenciacion normales que conduciran
a la desaparicion del lunar, o una diferenciacion aberrante que inducira una displasia en
los melanocitos con cambios celulares y funcionales irreversibles. En la fase de crecimiento
radial, se produce una proliferacion secuencial de los melanocitos displasicos, pero a
diferencia de los estadios anteriores, ocurre de manera indefinida y descontrolada. Esta fase
constituye la primera etapa que conduce al cancer melanoma puesto que las células
adquieren autonomia de crecimiento. Sin embargo, las células se multiplican en las capas
més superficiales de la piel, sin invadir las méas profundas, y puede durar varios afios con
poca posibilidad de dar metéstasis. Un melanoma en fase de crecimiento radial puede
curarse con procedimientos sencillos. A partir de este estadio, la enfermedad puede
convertirse en metastasica al avanzar a la fase de crecimiento vertical, en la cual las células
tumorales cambian la tendencia a crecer en superficie y se transforman en células invasoras
gue pueden ocupar capas mas profundas de la piel, atravesar la membrana basal, tomar
contacto con los vasos sanguineos y linfaticos, y diseminarse a otros sitios del organismo

generando metastasis (Clark et al., 1984; Ackerman, 1980).

Nevo Displasia Crecimiento Crecimiento Melanoma

Fase henigno melanocitica radial vertical metastasico

Epidermis

Membrana
hasal

Dermis

Figura 10] Formacion de un melanoma maligno. Representacion de los distintos

estadios que conducen a la formacion de un melanoma maligno.

Debido a su ubicacion superficial, el tratamiento de los melanomas es esencialmente
quirargico, removiendo un margen de tejido circundante al tumor junto con el mismo. Los
pacientes sometidos a cirugia del tumor primario que presentan riesgo de recaida son
susceptibles al tratamiento con terapias adyuvantes que consisten principalmente en la

administraciéon de Interferén-a. El tratamiento més adecuado para el melanoma en estadio
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avanzado también consiste en la reseccién quirargica del tumor, sin embargo muy pocos
pacientes son buenos candidatos para esta opcion. En los casos en los que no es aplicable
la cirugia se recurre a la administracion de quimioterapia con dogas antineoplasicas que
comprenden dacarbazina, cisplatino, vinblastina y paclitaxel entre otros. Si bien el tratamiento
combinado con varias drogas demostré tasas de respuesta mejores que el tratamiento
individual, estos valores no superaron el 40%, no obteniéndose diferencias significativas en
la sobrevida de los pacientes (Dunki-Jacobs et al., 2013). La radioterapia no es aplicada de
rutina para el tratamiento de melanoma, puesto que la tasa de respuesta es muy baja. De
hecho, el melanoma es considerado una patologia resistente a la radiacion. No obstante,
esta estrategia se ha empleado en algunos centros salud con el objetivo de mejorar la
diseminacion locorregional. En el afio 2012 se publicaron los resultados del primer ensayo
clinico randomizado que demostré un beneficio de la radioterapia como terapia adyuvante
en pacientes con melanoma con metastasis en nédulos linfaticos (Burmeister et al., 2012).

La comprension de los mecanismos moleculares que conducen al desarrollo del
melanoma, como asi también la profundizacion en el entendimiento de la participacion del
sistema inmunologico en su relacién con esta enfermedad, fueron la base del desarrollo de
novedosas estrategias antitumorales. Ipilimumab, un mAblgG1 k dirigido contrael antigeno
CTLA4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), fue el primer agente en ser aprobado por la
agencia regulatoria FDA en 2011 para el tratamiento del melanoma metastasico (Hodi et al.,
2010). CTLA4 participa activamente en los procesos de tolerancia inmunolégica siendo uno
de los reguladores negativos principales de la respuesta antitumoral mediada por linfocitos T
(Brunet et al, 1987). Su bloqueo a través del Ipilimumab, incrementa la respuesta T
antitumoral e impide la recurrencia del tumor al inducir la secrecién de Interferén y (IFN-y)
(Hurwitz et al., 2000; Paradis et al., 2001). En el mismo afio, un segundo agente terapéutico
fue aprobado como indicacién para el tratamiento de melanoma metastasico. Verumafenib
inhibe la progresion tumoral en células de melanoma que presentan la mutacion BRAF
V600, reportada entre el 40 y 60 % de los melanomas cutaneos (Davies et al.,
2002; Curtin et al, 2005). Los ensayos clinicos actuales buscan evaluar la efectividad de
la combinacién de ipilimumab con otras alternativas terapéuticas como ser terapias
especificas (Verumafenib), quimio y radioterapia e IFN-y (Gogas et al., 2013).

A pesar de los avances en el tratamiento del melanoma y de los ensayos en fase
clinica que se encuentran en curso, las opciones terapéuticas para la enfermedad en
estadios avanzados son limitadas. Como consecuencia, el melanoma es considerado uno de

los tumores malignos de mas dificil tratamiento.

Biologia del cancer

Las mutaciones principales que conducen a la transformacion celular ocurren en
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genes vinculados directa o indirectamente con la regulacion de mecanismos de recambio
celular. De esta manera, ademas de la existencia de alteraciones genéticas que le permiten a
una célula tumoral evadir los controles normales de division y proliferar indefinidamente,
existen otras relacionadas con la alteracion de genes que participan en los procesos de
apoptosis y reparacién del ADN. Es asi como ocurre la activacion de protooncogenes en
oncogenes que dan a la célula una capacidad de crecimiento anormal; la inactivaciéon de
genes supresores de tumores que normalmente inactivan o detienen el crecimiento de
células normales; se omiten genes que conducen a la célula a morir por apoptosis o se
desregulan otros implicados en la senescencia celular, y se incrementa la capacidad de
generacion de nueva vasculatura para nutrirse.

Estas mutaciones en las vias de sefalizacion pueden resultar en el silenciamiento
0 en la sobreexpresion de ciertas moléculas, alterando drasticamente el perfil de expresion
de la célula transformada con respecto a una célula normal. Muchos de estos cambios se
asocian directamente con la adquisicién de nuevas capacidades por parte de la célula
tumoral.

Los antigenos derivados de la sobreexpresion de denominan antigenos asociados a
tumor (AAT) y constituyen elementos no alterados de la biologia celular pero cuya expresién
se encuentra exacerbada en una célula tumoral pudiendo ser reconocidos por el sistema
inmune del paciente. Los antigenos especificos de tumor (AET) por su parte, aparecen
exclusivamente en la célula transformada como consecuencia de las alteraciones genéticas
gue ocurren, constituyendo antigenos Unicos (Steplewski et al., 1979). La sobreexpresion de
gangliésidos en tejidos tumorales constituye un ejemplo de AAT (Fredman et al., 2003),
mientras que la presencia del antigeno TIM-3 (T cell immunoglobulin mucin-3) puede
considerarse un ejemplo de AET en leucemias mieloides agudas (Kikushige et al., 2010).

Las modificaciones gendmicas descritas constituyen los pasos iniciales de la
transformacién neoplasica. El desarrollo del fenotipo transformado involucra gran cantidad de
mutaciones posteriores que le permitirdn al tumor adquirir caracteristicas fenotipicas
relacionadas con la capacidad invasiva y metastdsica que terminan eventualmente por
comprometer la vida del paciente. Estos cambios subsiguientes pueden involucrar
alteraciones en el perfil de expresién de proteinas de membrana como moléculas de
adhesion (Meier et al., 2006), sintesis de polipéptidos con accién angiogénica (Melnikova et
al., 2008) e incremento de la secrecién de proteasas que degradan la matriz extracelular
(Ripoll et al., 2006).

Glicosilacion aberrante en tumores

Ademas de presentar variaciones en los niveles de expresion de diversas proteinas, las

células tumorales encuentran alterado el perfil de modificaciones post-traduccionales de las
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mismas, asi como también el procesamiento de lipidos. Como se menciond antes, la
glicosilacién constituye la modificacion covalente mas comdn que ocurre en estos
compuestos celulares luego de su sintesis. La existencia de una glicosilacion alterada es una
caracteristica prevalente en las células tumorales.

Al igual que las células normales durante la embriogénesis, las tumorales sufren una
activacion y rapido crecimiento, se adhieren a una variedad de otros tipos celulares y
matrices extracelulares e invaden tejidos. El desarrollo embrionario y la activacion celular en
vertebrados se encuentran acompafados por cambios en los perfiles de glicosilacion celular.
Manteniendo esta analogia, no es sorprendente que también se produzcan cambios en las
glicosilaciones durante la transformacion maligna y la progresion tumoral. La primer evidencia
de este fendmeno surgi6 de la observacion de que ciertas lectinas de plantas,
particularmente la aglutinina de germen de trigo, presentan una mayor unién a células
tumorales (Rostenberg et al., 1978). Luego, trabajos realizados en células transformadas in
vitro mediante infeccién con el virus de Sarcoma de Rous demostraron que éstas presentan
diferencias en los glicopéptidos obtenidos luego de un tratamiento enzimético con respecto a
células sin transformar, siendo mas grandes y con mayor contenido de &cido siélico (Glick,
1979). Con el advenimiento de la tecnologia de anticuerpos monoclonales durante los afios
70 (Kohler y Milstein, 1975), los investigadores descubrieron que muchos de los anticuerpos
especificos de tumor estan dirigidos contra epitopes de glicanos, especialmente en GSL. En
muchos casos, estudios posteriores demostraron que estos epitopes constituyen antigenos
onco-fetales, es decir expresados también en tejidos embrionarios y en algunos tipos celulares
en adultos.

Durante mucho tiempo el estudio de la glicosilacion se mantuvo a la sombra de
temas de investigacibn mas populares como oncogenes, genes supresores de tumor,
apoptosis, angiogeénesis, receptores de factores de crecimiento y funcion de integrinas y
cadherinas, a pesar del hecho que la glicosilacion aberrante afecta profundamente todos
estos procesos. Un aumento del interés por su estudio surgié cuando se encontré que
existe una correlacion directa entre ciertos patrones de glicosilacion alterada y el
pronostico de la enfermedad, tanto en modelos animales como en pacientes. El concepto de
promocion o inhibicion de la progresion tumoral dependiente de glicosilacion se desarrollé
de la mano de estudios histopatolégicos, los que permitieron determinar que la
expresion de algunos epitopes promueve la invasion y metastasis acortando la sobrevida de
los pacientes, mientras que la expresion de otros inhibe la progresiéon tumoral,
incrementando la tasa de sobrevida (Hakomori, 1996).

En la actualidad se sabe que la glicosilacion aberrante es una consecuencia comun
dentro del proceso de transformacion oncogénica y es considerada un paso critico para la
induccién de los procesos de invasion y metastasis (Hakomori, 2002).

Existen distintos tipos de alteraciones en glicanos de células malignas. Algunos
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ejemplos consisten en pérdida o excesiva expresion de ciertas estructuras, presencia de
formas truncadas o incompletas, acumulacion de precursores y la aparicion de estructuras
nuevas. La alteracién en puntos de ramificacion tempranos de las rutas de sintesis normales
puede afectar negativamente la cantidad de un tipo particular de glicano é permitir la
abundancia de otro. Sin embargo, esto no ocurre de manera aleatoria como consecuencia
del desorden que representa la biologia tumoral. De la totalidad de cambios biosintétios que
pueden ocurrir en la formacion de glicanos, sélo algunos pocos se correlacionan con la
transformacion maligna y la posterior progresion tumoral. Si se considera que el desarrollo de
cancer constituye un proceso "microevolucionado" en el cual solo las células que puedan
adaptarse dentro de una poblacién genéticamente heterogénea podran sobrevivir (Greaves
y Maley, 2012; Sanchez Alvarado, 2012), es posible pensar que estos cambios especificos
en glicosilaciones son seleccionados durante la progresion tumoral.

Algunas de las alteraciones que ocurren con mayor frecuencia en glicanos consisten en
la presencia de N-glicosilaciones con ramificaciones no convencionales. Este tipo de
estructuras fueron las responsables de las observaciones que reportaron un incremento
en el tamafio de glicanos de células transformadas con respecto a las normales descrito
previamente (Glick, 1979). En la actualidad se sabe que el incremento en N-glicosilaciones
es producto de la expresion exacerbada de la enzima que cataliza ramificaciones en N-
glicanos mediante el agregado de residuos GIcNAc (GIcNAc tansferasa V), lo que permite

luego la elongacion con poli N-acetillactosaminas (Gal-GIcNAcp) (figura 11). Trabajos

recientes realizados en un modelo de carcinoma gastrico, y posteriormente validado en
muestras humanas, demostraron que la expresion de esta enzima se encuentra involucrada
en la invasion tumoral (Pinho et al.,, 2013), posiblemente debido a que se reduce la
interaccion entre células tumorales y entre células y la matriz, favoreciendo la liberacion de
las mismas de la masa tumoral (Demetriou et al., 1995; Guo et al., 2001).

Otro ejemplo lo constituyen las alteraciones en la  expresion 'y glicosilaciones de
mucinas. Las mucinas son una familia de glicoproteinas altamente glicosiladas y de alto peso
molecular, que pueden ubicarse ya sea en la cara externa de la membrana plasmatica o
constituir productos de secrecion. En ambas presentaciones, las mucinas contribuyen a
la formacion de una pelicula en la superficie de células epiteliales de los tractos respiratorios,
gastrointestinal y reproductivo, que cumple funciones de proteccion frente a agente
patdégenos y proteasas, de hidratacion y de lubricacion (Hattrup y Gendler, 2008). La
sobreexpresion de mucinas ha sido ampliamente reportada en diversos carcinomas; mas
aun, algunas se han postulado como buenos marcadores de progresion de la enfermedad y
de respuesta a tratamientos en algunos tipos de tumores (Bast et al., 2005; Boltin y Niv,
2013).
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Glicosilacion normal . .
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Galectinas

Glicosilacion anormal: ramificaciones exacerbadas

Figura 11] Aumento de ramificaciones en N-glicanos. El incremento de glicosilaciones que
ocurre luego de la transformacion maligna se explica por la presencia de mayor cantidad
de ramificaciones glucidicas producto de un aumento en la expresion de GIcNAc
transferasa V. Esto permite el agregado de maés residuos de glicanos y la posibilidad de

reconocimiento por parte de galectinas y selectinas.

Modificado de "Essentials of glycobiology"”, segunda edicion.

En el epitelio polarizado normal, las mucinas se expresan exclusivamente en el dominio
apical, ubicadas hacia el lumen del 6rgano. Sin embargo, cuando ocurre la transformacién
maligna se pierde la estructura celular, permitiendo que las mucinas sean expresadas en
toda la superficie de las células y que las variantes solubles sean volcadas al espacio
extracelular y los fluidos corporales (figura 12A). En algunos casos, las mucinas actian como
moléculas anti- adhesivas, impidiendo la interaccion de la célula tumoral con integrinas y
cadherinas, promoviendo asi el desplazamiento de las mismas desde el tumor primario
durante el inicio del proceso de metastasis (Komatsu et al., 2000; Chauhan et al., 2009).

Adicionalmente a su expresién alterada, las mucinas también presentan alteraciones
en los residuos de glicanos que las componen. Una de las principales modificaciones
gue ocurren en células de carcinomas es la glicosilacion incompleta en O-glicanos de

estas glicopretinas, lo que genera como consecuencia la sobre expresién de pequefios
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residuos como ser los antigenos T, Tn y Sialil Tn (figura 12B) (Ju et al., 2013). Estos
antigenos nuevos pueden ser reconocidos por el sistema inmune del paciente, y esto se
encuentra asociado con un mejor pronoéstico de la enfermedad (Blixt et al., 2011; Stuchlova

Horynova et al., 2013).

Glicanos alterados

Secresion de
mucinas
en los vasos
sanguineos

NORMAL

B3
-
~Ser/Thr — ~Ser/Thr~

Antigeno Tn Antigeno T Antigeno sialil Tn
(GalNAc) (Gal-GalNAc) (NeuAc-GalNACc)

Figura 12| Expresion alterada de mucinas. (A) La péerdida de la polaridad celular

como consecuencia de la transformacion maligna conlleva a una expresion
aberrante de mucinas en toda la superficie de las células tumorales, pudiendo ser

secretadas al torrente sanguineo. Modificado de "Essentials of glycobiology",

segunda edicién. (B) Estructura de los antigenos T, Tny Sialil Tn.
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Las modificaciones en glicanos producidas como consecuencia de la glicosilacién
aberrante descritas previamente, también ocurren a nivel de los lipidos. De hecho, los
cambios en el perfil de glicosilacién de la célula asociados a la transformacién oncogénica
fueron demostrados inicialmente en GLS. Como ejemplo puede citarse a los ganglidsidos,

cuya expresion se encuentra frecuentemente alterada en células tumorales.

Gangliosidos en la biologia tumoral

Como se describié previamente, ha sido demostrado que los gangliésidos cumplen un
rol fundamental no solo en la regulacion de procesos fisiolégicos normales, como la
embriogénesis, sino también en condiciones patoldégicas como ser el inicio de la
transformacién maligna y la progresion tumoral (Hakomori, 1996). Los primeros trabajos que
relacionaron a los gangliésidos con marcadores asociados a tumor se obtuvieron en el afio
1966, cuando se observé una expresion diferencial de los mismos en muestras de tumores
cerebrales en comparacion con tejido normal (Seifert, 1966). Afos después se encontré que
muchos de los anticuerpos monoclonales capaces de reconocer Unicamente células
tumorales, es decir, especificos de tumor, reaccionan con la porcién glucidica de los GSL.
Actualmente se sabe que los gangliésidos asociados a tumor son el resultado de la
transformaciéon oncogénica inicial y que tienen un papel fundamental en la induccion de la
invasion y la metastasis. El concepto de promocion de la progresion dependiente de
gangliésidos se desarrollé en conjunto con estudios clinico-patolégicos que demostraron
la expresion reducida de algunos de estos glicolipidos en tejidos normales y la sobreexpresion
en tumores malignos particulares, especialmente en melanoma y tumores de origen
neoroectodérmico (Dubois et al., 1986; Tsuchida et al., 1989; Hamilton et al., 1993).
GD3, descrito como un antigeno especifico de melanoma, es un ejemplo de este tipo
de gangliosidos (Pukel et al., 1982). Todos los tejidos primarios al igual que las lineas
celulares establecidas de melanoma contienen altas cantidades de GD3 como el principal
gangliésido. Contrariamente, los melanocitos humanos normales expresan cantidades
minimas del mismo (Carubia et al., 1984). Adicionalmente, células con gran capacidad
metastasica presentan un aumento en el contenido de gangliésidos en general, y en
particular GD3, en comparacién con células con poca capacidad de formacién de metastasis
(Ravindranath et al., 1991). Estos resultados, al igual que otros que demuestran la
sobreexpresion de ganglidsidos en diversos tumores en comparacién con las contrapartes
normales (Portoukalian et al. 1979; Mujoo et al.,, 1987), sugieren que los mismos
participan en la transformacion oncogénica inicial y en el mantenimiento de un fenotipo

maligno en las células tumorales.
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Gangliésidos en tumorigénesis. Una de las estrategias experimentales empleadas para
determinar la funciéon que desempefa una molécula dentro de la célula consiste en eliminar
dicha molécula. El tratamiento de células de melanoma murino MEB4 con PPPP (d-1-
treo-1-fenil-2-hexadecanoilamino-3- pirrodilino-1-propanol-HCI, un inhibidor de la sintesis de
gangliésidos mediante bloqueo de la enzima glucosilceramida sintasa, ver figura 2) redujo
significativamente el contenido de gangliésidos en las mismas y demostré un descenso en la
capacidad de formacion de tumores y metastasis en ratones (Deng y Ladisch, 2000). Por
su parte, el uso de mAb reactivos contra GM2 indujo necrosis en un modelo de glioma
humano in vitro (Bjerkvig et al., 1991), mientras que mAbs contra GD3 demostraron inhibir el
crecimiento de células de melanoma in vitro (Dippold et al., 1984). Anticuerpos contra GD2
resultaron efectivos en la supresion del crecimiento de células positivas para este gangliosido
en modelos in vivo (Alvarez-Rueda et al., 2007). La utilizacion de mAbs contra gangliésidos
asociados a tumor también ha permitido obtener evidencias indirectas de que los mismos
tienen una importante funciéon en la tumorigénesis. Alternativas adicionales de modificacion
de expresion de gangliésidos, como la administracion de nucleétidos antisentido y
transfeccion de  sialidasas, demostraron que estos compuestos presentan un  papel
fundamental en la modulacion del comportamiento de la célula tumoral (Meuillet et al., 1999;
Deng et al., 2002).

Gangliésidos como moléculas de adhesién y mediadores de metastasis. El rol de los
gangliésidos en la bilogia tumoral también se ha asociado con funciones adhesivas,
permitiendo la unién no soélo a diversas matrices extracelulares, sino también a otras células
mediante interacciones trans, pudiendo promover el desarrollo del proceso metastasico
(Handa y Hakomori, 2012). En un modelo de carcinoma renal in vitro se observé el
agregado de las mismas con células mononucleares mediado por Siglecs (Ito et al., 2001)
(proteinas de la familia de las lectinas capaces de reconocer residuos de &cido sialico), las
cuales se encuentran altamente expresadas en diversas estirpes celulares sanguineas
(Crocker et al., 1998). Como consecuencia, fue posible especular que las metastasis
producidas por carcinoma renal se encuentran favorecidas por la formacién de dichos
agregados, y que los mismos pueden incluir plaquetas estimuladas por las células
tumorales para producir ciertos factores. Estos Ultimos estimulan a su vez a las células
endoteliales a producir moléculas de adhesion intercelulares, vasculares o selectinas de los
tipo P o E para iniciar la adhesion tumoral y posterior extravasacion (Khatib et al., 1999).

Un ejemplo muy estudiado involucra la adhesion de células del melanoma murino B16 a
células endoteliales, mediante la interaccién del gangliésido GM3 con los GSL LacCer y Gb4
en el endotelio, promoviendo la adhesion y posterior invasion del tejido vascular (Kojima y

Hakomori, 1991). Por su parte, Gg3, ha sido descrito como un ligando con alta afinidad por
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GM3 y su expresion ha sido reportada en células de la vasculatura pulmonar, sugiriendo un
mecanismo mediante el cual puede producirse diseminacién del melanoma B16 a pulmén
(Kojima et al., 1992). Resultados contradictorios se reportaron en modelos de carcinoma
vesical y colorrectal, en los cuales GM3 forma un complejo con las tetraspaninas CD9 o
CD82, inhibiendo la movilidad y la capacidad invasiva de las células (Satoh et al., 2001;
Mitsuzuka et al., 2005). Esta correlacion entre la expresion de GM3 y capacidad metastasica,
opuesta segun el modelo tumoral estudiado, sugiere que el papel de cada gangliésido en la
biologia de la célula tumoral varia drasticamente dependiendo del entorno molecular en
el que se encuentre, el cual a su vez depende de la estirpe celular en la que se haya

producido la transformacién maligna.

Gangliésidos y angiogénesis. Las células tumorales tienen la capacidad de liberar de
su superficie cantidades mayores de gangliésidos al microambiente que los tejidos normales,
fendmeno que se conoce como shedding (Black, 1980; Chang y Ladisch, 1997). Esto permite
elevar la concentracion de los mismos en el suero de pacientes, lo que influye sobre la tasa
de crecimiento al modularse diversos mecanismos de la biologia tumoral (Hakomori, 1996).
La incorporacién de GD3 a cultivos de células de glioma permiti6 demostrar que el mismo
estimula la produccion de factores angiogénicos como VEGF (Koochekpour et al., 1996;
Manfredi et al., 1999). En el caso de células que sobreexpresan, o son tratadas con GM3,
se observa el fendmeno opuesto, produciéndose un descenso en la cantidad de
moléculas que estimulan la formacion de vasculatura (Seyfried y Mukherjee, 2010;
Chung, 2009). Mas aun, el efecto antiangiogénico demostrado por GM3 no es revertido
por el agregado de gangliésidos mas complejos con efecto reportado sobre el crecimiento

vascular (Mukherjee et al., 2008).

Gangliésidos como inmunomoduladores. La hipotesis de que los gangliésidos actian
como supresores de la respuesta inmunolégica se basa en estudios que demuestran que
las células tumorales sintetizan y liberan gangliésidos en el microambiente (Black, 1980),
actuando como moduladores directos de las interacciones entre células transformadas e
inmunes, criticas para el crecimiento tumoral. Los gangliésidos derivados de tumores son
capaces de inhibir multiples pasos de la respuesta inmune incluyendo la activacion de
células T helper (Offner et al., 1987; Chu y Sharom, 1995; Crespo et al., 2006), modulacién
de la actividad citotéxica de células natural killer (Grayson y Ladisch, 1992) y la presentacion

antigénica por parte de monocitos (Ladisch et al., 1984).
Trabajos posteriores demostraron que estos glicolipidos son capaces de bloquear

la produccion de factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (Ziegler- Heitbrock et al., 1992), de

modular negativamente la expresién constitutiva de moléculas del complejo mayor de
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histocompatibilidad (MHC) inducible por IL-8 en astrocitos (Massa, 1993) y de inhibir la
generacion de células dendriticas activas (Shurin et al., 2001). Un mecanismo adicional de
evasion del sistema inmune postula que los ganglidsidos liberados pueden ser internalizados
por células T activas conduciendo de esta manera a su apoptosis (Sa et al., 2009). El efecto
negativo de los gangliésidos asociados a tumor sobre el sistema inmunolégico también ha
sido demostrados en modelos in vivo (McKallip et al., 1999).

Resulta interesante destacar que la actividad inmunomoduladora de los gangliésidos se
encuentra fuertemente influenciada por la estructura de los mismos, siendo los residuos de
glicanos y la porcién ceramida determinantes en su actividad (Ladisch et al., 1992). Los
gangliésidos producidos por células tumorales tienen asociada una actividad supresora del
sistema inmune mas fuerte que aquellos producidos por tejidos normales, debido
principalmente a la reduccion de la longitud de la cadena lipidica (Ladisch et al., 1994).

Por todo lo expuesto, resulta evidente que los gangliésidos expresados por células
tumorales participan activamente en el fenotipo de la célula transformada, contribuyendo
ademas a la progresiéon tumoral mediante la induccién de mecanismos que permiten evadir

el control inmunolégico impuesto por el organismo.

Inmunologiadel cancer

Antigenos tumorales

El sistema inmune responde a las células tumorales de dos maneras: reaccionando
contra AAT o contra AET. Para aquellos tumores de origen conocido resulta relativamente
sencillo determinar sobre qué tipo de antigenos se monta la respuesta inmune. En el caso
de tumores inducidos por carcinégenos en modelos animales, el sistema inmunolégico es
dirigido a productos proteicos normales de la célula que presentan mutaciones Unicas, es
decir, a proteinas especificas de tumor. Por otro lado, los tumores causados por virus
exponen antigenos virales que actian como tumorales. Algunos ejemplos bien estudiados los
constituyen las proteinas E6 y E7 del virus del papiloma humano, el agente causal del cancer
de cuello de Utero, y EBNA-1, el antigeno nuclear de Epstein-Barr virus expresado por los
linfomas de Burkitt.

Sin embargo, no resulta tan intuitivo determinar si un tumor originado por causas
desconocidas, los cuales representan la mayoria de los desarrollados en humanos, expresa
antigenos capaces de ser reconocidos por el sistema inmune. Gracias al desarrollo de la
tecnologia de hibridomas presentada por Kohler y Milstein en 1975, y a la posibilidad de
amplificar células T especificas de tumor extraidas de pacientes con cancer en el
laboratorio (Gillis et al., 1978), fue posible identificar y caracterizar antigenos tumorales. El

primero de ellos en ser identificado fue MAGE-1, un antigeno especifico de melanoma capaz
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de estimular células T in vitro (van der Bruggen et al., 1991). Utilizando células T antigeno-
especificas como reactivos fue posible demostrar que el sistema inmunolégico responde a
determinadas moléculas expresadas por el tumor, comenzado asi el camino hacia el estudio
de los antigenos tumorales (Renkvist et al., 2001).

El mecanismo por el cual una célula T reconoce y reacciona especificamente contra un
antigeno comienza cuando el proteosoma, tanto de células normales como de tumorales,
degrada las proteinas en péptidos de menor tamafio para que células presentadoras de
antigenos, a través de las moléculas MHC, las presenten a células T. Aquellos péptidos
tumorales derivados de productos proteicos mutados o con diversas modificaciones, también
son presentados a los linfocitos T. La reconstitucién completa de la respuesta inmune in vitro
fue posible cuando se logré la propagacion de células dendriticas en el laboratorio
(Banchereau y Steinman, 1998). Estas son susceptibles de ser cargadas con péptidos
tumorales, proteinas o incluso con células tumorales completas y cultivarlas en conjunto con
células T, imitando lo que ocurre en un organismo vivo. Mediante esta metodologia,
péptidos de interés fueron identificados gracias a su habilidad de expandir poblaciones de
células T especificas de tumor (Kao et al.,, 2001). Algunos corresponden a productos de
mutaciones Unicas, mientras que la mayoria de ellos derivan de proteinas normales
expresadas diferencialmente por células tumorales.

Otra de las estrategias para identificar antigenos tumorales involucra el analisis de
sueros de pacientes con neoplasias particulares, de modo de detectar reactividad contra
proteinas extraidas de células tumorales o producidas mediante bibliotecas de expresion
(Sahin et al.,, 1997). De esta manera, proteinas reconocidas por los Abs presentes en el
suero de pacientes, pero no por las muestras de voluntarios sanos, fueron identificadas como
candidatas a antigenos tumorales. La proteina NY-ESO-1 por ejemplo, ampliamente
estudiada como antigeno tumoral, fue descubierta mediante este método (Chen et al., 1997).

Con la identificacién de tantos antigenos tumorales, se hizo necesario establecer
criterios de seleccién de aquellos susceptibles a ser evaluados en la clinica como blanco de
terapias inmunoldgicas. La seguridad constituye el principal interés, especialmente en
aquellos autoantigenos expresados de manera aberrante en las células tumorales, pero de
todas maneras presentes en las células normales. Como un primer criterio, resulta esencial
asegurar que la respuesta inmune inducida contra éstos reconozca diferencialmente
células tumorales pero no normales. El segundo criterio a considerar es el estado del
antigeno en el tumor puesto que si se trata de una molécula cuya expresion presenta cierta
tasa de variacién debido a mutaciones, la respuesta inmune generada contra el mismo
resultara irrelevante, evitando asi el reconocimiento y destruccién inmunolégico. Un ultimo
criterio a tener en cuenta es la posibilidad de aplicacion de la terapia contra tumores
de un mismo tipo o contra distintos tipos de tumores, basandose en laeleccion de

antigenos compartidos sobre antigenos resultantes de mutaciones Unicas.
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Inmunogenicidad tumoral

Hasta hace algunos afios se pensd que, aln cuando un tumor expresa antigenos
especificos, no es capaz de inducir activacion del sistema inmunolégico porque no genera
inflamacion. Actualmente se conoce que ciertos productos de oncogenes expresados en
etapas tempranas del desarrollo tumoral pueden iniciar una fuerte respuesta inflamatoria. Por
ejemplo, tumores pulmonares cuyo origen se debe a mutaciones en el oncogén K-ras
producen quemoquinas que reclutan células inmunes al microambiente tumoral (Ji et al.,
2006). La proteina RET-PTC, producto de la fusién de dos oncogenes que conduce
al desarrollo de cancer de tiroides, modula el factor de transcripcion nuclear K,
responsable de controlar la produccion de citoquinas inmunoregulatorias creando de esta
manera un microambiente proinflamatorio (Russell et al., 2004). Ademas, productos de
células tumorales que se mueren como ser proteinas de shock térmico y cristales de acido
rico, son algunas de las muchas sustancias inflamatorias en el entorno tumoral que

representan sefales de "peligro" para el sistema inmune (Rock et al., 2005).

Inmunovigilanciadel cancer

La hipétesis de la inmunovigilancia propone que el sistema inmunoldgico reconoce
células malignas como extrafias y es capaz de eliminarlas. Conforme se avanzé con la
comprension de los mecanismos de inmunidad tumoral y con el desarrollo de técnicas y
modelos animales, fue posible probar esta idea que resultaba controversial hasta ese
momento. Sin embargo, todas las herramientas desarrolladas también permitieron demostrar
gue asi como el sistema inmune puede proteger al huésped contra el desarrollo de tumores,
también puede seleccionar tumores de baja tumorigenicidad promoviendo su crecimiento.
Este efecto dual del sistema inmunoldgico condujo a incorporar el concepto de
inmunovigilancia dentro de uno méas amplio, la inmunoedicion. El encuentro entre el sistema
inmune y un tumor naciente da comienzo al proceso denominado "inmunoedicién”, el cual
puede resultar en una de las siguientes tres posibilidades: eliminacién de las células
tumorales (inmunovigilancia); equilibrio del tumor, en donde periodos de crecimiento de la
masa tumoral se acompafian de activacion del sistema inmune y eliminacion de algunas
células malignas, repitiéndose este ciclo; y escape tumoral, definido como el crecimiento de
variantes que resisten la destruccion por parte de las defensas del organismo (Dunn et al.,
2004; Koebel et al., 2007) (figural3).
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A Eliminacidon

Sistema
inmune

B Equilibrio

C Escape tumoral
y crecimiento

D Incremento en células
inmunes promovidas
por el tumor

Figura 13| Representacion del proceso de inmunoedicion. (A) Mediante la
inmunovigilancia, el sistema inmune puede identificar y eliminar células
tumorales. (B) Sin embargo, muchas veces esto no es posible y se produce un
estado de equilibrio en el cual el tumor no crece ni produce metéastasis. (C)
Eventualmente, si la respuesta inmune falla, células tumorales que evadieron esa
respuesta pueden ser seleccionadas permitiendo la progresion tumoral. (D)

Adicionalmente, el tumor puede ser infiltrado por células inflamatorias que

promueven el crecimiento del mismo y suprimen la respuesta antitumoral.

Modificado de Finn, 2012.

Resulta dificil obtener evidencias experimentales de la inmunovigilancia en seres
humanos puesto que se requiere un gran ndmero de individuos asi como también un
seguimiento de los mismos a largo plazo. No obstante, estudios realizados para determinar la
existencia de asociacion entre funciones inmunolégicas e incidencia de cancer han implicado
tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa. En el afio 2007 se publicé un trabajo
en donde se estudiaron 905 pacientes con trasplantes de corazén, pulmoén o ambos durante
15 afios para evaluar el efecto de la inmunosupresion, usada para prevenir el rechazo del

nuevo 6rgano, en la incidencia de cancer (Roithmaier et al., 2007). Los resultados
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demostraron que esta poblacién de individuos presenta una incidencia a desarrollar
nuevos tumores 7 veces mayor que la poblacion general. De la misma manera, un
estudio previo realizado en Japon involucré el seguimiento de 3600 individuos sanos durante
11 afios, demostrando que aquellos que presentan linfocitos con capacidad citotoxica
mediana a alta poseen un riesgo significativamente menor de desarrollar cancer que
aquellos cuya actividad citotéxica es menor (Imai et al., 2000).

El sistema inmune también influye en la recurrencia del cancer. Un trabajo
realizado en 603 pacientes con céancer de colon demostré que la presencia de células T
infiltrantes en el tumor predice mas adecuadamente la evolucién clinica del paciente que los
estandares actuales utilizados, como ser el estadio del tumor y la diseminacién o no a
nédulos linfaticos (Galon et al., 2006). Estas observaciones también fueron hechas en
pacientes con cancer de mama (Kohrt et al., 2005), urotelial (Sharma et al.,, 2007) y
linfoma folicular (Wabhlin et al., 2007).

Todos estos estudios demuestran que la presencia de ciertas células inmunes se
asocia con un riesgo de recidiva menor y con supervivencia prolongada de los pacientes,
poniendo de manifiesto la eficacia del sistema inmunol6gico para controlar la progresiéon vy
erradicacion del tumor. Adicionalmente, resulta de suma importancia incluir la evaluacién de
la respuesta inmunolégica, dentro y en los alrededores del tumor, en la valoracion prondstica,

asi como también en las decisiones relacionadas con el tratamiento a indicar.

Inmunosupresiony progresién tumoral

Cuando se analiza por qué se desarrolla un tumor en un organismo que aparentemente
tiene un buen sistema inmunolégico es necesario tener en cuenta numerosas variables
gue involucran tanto a la masa tumoral en crecimiento como al entorno en el que se
ubica. Alun cuando opera el mecanismo de inmunovigilancia, un tumor puede inhibir la
inmunidad en el microambiente tumoral y de manera sistémica (Rabinovich et al., 2007).
Ademés de producir moléculas inmunosupresoras como TGF-B (del inglés transforming
growth factor B) (Teicher, 2007) y el ligando Fas soluble (Houston et al., 2003), muchos
tumores humanos producen la enzima inmunosupresora indolamina-2,3-dioxigenasa -IDO-
(Muller y Prendergast, 2007). Esta enzima se conoce por su rol en la tolerancia materna
a antigenos fetales (Munn et al., 1998) y como regulador de la autoinmunidad que media la
inhibicién de células T (Munn et al., 2002). La enzima IDO basa su accion en la degradacion
del triptofano, produciendo matabolitos que destruyen a los linfocitos. Cuando ratones
portadores de tumor son inoculados con un RNA de interferencia especifico para de IDO
se recupera la actividad inmunolégica de células T, induciendo un descenso en el tamafio
de los tumores (Zheng et al., 2006).

El microambiente tumoral puede también estar dominado por células T regulatorias que
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impiden la actividad antitumoral de células T efectoras mediante la producciéon de las
citoquinas inmunosupresoras TGF-B e interleuquina-10 -IL-10- (Zou, 2006; Dennis et al.,
2013). Gran cantidad de estas células pueden ser detectadas, por ejemplo, en el
microambiente tumoral en pacientes con cancer colorrectal (Lin et al.,, 2013). Tumores
murinos que producen TGF-B son capaces de transformar una respuesta de células T
efectoras en una repuesta regulatoria, escapando asi de su destruccién por parte de
células inmunes (Liu et al., 2007).

Los efectos inmunosupresores de un tumor también pueden ser sistémicos, como se
comprueba mediante la deteccion de linfocitos T regulatorios en sangre periférica de
pacientes con cancer mamario (Decker et al., 2012) entre otros. Pacientes con tumores
colorrectal o pancreético presentan un incremento en granulocitos activados (Schmielau y
Finn, 2001) y en células mieloides supresoras (Nagaraj y Gabrilovich, 2007), las cuales
inhiben la respuesta T especifica de tumor en modelos murinos (Kusmartsev et al., 2005;
Sinha et al., 2007).

Ademas de las propias sustancias sintetizadas y liberadas por el tumor para impedir
una correcta actividad inmunoldgica, es necesario considerar las dificultades fisicas que
deben atravesar linfocitos y anticuerpos para llegar a contactarse con las células tumorales.
Estas dificultades estan representadas por los vasos sanguineos y el estroma tumoral. Sin
embargo, a pesar de todos los impedimentos existentes, el sistema inmune no sélo es capaz
de reconocer y atacar al tumor, sino que también es susceptible a ser modulado mediante el
empleo de numerosas terapias a fin de incrementar la respuesta inmunoldgica tumor-

especifica.

Inmunoterapiadel cancer

Un poco de historia

El primer estudio sistemético de aplicacion de inmunoterapia para el tratamiento de
tumores malignos fue realizado por un joven cirujano nacido en Nueva York llamado William
Coley (1862-1936), cuyas investigaciones clinicas comenzaron en los afios 1890. El interés
de Coley por la inmunoterapia surgio luego de la pérdida de una paciente como consecuencia
de padecer un sarcoma en uno de sus brazos. A pesar de haber sido exitoso en la extraccion
del tumor, el mismo desarroll6 metastasis provocando la muerte de la joven poco tiempo
después. Coley investigd los registros médicos del hospital y encontré los datos de un
paciente con un sarcoma recurrente inoperable de cuello, el cual remitié luego de una
infecciébn posoperatoria causada por un estreptococo (Coley, 1891). Este incidente
estimulé su trabajo posterior, el cual consisti6 en la infeccion de pacientes oncolégicos

con bacterias, dando origen asi a la "toxina de Coley". La toxina estaba formada por la
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combinacién de Strettococcos piogenes y Serratia marcescens inactivadas por calor
(Coley, 1910). Coley comenzé a inocularla de manera intratumoral en 1891, y por més de 40
afos tratd a cientos de pacientes con sarcomas inoperables de hueso y tejidos
blandos con inmunoterapia. A pesar de haber obtenido resultados notables en cuanto a la
sobrevida en algunos de sus pacientes (44% de sobrevida luego de 5 afos), su estrategia
dej6 de aplicarse gradualmente debido a que los procedimientos eran poco controlados,
existia un escaso seguimiento de los pacientes y los resultados eran poco reproducibles en
otros casos debido a las diversas formas de preparacién y administracion de las toxinas. Fue
asi como el interés clinico por la inmunoterapia aplicada al cancer disminuyd en preferencia
de estrategias que pudieran aplicarse mas ampliamente como la quimio y la radioterapia.

Sin embargo, las observaciones de Coley y sus resultados clinicos alentadores
permitieron entender que la respuesta inmunoldgica del paciente puede afectar el
comportamiento biolégico de los tumores malignos, y que un efectivo reconocimiento del
tumor es posible mediante la manipulacion del sistema inmunoldgico. De esta manera es
posible iniciar una respuesta especifica contra el tumor que eventualmente conduce a su
destruccion.

A partir de los afios 1950, el mundo cientifico retomé el interés por el estudio de la
relacion entre el sistema inmunolégico y el cancer, obteniéndose gran cantidad de evidencias
de la antigenicidad tumoral y de la participacion inmunolégica en la evolucion de ciertos
tipos de tumores. Desde entonces, la estimulacion de la respuesta inmunolégica como
tratamiento efectivo ha sido considerada una estrategia promisoria en la lucha contra el
cancer. Sin embargo, no fue hasta la década de 1990 que la inmunoterapia demostré
evidencias certeras de efecto clinico en ciertos tipos de tumores, con la aprobacion del uso
de IL-2 para el tratamiento de cancer renal en 1992 (Coppin et al., 2005), y la de rituximab
para linfoma de células B en 1997 (Boyiadzis y Foon, 2008). Actualmente, muchos
investigadores creen que la inmunoterapia debe considerarse, junto con la cirugia, la
quimio y la radioterapia, la cuarta estrategia fundamental de tratamiento contra el cancer
(figura 14).
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Inmunoterapia

inmune

Figura 14| Inmunoterapia. El objetivo de la inmunoterapia es modular la
inmunidad tumoral de manera de alterar la respuesta promotora del crecimiento

del tumor y sustituirla por una de rechazo, favoreciendo asi un control de la masa

tumoral que perdure en el tiempo. Modificado de Finn, 2012.

Clasificacion

La inmunoterapia del cancer se clasifica en dos grandes grupos: activa y pasiva (figura
15). La inmunoterapia activa estimula directamente al sistema inmune del paciente para que
responda contra las células tumorales, atacandolas. Puede a su vez subdividirse en dos tipos:
especifica y no especifica.

La primera incluye tanto a las vacunas preventivas, dirigidas a agentes infecciosos
gue causan o contribuyen al desarrollo de cancer como ser el virus de hepatitis B (HBV) o el
de papiloma humano (HPV), como a las terapéuticas, dirigidas al tratamiento de tumores ya
presentes en el organismo. Estas Ultimas pueden consistir en células tumorales completas y
atenuadas, lisados tumorales o antigenos purificados, en presencia o no de adyuvantes
inmunoldgicos para estimular la respuesta.

La inmunoterapia activa no especifica en cambio, se basa en componentes del sistema
inmune no especificos que incluyen adyuvantes inmunolégicos como el bacilo Calmette-
Guérin (BCG) y citoquinas como IL-2 e IL-12, factor de estimulaciébn de colonias de
granulocitos-macrofagos (GM-CSF), TNF-a e IFN -a-2b.

La inmunoterapia pasiva por su parte, se conforma de anticuerpos u otros
componentes del sistema inmune, hechos fuera del organismo y administrados al paciente de
manera de proveer una respuesta inmunoldgica contra el tumor. La inmunoterapia pasiva no
estimula directamente al sistema inmunoldgico para que responda al tumor, puesto que
evade los pasos necesarios para activarla. La transferencia pasiva de mAbs y células
destinada a aumentar la inmunidad antitumoral constituye un tratamiento efectivo contra una

gran variedad de neoplasias hematoldgicas y sélidas.
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Figura 15] Clasificacion de la inmunoterapia del cancer. Modificado de

Chang, 2013.

Inmunoterapia pasiva

Anticuerpos

Las inmunoterapias a base de anticuerpos se han convertido en una importante
modalidad de tratamiento tanto para neoplasias hematologicas como para tumores solidos.
Esta terapia incluye anticuerpos sin conjugar, conjugados a drogas, a radioisGtopos,

fragmentos dirigidos a antigenos tumorales, y moléculas con mas de un sitio de union al

antigeno (Beck et al., 2010).
Los anticuerpos monoclonales inhiben la proliferacion tumoral al bloquear la

union de un ligando particular o impedir la dimerizacion de un factor de crecimiento,

inhibiendo como consecuencia la sefializacién rio abajo.
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Adicionalmente, su mecanismo de accion también incluye la induccién de citotoxicidad
mediada por células (ADCC), de fagocitosis y la activacion de citotoxicidad mediada por
complemento (CDC) (Golay e Introna, 2012; Weiner et al., 2010). Actualmente, la FDA ha
aprobado el uso de 13 anticuerpos para distintas indicaciones oncoldgicas, ya sea solos o en
combinacion con quimioterapia (Tabla I) (Sliwkowski y Mellman, 2013). Entre ellos se pueden
mencionar los anticuerpos dirigidos a receptores presentes en células tumorales como EGFR,
HER-2, CD-20 y CD-52 (Scott et al., 2012).
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Tabla |. Anticuerpos monoclonales aprobados por la FDA para el tratamiento

oncoloégico. Modificado de Sliwkowski y Mellman, 2013.

Blanco Anticuerpo Indicacion
EGFR Cetuximab Colon, cabezay cuello
EGFR Panitumumab Colon
HER2 Trastuzumab Mama, gastrico
HER2 Pertuzumab Mama
Ado-trastuzumab
HER2 _ Mama
emtansina
Colon, NSCLC,
VEGF Bevacizumab
glioblastoma, rifion
CTLA4 Ipilimumab Melanoma
Linfoma no Hodgkin, leucemia
CD20 Rituximab _ _ _
linfocitica crénica
CD20 Ofatumubab Leucemia linfocitica crénica
Linfoma no Hodgkin: folicular
CD20 %Y-ibritumomab tiuxetan _
de células B o de bajo grado
Linfoma no Hodgkin: folicular
CD20 "31|-tositumomab ) _
de células B o de bajo grado
CD52 Alemtuzumab Leucemia linfocitica crénica
CD30 Brentuzimab vedotin Linfoma de Hodgkin
CD33 Gentuzumab ozogamicin Leucemia mieloide aguda
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Terapia celular adoptiva

Uno de los principales desafios de la inmunoterapia consiste en aumentar la activacion
de células T, redirigiéndolas contra el tumor y promoviendo su diferenciacion a células de
memoria (Sadelain et al., 2003). La terapia celular adoptiva consiste en el tratamiento de
pacientes oncoldgicos con sus propios linfocitos T, los cuales son seleccionados por su
capacidad de reconocimiento del tumor, expandidos in vitro y reinoculados en el mismo
paciente (figura 16). La administracion de linfocitos T infiltrantes de tumor (TILs) autélogos
demostré una respuesta clinica favorable en pacientes con melanoma (Rosenberg et al.,
2008).

Una estrategia mas especifica consiste en la utilizacién de células T modificadas
genéticamente de manera que expresen receptores contra antigenos especificos de tumor o
quiméricos. Estos Ultimos estan formados por un sitio extracelular de reconocimiento
antigénico -fragmento Fv de Ab- unido a un dominio de sefializacion (Eshhar, 1997). Si
bien las terapias basadas en modificacion de receptores T demostraron resultados
alentadores en ensayos de laboratorio y en estudios clinicos, aun es necesario optimizar el
método a fin de obtener una respuesta a largo plazo, evadir la inhibicién inducida por el

microambiente tumoral y activar una respuesta antitumoral endégena (Curran et al., 2012).
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Figura 16| Terapia celular adoptiva. Un tumor es extraido y dividido en multiples
secciones para amplificar in vitro linfocitos inflitrantes. Luego son analizados para
determinar su capacidad de reconocimiento del tumor. Aquellos cultivos celulares
gue resultaron reactivos son posteriormente amplificados y re-inoculados en el

paciente. Modificado de Rosenberg et al., 2008.
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Inmunoterapia activa

Vacunas preventivas y terapéuticas

Las vacunas preventivas han sido utilizadas exitosamente para la prevencion de ciertos
tipos de céanceres atribuidos a agentes infecciosos como el HBV y HPV. La agencia
regulatoria FDA de Estados Unidos aprobé el uso de dos vacunas preventivas contra estos
agentes. La vacuna HBV protege contra la infeccién con el virus de la hepatitis B y sus
potenciales secuelas como ser cirrosis y carcinoma hepatocelular (McMahon et al., 2005). Su
contraparte tetravalente HPV es eficaz en prevenir la infeccion con las variantes 6, 11, 16 y
18 del virus del papiloma humano y, como consecuencia, casos de neoplasias cervicales
de alto grado causadas por los mismos (Garland et al.,, 2007). Recientemente ha sido
demostrado que esta vacuna también protege contra lesiones precancerosas vaginales,
vulvares y anales (Joura et al., 2007; Palefsky et al., 2011).

El desarrollo de vacunas terapéuticas para el tratamiento de tumores establecidos
ha demostrado ser mas complejo y desafiante. Este tipo de vacunas no estan dirigidas
al tumor directamente, sino al sistema inmunoldgico, el cual es activado para reconocer a las
células tumorales y a su microambiente de manera de alterar el balance entre la tolerancia
existente en favor del control tumoral. Para ser efectivas, las vacunas terapéuticas deben
alcanzar dos objetivos. En primer lugar, al igual que las preventivas, deben ser capaces de
estimular una respuesta inmune especifica dirigida al blanco correcto. Luego, esa
respuesta generada debe ser lo suficientemente fuerte para vencer las barreras que las
células tumorales emplean para protegerse del ataque de células B y T citotdxicas.

La primer vacuna terapéutica aprobada por la FDA fue Sipuleucel-T, indicada
para el tratamiento de cancer de préstata metastésico (Kantoff et al., 2010). Esta vacuna
celular constituye un producto hecho de manera especifica para cada paciente puesto que
esta formada por células dendriticas autélogas cargadas ex-vivo con una proteina de fusién
formada por GM-CSF y el antigeno PAP (de prostatic acid phosphatase), denominada
PA2024 (So-Rosillo y Small, 2006). Las células cargadas son posteriormente re-inoculadas
en el paciente con el propésito de generar una respuesta contra PAP.

La formulacion de vacunas requiere el empleo de un adyuvante inmunolégico,
constituido por una sustancia que yuda a estimular la respuesta del sistema inmune. El
uso de adyuvantes radica en que los antigenos empleados en la realizacion de las
vacunas no son lo suficientemente fuertes como para inducir una respuesta inmunoldgica por
si solos. Los adyuvantes son sustancias que ayudan a la presentacion antigénica al generar
un foco inflamatorio en el sitio de inoculacién. Los mas utlizados en vacunas

oncolégicas provienen de distintas fuentes. Bacterias como el bacilo de Calmette-
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Guérin; sustancias producidas por bacterias (Adkins et al., 2012) y productos derivados de
organismos no bacterianos como la proteina KLH (keyhole limpet hemocyanin) (Aarntzen et
al., 2012) son ejemplos de sustancias usadas frecuentemente como adyuvantes
inmunologicos. Sales minerales como el hidroxido de aluminio, emulsiones de aceite y agua
como Montanide ISA-51 (Mesa y Fernandez, 2004) y Adyuvante de Freund, y citoquinas
como IL-2, INF-a (Berzofsky et al.,, 2012) y GM-CSF, también son ejemplos de sustancias

inmunomoduladoras empleadas.

Inmunoterapia a base de gangliésidos

Los cambios que ocurren en la expresion de gangliésidos durante la transformacién
oncogénica los convierte en candidatos atractivos para la inmunoterapia del  céancer,
pudiendo ser facilmente reconocidos por los efectores inmunolégicos debido a su ubicacion
en la superficie celular. Debido a su perfil de expresion, representa un interés especial el
tratamiento de tumores de origen neuroectodérmico con inmunoterapia basada en
gangliésidos. Sumado a esto, ha sido demostrado que anticuerpos que reconocen
gangliésidos son capaces de inhibir el crecimiento tumoral, impedir el desarrollo de metastasis
e inducir muerte celular (en apartado Gangliésidos y tumorigénesis). Sin embargo, la
inmunizacion con antigenos sacaridicos en general desarrolla una respuesta de anticuerpos
de baja afinidad y de corta duracién, predominantemente del isotipo IgM, adn cuando se
realizan repetidas inmunizaciones. Adicionalmente, como la mayoria de los GSL son
antigenos propios expresados en bajos niveles en células normales, son capaces de inducir
tolerancia por parte del sistema inmunoldgico. No obstante, en los Ultimos afios se ha
demostrado la presencia de células T especificas de gangliésidos (Mazorra, 2008), cuya
activacion requiere la presentacion del motivo lipidico por parte de células presentadoras a
través de la molécula CD1 (De Libero y Mori, 2005), demostrando que es posible la
induccién de una respuesta inmunoldgica celular contra estos antigenos.

La posibilidad de romper la tolerancia inducida por gangliésidos en individuos sanos y
en pacientes con melanoma surgié como consecuencia de la deteccion en el suero de Abs
naturales especificos contra los mismos y de las células B que los producen (Watanabe et al.,
1982; Furukawa et al., 1989). El uso de diferentes adyuvantes inmunoldgicos y el
acoplamiento covalente a proteinas transportadoras han sido algunos de los métodos
mas empleados para incrementar la inmunogenicidad de estos GSL (Helling et al., 1994;
Cipolla et al., 2008).

A fines de los afios "80 se comenz6 un ensayo clinico utilizando la vacuna GM2-BCG y
bajas dosis de ciclofosfamida como inmunomodulador. Los resultados obtenidos
demostraron la induccion de Abs IgM anti-GM2 en el 80% de los pacientes. Al comparar la

evolucion clinica de los pacientes que respondieron vs los no respondedores, los autores
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concluyeron que la presencia de anticuerpos anti-GM2 representa un factor prondstico
favorable (Livingston et al., 1994). A partir de entonces, diversas vacunas a base de
gangliésidos han llegado a etapas de evaluacion clinica avanzadas, pudiendo mencionarse
entre ellas la vacuna GD2-lactona KLH para melanoma (Ragupathi et al., 2003), fucosil GM1-
KLH para carcinoma pulmonar de células no pequefias (Krug et al., 2004) y GM2-KLH/QS-21,
modificacion de la vacuna GM2-BCG, para melanoma (Helling et al., 1995). Si bien se
demostrdé una correlacion entre la respuesta de anticuerpos anti-gangliésidos y la sobrevida,
el ensayo fase Ill de esta Ultima no demostré beneficio clinico por parte de la vacuna cuando
se comparo contra el grupo placebo (Eggermont et al., 2013).

El uso de anticuerpos como parte de una estrategia inmunoterapéutica pasiva
también ha sido explorado utilizando a los gangliésidos como blancos. Si bien existen gran
cantidad de Abs que reconocen antigenos proteicos, solamente un niumero limitado de Abs
anti-gangliésidos han sido identificados. Sin embargo, muchos de ellos despertaron gran
interés al haber demostrado inducir muerte celular directa mediante oncosis, asi como
también ser mediadores de ADCC y CDC. Como ejemplo es posible mencionar anticuerpos
anti-GD2 para el tratamiento de neuroblastoma (Barker et al., 1991, Frost et al., 1997; Kramer
et al., 2007; Nakamura et al.,, 2001); anti-GM2 para carcinomas pulmonar de células
pequefias y no pequefias (Hanibuchi et al., 2000), melanoma y linfoma de células T
(Retter et al., 2005) y Abs anti-GD3 para el tratamiento de melanoma (Kirkwood et al., 2000).

A pesar de la naturaleza de los ganglidésidos se han llevado a cabo multiples
estrategias vacunales con el objetivo de volverlos mas inmunogénicos y, por ende, eficaces.
La mayoria de las inmunoterapias a base de ganglidsidos se han valido de la utilizacién
de moléculas inmunoestimuladores para su correcta actividad, asi como también de la
combinacién con terapias oncol6gicas convencionales como la quimioterapia. Los resultados
obtenidos en los distintos ensayos clinicos realizados demuestran que aun restan establecer
las condiciones Optimas en las que la inmunoterapia a base de gangliésidos sea efectiva,
teniendo en cuenta el estadio de la enfermedad en que se encuentre el paciente, el
tratamiento previo que haya recibido y la posibilidad de combinacion con terapias

convencionales.

Vacuna NAcGM3: experiencia de nuestro grupo con vacunas a base de gangliésidos

La vacuna NAcGM3 se desarroll6 mediante la conjugacion hidrofébica del ganglidsido
NAcGM3 con el complejo proteico de la membrana externa de Neisseria meningitidis
para formar un proteoliposoma de tamafio pequefio denominado VSSP (del inglés very
small size proteoliposomes). La actividad antitumoral del preparado vacunal
NAcGM3/VSSP administrado en conjunto con el adyuvante Montanide ISA51, fue evaluada
en el modelo de melanoma murino B16, puesto que estas células se caracterizan por

expresar casi exclusivamente el gangliésido blanco de la vacuna. La administraciéon
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quincenal via i.m. de la vacuna redujo el tamafio de los tumores de B16 inducidos en el
flanco de ratones C57BL/6 singénicos, y prolongé la sobrevida de los mismos (Alonso et al.,
1999). Carr y colaboradores demostraron que esta vacuna también fue efectiva en un
modelo de melanoma mas agresivo, reportando un incremento en la sobrevida de los ratones
vacunados, proteccion frente a una nueva inoculacion de células y descenso en el crecimiento
de tumores formados por la administracion de células B16F10 (Carr et al., 2001).

La actividad antitumoral del preparado NAcGM3/VSSP en el modelo B16 fue altamente
especifica y dependiente del adyuvante. La vacuna indujo una respuesta de isotipos IgM e
IgG en ratones, y una fuerte actividad CDC contra células B16 (Alonso et al., 1999).
Adicionalmente el efecto antitumoral demostré ser dependiente de la expresion del
gangliosido en la superficie de las células.

Los resultados preclinicos obtenidos por nuestro grupo permitieron la realizacion del
primer ensayo clinico fase | de la vacuna NAcGM3/VSSP en pacientes de melanoma en
estadios avanzados. 26 pacientes con confirmacion histolégica de melanoma maligno, en
estadios Ill y IV, fueron incluidos en el ensayo. Los eventos adversos mas frecuentes
consistieron en la aparicion de endurecimiento e inflamacion en el sitio de inoculacion
asociados con fiebre y escalofrios. En la mayoria de los pacientes, los linfocitos de sangre
periférica aislados luego de la vacunacion demostraron un indice proliferativo superior al de
los obtenidos previo a las inmunizaciones, y un incremento en la secrecién de IFN-y in vitro

luego de la estimulacién con NAcGM3 (Guthmann et al., 2004).

El gangliésido NGcGM3: biologiatumoral e inmunoterapia

Como se describié previamente, los &cidos sialicos mas comunes en mamiferos son
NAc y NGc. Sin embargo, debido a una mutacion en la enzima CMAH, responsable de la
sintesis de la variante glicolilada a partir del precursor acetilado, los seres humanos
carecemos de glicoconjugados N-glicolilados. No obstante, ha sido demostrado que esta
variante de &acido sialico se encuentra selectivamente expresada en células tumorales
(Malykh et al., 2001). En particular, el gangliésido NGcGM3 ha sido reportado en tumores de
melanoma (Carr et al., 2000), mama (Oliva et al, 2006), carcinoma pulmonar de células no
pequefias (van Cruijsen et al., 2009), tumor de Wilms (Scursoni et al., 2010) y neuroblastoma
(Sampor et al., 2012) entre otros. Si bien se han postulado varias teorias que explican la
expresion de NGcGM3 en células tumorales (Vamecq et al., 1992; Malykh et al., 2001), el
mecanismo més aceptado se basa en un incremento de la capacidad metabdlica de las
mismas de incorporarlo de la dieta (Tangvoranuntakul et al., 2003; Bardor et al., 2005)
(figura 17). Estudios realizados en células tumorales indicaron que cultivos mantenidos en
condiciones de hipoxia demostraron un incremento en la expresion del ARNm de sialina,

una enzima involucrada en el transporte de &cidos sidlicos. Este incremento se
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correlacioné con un aumento en la incorporacion de NGc del medio de cultivo (Yin et al.,
2006).

Célula normal

Figura 17] Incorporacion de NGc a partir de la dieta. NGcGM3 es précticamente
indetectable en células normales. Sin embargo, las células de ciertos tumores son
capaces de incorporar el &cido sialico NGc a partir de la dieta y procesarlo de manera
de expresarlo en glicoconjugados como NGcGM3. Modificado de Fernandez
etal., 2010.

Existen numerosas evidencias de que la presencia de NGc en tumores humanos
representa ciertas ventajas para las células tumorales. Nuestro grupo reportdé que células
murinas que no expresan CMAH son capaces de incorporar NGc del medio de cultivo
incrementando su fenotipo metastésico (Gabri et al., 2009). Adicionalmente, de Ledén vy

colaboradores reportaron que este acido sialico presenta propiedades inmunosupresoras al

modular negativamente células T CD4" en el microambiente tumoral (de Lebn et al., 2006) y
al inhibir la actividad de células dendriticas (de Ledn et al., 2008). Sin embargo, el mismo

grupo reportd6 que la capacidad proliferativa e inhibitoria de poblaciones linfocitarias

regulatorias cD4"cD25" no se ven afectadas cuando se estimulan con IL-2 en presencia
de NGc (de Ledn et al.,, 2008). Asimismo, Varki propuso que la induccion de Abs anti-
NGc en pacientes con determinados tumores puede mediar procesos inflamatorios
facilitando la progresion tumoral (Varki, 2010).

La presencia de Abs anti-NGc en muestras de suero de pacientes fue descrita
inicialmente por Hanganutziu y Deicher en los afios 1920, cuando, de manera independiente,

ambos observaron que luego de la administracion terapéutica de suero de animales se
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producen anticuerpos capaces de aglutinar eritrocitos. Cincuenta afios después, l0s grupos
de Higashi y Merrick demostraron que los epitopes reconocidos por los anticuerpos de
Hanganutziu- Deicher (Abs-HD) contituyen gangliésidos N-glicolilados (Higashi et al., 1977;
Merrick et al., 1978). A partir de entonces comenzg a reportarse la presencia de Abs-HD en
muestras de suero y antigenos N-glicolilados en tejido tumoral de pacientes oncoldgicos,
confirmandose que los mismos constituian antigenos especificos de tumor.

Aun considerando la hip6tesis propuesta por Varki en cuanto a la relacién entre Abs anti-
NGc y la progresién tumoral mencionada anteriormente, se han reportado en mas de una
oportunidad que altos titulos de estos anticuerpos pueden inducir la muerte celular (Roque-
Navarro et al., 2008; Varki, 2010; Hernandez et al., 2011).

Teniendo en cuenta la expresion selectiva de este antigeno en células tumorales y
su ausencia en tejidos normales, el papel aparente que representan para la biologia tumoral,
gue los mismos son capaces de ser reconocidos por el sistema inmune y que altos titulos de
los anticuerpos especificos pueden ser perjudiciales para el desarrollo tumoral, NGc y
particularmente el gangliésido NGcGM3, son considerados blancos especificos contra los
cuales dirigir terapias oncoldgicas, en especial inmunoterapias.

Actualmente, dos vacunas a base del gangliésido NGcGM3 estan siendo evaluadas en

ensayos clinicos: racotumomab y NGcGM3/VSSP.

Vacuna racotumomab: esta formada por un anticuerpo monoclonal anti- idiotipo dirigido
contra gangliésidos N-glicolilados. Para su obtencion se llevo adelante una estrategia que
consistié en dos etapas. En primer lugar se inmunizaron ratones Balb/c con el gangliésido
NGcGM3 incluido en liposomas, obteniéndose un Ab del isotipo IgM denominado P3,
capaz de reconocer y unirse a gangliésidos y sulfatidos N-glicolilados (Vazquez et al.,
1995). En una segunda etapa, se realizaron inmunizaciones de la misma cepa de animales
con P3, también denominado Ab1, conjugado a KLH y en presencia del adyuvante de Freund,
obteniéndose una respuesta especifica del isotipo 1gG, contra el idiotipo del primero. Estos
anticuerpos también se conocen como Ab2. Racotumomab consiste en un clon particular
seleccionado de ese pool de Ab2, capaz de bloguear la unién de P3 con NGcGM3 y de
inducir una respuesta anti-idiotipo (Ab3) cuando es inoculado en animales singénicos
(Vazquez et al., 1998). Por ser un anti-idiotipo, racotumomab es la imagen especular del
idiotipo del mAb P3. De esta manera, al ser inoculado es capaz de actuar como el propio
antigeno, induciendo una respuesta inmunolégica contra compuestos N-glicolilados (figura
18).

Los ensayos preclinicos de racotumomab en tres modelos singénicos distintos
demostraron su actividad antitumoral. Por un lado, animales Balb/c fueron vacunados con
dosis i.p. de racotumomab conjugado a KLH en presencia de adyuvante de Freund. Los

resultados obtenidos demostraron un descenso en la tasa de crecimiento tumoral de células

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



de carcinoma mamario F3ll y una reduccion en el numero de ndodulos pulmonares
desarrollados de manera espontdnea. Por otro lado, ratones de la cepa C57BL/6 fueron
tratados con racotumomab por via iv., demostrando un descenso dramético en la
colonizacion pulmonar de células de melanoma B16 (Vazquez et al., 2000). El Gltimo modelo
consistié en la administracion de racotumomab en conjunto con hidroxido de aluminio
(racotumomab-alum) en animales C57BL/6, induciendo un efecto antitumoral al disminuir la
cantidad de nédulos pulmonares formados por células de NSCLC 3LL-D122. El efecto
obtenido se asoci6 a un incremento en la cantidad de células T infiltrantes en el tumor, en la
apoptosis y una reduccion en la formacion de vasos sanguineos en los nodulos
pulmonares (Diaz et al., 2009).

La vacuna racotumomab también demostré ser efectiva contra el desarrollo tumoral
cuando fue administrada en combinacion con quimioterapia en modelos preclinicos. Fuentes
y colaboradores trataron animales Balb/c con dosis bajas de ciclofosfamida y racotumomab-

alum demostrando un descenso en el crecimiento de los tumores F3Il. La combinacion de

ambas terapias también promovié el infiltrado de células TcDs* y la apoptosis tumoral
(Fuentes et al., 2010).

En el afio 2002, Alfonso y colaboradores reportaron los resultados del ensayo cinico
fase | de racotumomab realizado en 20 pacientes de melanoma demostrando no sélo la
seguridad de la vacuna racotumomab-alum, sino también la induccion de una respuesta de
Ab3 especifica contra gangliésidos N- glicolilados en 16 de los 17 pacientes incluidos
(Alfonso et al., 2002). Por su parte, el grupo de Hernandez también reporté la generacion de
una respuesta anti-gangliésido en el 80% de los pacientes de NSCLC tratados con la
vacuna, demostrando que aquellos que desarrollaron Abs IgG y/o IgM contra NGcGM3
presentaron una sobrevida mayor. Asimismo, comprobaron que el suero de los pacientes era

capaz de inducir muerte celular independiente de complemento en células X-63, NGcGM3

positivas (Hernandez et al., 2008).
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Figura 18] Red idiotipica. Representacion de la obtencién de un anticuerpo anti-
idiotipo. El anti-idiotipo puede finalmente actuar como el antigeno induciendo una

respuesta contra el mismo (Ab3).

Vacuna NGcGMB3/VSSP: al igual que la vacuna a base de NAcGM3, esta vacuna fue
desarrollada mediante la combinacion del gangliésido NGcGM3 con el complejo proteico de
la membrana externa de N. meningitidis para formar las VSSP (figura 19). La incorporacion
del gangliésido en las VSSP indujo la produccién de una respuesta IgG en ratones, pollos e
incluso monos, venciendo asi la tolerancia que presentan estos GSL naturales cuando se
administran en conjunto con un adyuvante inmunolégico (Estevez et al., 1999). VSSP ha
demostrado ser un potente adyuvante en favor de una respuesta Thl. La incubacion de
células dendriticas murinas derivadas de médula 6sea y humanas derivadas de monocitos
con VSSP, induce un aumento de expresion en membrana de la molécula MHC-Il y de
moléculas co-estimulatorias importantes para la funcion presentadora como CD80, CD86 y
CD40 (Mesa et al., 2004), asi como también un incremento en la secrecion de IL-2. También
fue demostrado que no existen diferencias entre las propiedades estimuladoras de VSSP
y el lipopolisacarido de bacterias, utilizado frecuentemente como control positivo de
activacion de células dendriticas. El grupo de Mesa reportd que la inmunizacion de ratones
con células tumorales irradiadas en conjunto con VSSP, seguido de la inoculacién de células
tumorales produce una respuesta antitumoral, mientras que animales inmunizados s6lo con
las células irradiadas no desarrollan respuesta (Mesa et al., 2006).

En el afio 2003 se publicaron los resultados de un ensayo clinico fase | realizado

para la vacuna NGcGM3/VSSP en 21 pacientes con carcinoma mamario avanzado (estadios
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Il o IV) administrado conjuntamente con el adyuvante Montanide ISA51. Habiéndose
obtenido efectos adversos minimos que incluyeron dolor en el sitio de inoculacion y fiebre,
todas las pacientes estadio Ill y la mitad de las estadio IV desarrollaron altos titulos de
anticuerpos IgM anti- gangliésido. EI 90% de las pacientes en estadio Ill y el 33% de las
estadio IV desarroll6 titulos IgG especificos. Anticuerpos IgA también fueron detectado en el
suero de las pacientes (Carr et al., 2003). Los resultados obtenidos sugieren que el esquema
de vacunacion podria ser mas efectivo en estadios menores de la enfermedad debido a la
respuesta obtenida en las pacientes estadio Ill en comparacién con las de estadio IV.
Actualmente en Cuba se esta realizando un ensayo clinico fase Ill en pacientes con cancer

de mama estadio II-Ill.
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Figura 19] Vacuna NGcGM3/VSSP. Esquema de generacion de la vacuna a base
del gangliésido NGcGM3 conjugado a proteinas de la membrana externa de N.

meningitidis.
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis se centra en el estudio de la participacién del acido

sidlico NGc, en particular como componente del gangliésido GM3, en los procesos

biolégicos involucrados en la progresion del cancer, utilizando modelos celulares y

tumorales murinos con expresion homogénea y estable de NGc. Adicionalmente, dichos

modelos son utilizados en la evaluacién a nivel preclinico de la actividad antitumoral de

preparados vacunales dirigidos contra NGc.

La hipétesis general del presente trabajo consiste en determinar la importancia de

NGcGM3 en la biologia de la célula tumoral y asi validarlo como blanco para la

inmunoterapia del cancer.

Objetivos especificos

I- Participacién de NGcGM3 en la biologia de células tumorales.

Determinar el perfil de expresion de NGcGM3 en los modelos celulares en
estudio.
Valorar las consecuencias de la expresion efectiva del NGcGM3 en la

modulacion de componentes de la membrana plasmatica y de vias de

sefalizacion relacionadas.

Estudiar el efecto de la expresion del NGcGM3 en la morfologia celular.

[I- Impacto de la expresion de NGcGM3 en la tumorigénesis.

Determinar in vitro el comportamiento de células con expresion positiva de

NGcGMS.

Valorar si la presencia de NGcGM3 provoca cambios en la tumorigenicidad.

Estudiar las caracteristicas de crecimiento in vivo en modelos singénicos de las

distintas lineas celulares con expresion de NGcGMS3.

[ll. NGcGM3 como blanco de inmunoterapia en modelos murinos.

Evaluar la respuesta antitumoral de la vacuna NGcGM3/VSSP en un modelo

singénico de melanoma, con expresion de NGcGMS.
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e Determinar la respuesta antitumoral desarrollada por la vacuna racotumomab en

un modelo singénico de NSCLC, con expresion de NGcGM3.
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Materiales

Anticuerpos monoclonales

14F7 es un anticuerpo monoclonal (mAb) murino del isotipo IgG1l dirigido contra el
gangliésido NGcGM3. Fue desarrollado en el Centro de Inmunologia Molecular de
La Habana, Cuba, mediante la inmunizacion de ratones Balb/c con NGcGM3 conjugado
hidrofébicamente a lipoproteinas de baja densidad en presencia de adyuvante de Freund
(Car et al., 2000; Rodriguez et al., 2003). El sitio de reconocimiento del residuo azucarado
esta formado exclusivamente por residuos presentes en la cadena pesada de 14F7. La alta
especificidad de union por NGcGM3 radica en la existencia de una cavidad hidrofilica en
dicho sitio de union en la cual se producen interacciones del tipo puente de hidrégeno ente el
grupo hidroximetilo del acido sialico y diversos aminodcidos presentes en la estructura.
Debido a la hidrofobicidad del grupo metilo en NAc, no es posible el reconocimiento de
NAcGM3, de estructura similar a NGcGM3. Se sugiere que 14F7 tampoco es capaz de
reconocer al gangliosido NGcGM2 debido a una posible interferencia estérica entre el
residuo GalNAc terminal (figura 3) y las argininas 98 y 100 (Krengel et al., 2004).

El mAb M2590 es una IgM murina dirigida contra NAcGM3 (Cosmo bio Co. Ltd., Tokio,
Japon).

Vacunas

NGcGM3/VSSP. La vacuna NGcGM3/VSSP fue producida y generosamente cedida por el
Centro de Inmunologia Molecular (La Habana, Cuba). Para su produccién, NGcGM3 fue
purificado a partir de glébulos rojos de caballo y conjugado hidrofébicamente al complejo
proteico de membrana externa de N. meningitides, como fue reportado previamente por
Estevez y colaboradores (Estevez et al., 1999). Este método permite que el gangliésido se
incorpore de manera hidrofobica en las VSSP, confiriéndole una alta solubilidad al conjugado.
El grupo de Estevez evalud la respuesta inmune inducida por NGcGM3/VSSP en dos
modelos animales: pollos y ratones de la cepa Balb/c, mediante la inmunizacion por via i.m.
con una mezcla de volumenes iguales de la vacuna y solucion de hidroxido de aluminio
(alum) 6 adyuvantes inmunoldgicos, segun el modelo empleado. Se utilizaron dos tipos de
adyuvantes: completo de Freund y Montanide ISA 51. Este Ultimo consiste en una
modificacion del adyuvante incompleto de Freund al cual se le reemplaz6 el agente
emulsificante Alarcel A altamente irritante. De esta manera, Montanide ISA 51 presenta
menor toxicidad, siendo ampliamente utilizado en diversos ensayos preclinicos y clinicos
(Ahlers et al., 1996; van Poelgeest et al., 2013). El esquema de inmunizacion evaluado en

ambos modelos consistio en 4 dosis de la vacuna quincenalmente. El estudio serolégico
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revelé que los pollos no desarrollaron anticuerpos contra NGcGM3 cuando la vacuna se
administré en hidréxido de aluminio. Por el contrario, todos los animales inmunizados en
presencia de adyuvante completo de Freund desarrollaron altos titulos de anticuerpos.
Cuando se evalué la respuesta en ratones, los autores encontraron que la inmunizacion
en presencia de Montanide ISA 51 indujo una respuesta en el 80% de los animales (Estevez
et al.,, 1999). Trabajos previos realizados por el mismo grupo demostraron que una
formulacion basada en la conjugacién del ganglidsido a lipoproteinas de baja densidad no

induce una respuesta inmunolégica aun cuando es administrada en conjunto con adyuvantes.

Racotumomab. Racotumomab, originalmente denominado 1E10, es un mAb anti-idiotipo
del isotipo IgG1k producido en el Centro de Inmunologia Molecular (La Habana, Cuba)
mediante la inmunizacion de ratones Balb/c con el mAb P3 conjugado a KLH. P3 es una IgM
gue reconoce gangliésidos N-glicolilados y sulfatidos (Vazquez et al., 1995). Racotumomab
reconoce el idiotipo de P3, es capaz de bloquear la unién de P3 con NGcGM3 y de inducir
una respuesta inmunolégica especifica cuando es inoculado en animales (Vazquez et al.,
1995; Vazquez et al.,, 1998). Racotumomab fue purificado a partir de liquido ascitico de
ratones siguiendo buenas practicas de manufactura, como fue descrito por Alfonso y
colaboradores (Alfonso et al., 2002). Brevemente, la purificacion fue realizada por
cromatografia de intercambio en una columna de DEAE, seguido de una cromatografia de
afinidad y exclusion molecular en una columna de Sephadex G-25.

Vazquez y colaboradores realizaron los primeros ensayos preclinicos de racotumomab en
modelos animales murinos utilizando una formulacién en la cual el anti-idiotipo se conjugé a
KLH y se administr6 en conjunto con adyuvante de Freund. Los animales recibieron 7 dosis
de 50 pg de racotumab por via i.p. a intervalos de 14 dias (Vazquez et al., 2000). Si bien los
resultados obtenidos demostraron un efecto antitumoral por parte de la vacuna, se realiz6 un
cambio en la formulacion del preparado vacunal considerando los efectos presentados por
KLH en los modelos animales y que el mismo no es utilizado en el tratamiento de pacientes.
Diaz y colaboradores evaluaron luego el efecto de racotumomab conjugado a hidroxido de
aluminio (racotumomab-alum) como adyuvante. La vacuna consisti6 en 1 mg/ml de
racotumomab y 5 mg/ml de alum final, y fue administrada por via s.c. en un esquema de 4
dosis de 50 pg de racotumomab-alum cada una, dos previas (dias -28 y -14) y dos
posteriores al desafio tumoral (dias +7 y +21). Los resultados obtenidos demostraron un
descenso en el numero de nddulos pulmonares formados por diseminacion espontanea
(Diaz et al., 2009).

El preparado vacunal utilizado en este trabajo fue producido mezclando

Racotumomab purificado con hidréxido de aluminio como adyuvante hasta una concentracion

final de 1mg/ml de mAb. Algunos experimentos fueron realizados usando Racotumomab
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obtenido por tecnologia de fermentacion en tanque agitado, recientemente descrito por

Machado y colaboradores (Machado et al., 2011).
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Ensayos in vitro

Lineas celulares y condiciones de cultivo.

Para este trabajo se utilizaron tres variantes tumorales murinas, el melanoma B16F0
(B16) el carcinoma mamario F3Il y el carcinoma de Lewis de células no pequefias de pulmén
3LL. Para los ensayos in vitro se utilizaron ademas las células de mielona murino X-63.

Melanoma. La linea celular B16 fue adquirida de la firma ATCC (ATCC CRL-6322).

Esta linea fue establecida mediante la adaptacién de células obtenidas de un melanoma
murino espontaneo de un raton de la cepa C57BL/6, a las condiciones de crecimiento
in vitro (Fidler, 1975). Las células B16 crecen adheridas al sustrato formando monocapas y
son mantenidas in vitro en medio de cultivo Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Gibco BRL, California, Estados Unidos) en presencia de 10% de suero fetal bovino
(SFB) (PAA, Pasching, Austria) inactivado por calor y 80 pg/ml de gentamicina. Al ser
inoculadas en ratones singénicos, B16 tiene la capacidad de originar tumores que semejan
la patologia del melanoma maligno.

La variante transfectada B16-H se mantuvo en las mismas condiciones que la linea
parental, suplementando el medio de cultivo con 600ug/ml de geneticina (Gibco BRL) como
antibiotico de seleccion.

Carcinoma mamario. La linea celular F3Il de carcinoma mamario murino es una
variante sarcomatoide altamente agresiva y metastasica establecida a partir de una
subpoblacion clonal de un tumor espontaneo originado en un raton BALB/c (Alonso et al.,
1996). Las células F3Il crecen in vitro adheridas al sustrato hasta formar una monocapa
confluente. Esta linea es mantenida en cultivos en monocapa en medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de SFB inactivado por calor y 80 pg/ml de gentamicina. En
ensayos in vivo, F3Il forma tumores altamente invasivos localmente de manera similar en
hembras y machos. Carcinoma de pulmén Lewis. El carcinoma de células no pequefias de
pulmén (NSCLC) 3LL fue establecido como linea celular a partir de un tumor originado
espontdneamente en el pulmdén de un ratéon C57BL/6. En este trabajo se utiliz6 el clon D122,
de inmunogenicidad baja y altamente metastdsico en ratones singénicos (Eisenbach et al.,
1984). Al igual que las lineas celulares anteriores, las células 3LL crecen in vitro adheridas
al sustrato, formando monocapas y son mantenidas en cultivo en DMEM suplementado con
10% SFB y 80 pg/ml de gentamicina.

Mieloma. La linea celular X-63 deriva de un mieloma desarrollado en un raton de la
cepa BALB/c y crece formando una suspension celular que no se adhiere al sustrato. Las
células X-63 fueron utilizadas como control positivo de expresion del gangliosido NGcGM3
(Muthing et al., 1994).

Todas las células utilizadas fueron subcultivadas aproximadamente tres veces por
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semana, usando una solucion de disociacion enzimética de tripsina-EDTA (Gibco BRL) en
caso de que crezcan formando monocapas. La viabilidad celular fue evaluada usando la

técnica de exclusion con el colorante vital azul tripan.

Transfeccion de la secuenciade CMAH

Extraccion y amplificacion de la secuencia. EI ARN mensajero (ARNm) de CMAH fue
amplificado por retrotranscripcién seguida de reacciéon en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) a partir de ARN total de higado de ratén. EI mismo fue obtenido mediante la utilizacion
del kit RNAqueous Midi RNA (Ambion, Austin, Texas, EEUU) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para los ensayos de RT- PCR se utilizaron primers especificos de la secuencia
(primer forward: 5- CGCCTTCCTGGTGTGA-3'; primer reverse: 5-
GTTGGGTGGTGTTAGAGG -37). Para el paso de RT se emplearon 5 ug de ARN total,
10 mM dNTPs, 50 ng de hexameros al azar pd(N)6 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles,
Buckinghamshire, UK) como primers de primer cadena, 0.1 M ditiotreitol (DTT), 40 U
RNAsaOUT (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) y 200 U de transcriptasa reversa Superscript
[l (Invitrogen) en un volumen final de 20 pl. La RT fue realizada a 50°C durante 1 h. Luego,
la secuencia de CMAH fue amplificada mediante una reaccion de PCR que consistio en 45 ul
de mezcla de PCR Supermix High Fidelity (Invitrogen), 10 pm de cada uno de los primers
especificos y 1 ug de cADN obtenido en el paso de RT. El protocolo de ciclado utilizado fue el

siguiente:

Desnaturalizacioninicial 95°C 5 min

Desnaturalizacion 95°C 30s

Hibridacion 53.7°C 1 min 35 ciclos
Extension 72°C  1.5min

Extension final 72°C  5min
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Clonado. Los productos de amplificacion fueron clonados en el vector pcDNa3.1/V5-His
TOPO (Invitrogen). Luego de confirmar la identidad de los insertos, la linea celular
B16 fue transfectada usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

Andlisis de expresion. La expresion del RNAm de CMAH fue evaluada mediante ensayo
de RT-PCR, usando ARN total de higado normal de ratén, de B16 o B16-H como molde de
la reaccion. Para obtener ARN total se utilizé el kit RNAqueous Midi RNA (Ambion) y se
siguieron las instrucciones del fabricante. El protocolo de amplificaciéon por RT-PCR

utilizado fue el mismo que de describid en anteriormente.

Preincubacion con NGc purificado

Células 3LL fueron despegadas del sustrato con una solucion de Tripsina-EDTA y
resuspendidas en DMEM libre de SFB suplementado con 100 pg/ml de NGc purificado
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos). Luego de 1 h de incubacion a 37°C,

las células fueron lavadas extensivamente y resuspendidas en DMEM fresco para su uso.
Citometriade flujo

Las células fueron despegadas del sustrato utilizando una solucién de tripsina- EDTA,

resuspendidas en medio de cultivo libre de suero e incubadas a una concentracion de 5x10

a lxlO6 células por muestra con 5 0 1 ug de mAbs M2590 o 14F7 respectivamente, por 30
min a 4°C (M2590) o a temperatura ambiente (14F7). Anticuerpos controles del mismo
isotipo que los primarios (IgM e IgG respectivamente) fueron incluidos. A continuacion, las
células fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) y luego incubadas con una dilucién
1:100 del anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratén conjugado a R- Ficoeritrina
(PE) (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) por 30 min a 4°C.

Para la determinacion de la expresion de integrina a5 las células fueron despegadas
del sustrato empleando una solucion de disociacién no enzimética (Sigma-Aldrich). Luego se
sigui6é el mismo procedimiento descrito anteriormente. Se utilizé6 una dilucion 1:50 de un
anticuerpo primario anti- integrina a5 de raton conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Abcam, Cambridge, Inglaterra).

Para evaluar la respuesta humoral especifica contra NGcGMS3, 5x105 células X-63

fueron incubadas con una diluciéon 1:50 de sueros de raton durante 30 min a temperatura

ambiente. El protocolo continué como se describié anteriormente. Un total de 2x104 células
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fueron adquiridas en un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,

EEUU). El andlisis de los resultados se realizé con el programa WinMDI 2.9 (en.bio-soft.net).

PCR en tiempo real

Extraccion y retrotranscripcion del ARN. Se sembraron 5x105 células por well en placa
de 6 wells y se crecieron por 48 h en presencia de DMEM suplementado con 5% SFB. Luego
de lavar la monocapa, se extrajo el ARN total de las células utilizando una solucién de Trizol
(invitrogen) y siguiendo las indicaciones provistas por el fabricante. 1 pyg de ARN fue
sometido a retrotranscripcion utilizando buffer de union y oligo dT como primers de primer
cadena. Se realiz6 una desnaturalizacion inicial a 65°C durante 5 min y a continuacion
se agregaron 2 pul de transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen), completando el
volumen de reaccién con buffer provisto por la misma. Se realizé el ciclado a 50°C durante
50 min y las muestras se guardaron a -70°C hasta su uso.

Amplificacion por PCR en tiempo real. 2 yl de cADN fueron sometidos a reaccién de
PCR. La mezca de reaccion consitié en 10 yl de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life
Technologies), 1 ul primer forward (Fw) y 1 pyl primer reverse (Rev) en un volumen final de
20 ul. Se amplificé la secuencia de ciclina D1 y como control endégeno se utilizdé B-actina.
Los primers utilizados fueron los siguientes:

Rev CD1: 5-TAGTTCATGGCCAGCGGGAAG- 3
Fw CD1: 5-AGTGCGTGCAGAAGGAGATTG- 3
Rev B-Act: 5-AGCACTTGCGGTGCACGATG- 3
Fw B-Act: 5-CAAGATCATTGCTCCTCCTG- 3

Western blot

Se sembraron 5x105 células por well en placa de 6 wells y se crecieron por 48 h en
presencia de DMEM suplementado con 5% SFB. Luego de lavar la monocapa, se realizd una
extraccion de proteinas totales utilizando en buffer 150-GPLB (20 mM Tris pH 7.4, 150 mM
NaCl, 5 mM MgCI2, 0.5% NP40, 10% glicerol, pH 7.4) suplementado con inhibidor de
proteasas y de fosfatasas (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU). Los lisados fueron
clarificados y la concentracion de proteinas normalizada. Una muestra de 20 ug de
proteinas totales se resuspendié en buffer se siembra, se hirvio y se sometio a SDS-PAGE.
Las proteinas fueron transferidas y la membrana se inbub6 con anticuerpos anti caveolina-1
(Abcam), Src y pSrc Tyr 416 (Cell Signaling, Boston, MA, EEUU) y Racl (Sigma-Aldrich)
siguiendo las instrucciones provistas por los fabricantes. Como control de carga se utilizé

tubulina (Abcam).
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Inmunofluorescencias

Se sembraron un total de lxlO5 células por well en placa de 24 wells y se
crecieron por 48 h en presencia de DMEM suplementado con 5% SFB. Luego de lavar, las
células fueron fijadas con una solucion al 3% de paraformaldehido en PBS a temperatura
ambiente. A continuacion, se incubaron con una soluciéon de 20 ug/ml de 14F7 6 con una
dilucion 1:50 de anti integrina a5 conjugado a FITC en PBS 0.1% BSA durante 1 h a 37°C.
La unién del anticuerpo primario fue detectada mediante incubacion con una dilucion
1:400 del anticuerpo secundarios anti IgG de ratdon conjugado a FITC en PBS 0.1%
BSA (Caltag, Burlingame, CA, EEUU). Finalmente, las células fueron montadas en medio
con 4°, 6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para contrastar nucleos (Laboratorios Vector Inc.,
Burlingame, CA, EEUU).

Para la marcacion de filamentos de actina, células sembradas en las mismas
condiciones fueron incubadas por 16 h en DMEM libre de suero y luego estimuladas con el
EGF (100 ng/ml) (Invitrogen) durante 15 min. Las células fueron posteriormente fijadas e
incubadas con una solucién de faloidina conjugada a AlexaFluor 555 (Molecular Probes, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio invertido de fluorescencia Nikon
Eclipse T2000.

Proliferacién celular

Estimacion por determinacion de la cantidad de proteinas. Se sembraron un total de

lxlO4 células por well en placas de 96 wells y se crecieron en presencia de DMEM
suplementado con 5% SFB. Luego de 48 h de incubacion, las células fueron lavadas con
PBS, fijadas con una solucién de formalina al 10%, teflidas con una solucién al 5% de azul
de toluidina y solubilizadas con una soluciéon al 0.1% de SDS. El nimero de células fue
estimado midiendo absorbancia a 595 nm.

Estimacion por determinacién de actividad metabdlica. Se sembraron un total de 2.5

xlO3 células por well en placas de 96 wells y se crecieron en presencia de DMEM
suplementado con 5% o 10% SFB para F3Il o 3LL respectivamente. 24 h luego se ser
sembradas, las células 3LL se trataron con pemetrexed y se incubaron durante 72 h para
determinar la concentracion de quimioterapéutico que provoca el 50%de mortalidad (IC50).
Las células F3ll fueron incubadas por 72 h en ausencia de droga. La citotoxicidad o la
proliferacion celular respectivamente fueron evaluada mediante el ensayo colorimétrico de
MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), (Sigma-Aldrich).
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Crecimiento a baja densidad

Se sembraron 600 células por wells en placa de 24 wells y se crecieron en presencia
de DMEM suplementado con 5% SFB. Luego de una semana de incubacion, las
colonias formadas se fijaron y tifiieron con una solucién de cristal violeta y metanol.

Para el recuento de las mismas se utiliz6 un microscopio invertido.

Adhesioén celular

Se sembraron un total de 4x104 células por well en placas de 96 wells y se crecieron
en presencia de DMEM suplementado con 2% SFB. En el caso de células 3LL, el medio de
cultivo se suplementé con 100 pg/ul de NGc purificado. Luego dedistintos tiempos de
incubacién, las células fueron lavadas cuidadosamente con PBS, fijadas con metanol, tefiidas
con una solucién al 0.1% de cristal violeta y finalmente solubilizadas en una solucién al 10%
metanol 5% &cido acético. El numero de células fue estimado midiendo absorbancia a 570

nm.
Inmunohistoquimica

Cortes histologicos de muestras de tumores de NSCLC humano fueron gentilmente
cedidos por la Dra. Gabriela Cinat del Instituto de Oncologia Angel Roffo. Se estudiaron dos
casos de adenocarcinoma y uno de carcinoma escamoso. Las muestras de tejido fueron
desparafinadas con xilol e hidratadas mediante una serie de alcoholes de concentracion
decreciente. Los cortes hidratados se sometieron a bloqueos con suero normal, avidina y
biotina (Laboratorios Vector Inc). Luego se incubaron con una dilucién 1:100 de los sueros a
evaluar durante 30 min, seguido por una incubacién de 1 h con el anticuerpo secundario anti
IgY de pollos conjugado a biotina (Abcam). La deteccion de los anticuerpos unidos se realizé
por incubacién con diaminobenzidina (DAB) (Vector). Finalmente, se realiz6 una tincion
nuclear de contraste con hematoxilina. Se incluyeron controles negativos por omision del
anticuerpo primario.

Los sueros se obtuvieron de un protocolo de inmunreactividad de racotumomab en un
modelo de pollos. Los animales fueron vacunados via s.c. en un esquema de tres dosis de la
vacuna racotumomab-alum los dias 0, 7 y 21, siendo O el dia de la primer administracion. Las
dosis evaluadas fueron entre 25 y 1600 ug de la vacuna cuya concentracion fue 1 mg/ml.
La recoleccion de las muestras se realiz6 14, 21, 28 y 35 dias después de la primer
inmunizacion, mediante extraccién de sangre de la vena del ala de los animales. Para los
ensayos de inmunoreactividad contra muestras histologicas de NSCLC, se evallo el suero de
animales inmunizados con una dosis de 400 ug de racotumomab, tomado el dia 28 del

protocolo. La eleccion de las muestras se basO en los resultados de ensayos de ELISA
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gue demostraron la induccion de la mejor respuesta humoral anti-NGcGM3 en las
condiciones mencionadas. Tanto la ejecucion del protocolo en pollos, como el analisis de los
sueros por ELISA se llevaron adelante en el Laboratorio de Inmunogenética, INIGEM-
CONICET.

Ensayos in vivo
Animales

Se utilizaron ratones de las cepas C57BL/6 en la experimentacion con los modelos
singénicos de melanoma B16 y carcinoma pulmonar 3LL, y BALB/c para el modelo de
carcinoma mamario F3ll. Adicionalmente, también se utilizaron ratones de la cepa NUDE. Los
ratones utilizados en este trabajo tenian una edad aproximada de 10 semanas de edad y
un peso de entre 20 y 25 g. Fueron adquiridos en el bioterio de la Facultad de Veterinaria
de La Plata y mantenidos en condiciones estandar en cajas de no mas de 6 animales con

libre acceso al agua y alimento.
Recoleccién de sueros

Los ratones controles y tratados fueron anestesiados, sangrados por puncion cardiaca
e inmediatamente sacrificados por dislocacion cervical. La sangre se dejé cuagular a 4°C
over night y luego se centrifug6 a 4000 rpm durante 20 min. Se obtuvieron pooles de sueros

de cada grupo experimental y se guardaron a -20°C hasta su uso.
Inoculacion de células tumorales

Tumor primario. Se inocularon de 5x103 a 5x105 células B16 o B16-H, y 4x105

células 3LL viables/200 pyl de DMEM en el flanco derecho de ratones C57BL/6 por via s.c.,

segun el disefio experimental que corresponda. Para el modelo de mama, ratones BALB/c 6

NUDE fueron inoculados con 2x105 células F3Il viables/200 yl de DMEM en el flanco
derecho por via s.c. En todos los casos se evalud la latencia, toma y crecimiento tumoral. La
formacion de tumores fue monitoreada mediante palpacion periddica. El tamafio tumoral fue
medido con calibre tres veces por semana. El didmetro tumoral fue calculado utilizando la

formula V(ancho x largo) y el volumen tumoral fue determinado mediante la formula /6 x

2 . . . L
largo x ancho™. Los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical entre 50 y 60 dias luego de la inoculacion tumoral o cuando manifestaron
signos de no encontrarse en buen estado de salud.
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Met4stasis espontaneas. En los experimentos que asi lo requerian, luego del
sacrificio de los animales, los pulmones fueron extraidos, fijados en solucion de Bouin y los
nédulos pulmonares superficiales fueron contados y medidos con la ayuda de una lupa

estereoscépica.

Metéastasis experimentales. Se inocularon 7.5x104 células 3LL viables/300 pl de
DMEM incubadas previamente con NGc purificado como se describié anteriormente. La
inoculacién se realizé en la vena lateral de la cola de ratones C57BL/6. Luego de tres
semanas los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y los nédulos pulmonares se

cuantificaron como se describio.
Inmunizacién con lavacuna NGcGM3/VSSP

Para los ensayos de actividad antitumoral, los ratones fueron vacunados con 200
Mg del gangliésido conjugado a VSSP (NGcGMS3/VSSP) diluido en un volumen igual del
adyuvante inmunolégico Montanide ISA 51 (Seppic, Paris, Francia). Se administraron cuatro
dosis de la vacuna con una frecuencia quincenal, por via i.m. Los animales del grupo control
recibieron solucion salina como placebo respetando el mismo esquema de tratamiento.

. . : 3
Una semana luego de la tercer dosis, los animales fueron inoculados con 5x10~ o

2x104 células B16 o B16-H/200 ul de DMEM (dia 0) (figura A). El crecimiento tumoral fue
monitoreado como se describié anteriormente. La eleccién de la dosis administrada se
basé en resultados previos de nuestro grupo con la vacuna NACGM3/VSSP, similar en su
formulacion a NGcGM3/VSSP. 200 ug del gangliésido conjugado a VSSP fue la menor dosis

gue induce una respuesta Optima en los animales (Gabri et al., 2006).

Tratamiento con la vacuna

Figura A]Tumor primario. Esquema de inmunizacion con la

vacuna NGcGM3/VSSP.

Inmunizacién con lavacuna racotumomab
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Met4stasis espontaneas. Los animales fueron vacunados con cuatro dosis de 50 ug de
racotumomab cada una, administradas quincenalmente. La vacunaciéon comenz6 el dia de la
inoculaciéon de las células 3LL (dia 0). En el caso de los ensayos combinados con
quimioterapia, cuando los tumores fueron palpables, entre los dias 10 y 12, los animales
recibieron 3 ciclos con una frecuencia semanal de pemetrexed (100 mg/kg) o docetaxel

(20 mg/kg) por via i.p. (figura B)

Inoculacion
células tumorales

l Quimioterapia

70 14 T 7 >
| | I | f

I Tratamiento con la vacuna I

Figura B| Metéstasis espontaneas. Esquema de inmunizacion con

la vacuna racotumorab combinada a quimioterapia.

Met4stasis experimentales. Los animales fueron vacunados con 50 o 200 ug de
racotumomab, recibiendo dos dosis previas (dias -14 y -7) y una dosis luego de la

inoculacién i.v de células 3LL (+7) (figura C)

Tratamiento conlavacuna

Figura C|] Metastasis experimentales. Esquema de inmunizacion

con la vacuna racotumomab.
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Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron con los programas GraphPad Prism
(GraphPad Prism Software, La Jolla, CA, Estados Unidos) e Instat.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Resultados

Capitulo |

Participacion de NGcGM3 en la biologia de células tumorales

Desarrollo de modelos con expresién de NGcGM3

® Modelos de expresion estable

Un primer paso en el desarrollo de estrategias terapéuticas novedosas basadas en un
nuevo blanco especifico de tumor consiste en su validacion preclinica mediante el
empleo de modelos animales. Los modelos animales tumorales -en particular los modelos
murinos- resultan en una herramienta de innegable valor en la investigacién oncoldgica.
Permiten estudiar fendmenos relacionados con la biologia tumoral, asi como también
evaluar la actividad antitumoral de distintas estrategias en etapas preclinicas de
investigacion puesto que tienen como objetivo imitar las caracteristicas de la enfermedad
humana.

Contrariamente a lo que ocurre en seres humanos, los tumores murinos no suelen
expresar NGc. Debido a la diferencia en el perfil de expresién del mismo que se presenta
entre humanos y ratones, se plantea un desafio adicional en el disefio de las estrategias
de evaluacién y validacion preclinica de terapias que hagan blanco en gangliésidos
glicolilados.

Con el objetivo de contar con lineas murinas que sean capaces de expresar
NGc de manera estable, y asi poder desarrollar modelos animales que puedan ser
extrapolables a la enfermedad humana, en nuestro laboratorio se obtuvo y clond la
secuencia de CMAH, enzima encargada de la sintesis de NGc. Mediante el empleo de
técnicas de biologia molecular fue posible amplificar el marco de lectura completo de la
enzima (1776 pb) a partir de ARN extraido de células de higado de ratén y clonarlo en un
vector apropiado para Ssu correcta expresion en células eucariotas. Finalmente, se
transfectaron células B16 y F3ll con dicho vector. Las células que se obtuvieron
como resultado de la transfeccién de denominaron B16-H y F3II-H respectivamente.

El primer paso en la caracterizacion de estas células consistio en la evaluacion
de la correcta expresion del gen de CMAH en ambas lineas celulares. Para ello se realiz6 un
ensayo de RT-PCR, utilizando primers especificos de la secuencia. El producto de
amplificacién obtenido se correspondié con la secuencia completa del ADNc de CMAH. Como
control positivo de la reaccion se utilizo ARN extraido de higado de ratén y como control de la

integridad del ARN se realiz6 la amplificacién de una regién de 457 pb para el gen GAPDH
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(gliceraldehido fosfato deshidrogenasa). Tanto B16-H como F3lI-H demostraron ser capaces

de transcribir correctamente el gen correspondiente a CMAH (figura I.1 Ay B).
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A PM B16 F3ll Higado

B PM B16-H F3IlI-H Higado

Figura Il.1] Expresion de la enzima CMAH en células B16 y F3II transfectadas.
ARN de células B16 y F3II fue extraido y sometido a una reaccion de RT-PCR como
se describié en Materiales y Métodos. (A) RT-PCR de células B16 y F3ll con primers
especificos de la secuencia de CMAH. Ambas lineas celulares son negativas para la
misma. (B) RT-PCR de celulas B16-H y F3II-H con primers especificos. La
transfeccion resultdé en la expresion de la enzima, obteniéndose una banda del

peso molecular esperado (1776 pb). Como control positivo de amplificacion se

utilizd ARN extraido a partir de higado de ratén.

La transfeccion de la secuencia de CMAH aumenta la presencia de NGcGM3 en la

membrana de células de melanomaB16-H y carcinoma mamario F3II-H

Luego de haber corroborado que CMAH se expresa correctamente en las lineas
transfectadas, se evalulo si dicha enzima presenta actividad biolégica. Para esto se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia y citometria de flujo utilizando el mAb 14F7, especifico

para el gangliésido NGcGM3. Como puede observarse en la figura I.2A, se obtuvo un
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incremento en la fluorescencia correspondiente a la sobreexpresion de NGcGM3 en B16-H.
Interesantemente, los resultados obtenidos por citometria de flujo mostraron que NAcCGM3,
un gangliésido altamente expresado en células B16 (Gabri et al., 2002) y precursor de la
sintesis de NGcGM3, fue modulado negativamente en B16-H, disminuyendo su expresién a
un 60% de células positivas. Adicionalmente, la expresion de NGcGM3 fue
significativamente mayor encélulas B16-H, aumentando su expresion de 2% a 80%
aproximadamente (figura 1.2B). Estos resultados demuestran que la presencia de CMAH en
B16-H altera la ruta de sintesis de gangliésidos, conduciendo a un aumento de la presencia
de GM3 en su forma glicolilada a expensas de un descenso en la forma acetilada
precursora.

De manera similar, la evaluacion por citometria de flujo de células F3II-H demostré un
aumento en la expresién de NGcGM3 de cinco veces, incrementando de un 6% de células
positivas en la linea parental a un 30% en las células transfectadas. Este resultado
confirma la existencia de actividad biolégica de la enzima CMAH y la sobreexpresion del
antigeno en esta linea celular (figura 1.3). En todos los casos se incluyeron controles

negativos de isotipo y positivos de expresion de NGcGM3.
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NAcGM3

NGcGM3
NGcGM3

Figura 1.2] Expresion del gangliésido NGcGM3 como resultado de la transfeccion

de la secuencia de CMAH en células B16. Células B16 y B16-H mantenidas in vitro
fueron analizadas para determinar la expresion de NGcGM3 en sus membranas
celulares como se describio en Materiales y Métodos (A) Inmunofluorescencia
utilizando el mAb especifico 14F7. Como resultado de la transfeccion, se detecto
un incremento en la cantidad de NGcGM3 expresado en la membrana celular de
B16-H. Aumento final: 1000X. (B) Citometria de flujo utilizando los mAb especificos
M2590 y 14F7, que reconocen NACGM3 y NGcGM3 respectivamente. Las células

B16-H demostraron un descenso en la expresion de NAcGM3 y un incremento
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NGcGM3
NGcGM3

Figura 1.3] Expresion del gangliosido NGcGM3 como resultado de la transfeccion
de la secuencia de CMAH en células F3Il. Células F3II y F3II-H fueron analizadas
mediante citometria de flujo para determinar la expresion de NGcGM3 en sus

membranas celulares como se describio en Materiales y Métodos. Para la

marcacion se utiliz6 el mAb 14F7. Fue posible detectar un aumento en la expresion

de NGcGM3 en las células transfectadas.

La expresiéon de NGcGM3 desciende a lo largo de los pasajes in vitro durante el

mantenimiento de B16-H en cultivo

El vector de expresion utilizado para transfectar la secuencia de CMAH fue disefiado
para ser mantenido en lineas celulares eucariotas de manera estable. Para ello, el
mantenimiento in vitro de las lineas transfectadas se llevé a cabo en presencia de geneticina,
antibiético empleado como presion de seleccién. Sin embargo, como consecuencia de los
sucesivos pasajes in vitro observamos un descenso en la expresion de NGcGM3 en B16-H
hasta que no fue posible detectarlo por las técnicas utilizadas de rutina. En la figura 1.4 se
representan los niveles de expresion del gangliésido en funcion del nUmero de pasaje. Es
posible observar que luego de aproximadamente 30 pasajes in vitro, la expresion de
NGcGM3 se detectd so6lo en un 5% de las células totales analizadas. Esta disminucion en
el nimero de células B16-H positivas para NGcGM3 se correlacioné inversamente con
los pasajes in vitro de los cultivos (p<0.005, test de Pearson). Aln cuando las células
transfectadas se mantuvieron bajo la presion de seleccion adecuada, la expresién del gen

CMAH sufrié un proceso de silenciamiento. Una explicacion posible a este proceso
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seria la integracion del gen de resistencia en el genoma de B16 y la perdida de actividad del
resto de informacién contenida en el vector. Por otro lado, la sintesis de CMAH podria estar
ocurriendo en bajas proporciones sin que sea detectada por el sistema utilizado para evaluar

su expresion.
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Figura 1.4] Expresion de NGcGM3 en células B16-H en relacion al namero de
pasaje. Células B16-H fueron mantenidas in vitro y analizadas por citometria de
fluyjo como se describi6 en Materiales y Métodos. (A) Citometria de flujo de
distintos cultivos de células B16-H utilizando en mAb 14F7. (B) Relacion entre el
porcentaje de expresion de NGcGM3 y el numero de pasaje. La expresion de

NGcGM3 en la membrana celular se relaciona de manera inversa con el nUmero de

pasaje. p<0.005, test de Pearson.
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e Modelo de expresidn transitoria

La participacion de NGcGM3 como un blanco relevante para inmunoterapia fue
inicialmente sugerida por experimentos llevados a cabo en el modelo altamente metastasico
de carcinoma de Lewis de células no pequefias de pulmén (NSCLC) 3LL. La inoculacién de
animales singénicos por via subcutdnea conduce al desarrollo de nédulos espontaneos en el
pulmén. Resultados previos de nuestro grupo demostraron un aumento en la expresion del
antigeno especifico en nédulos diseminados con respecto al tumor primario s.c. 0 a células
crecidas in vitro (figura 1.5) (Labrada et al., 2010), confirmando que el gangli6ésido es
incorporado por las células tumorales durante su transito por los vasos del hospedador en el
camino al érgano blanco. Este fendmeno de incorporacion y expresion de NGcGM3 en la
membrana de células tumorales fue descrito previamente por nuestro grupo y por otros
(Gabri et al., 2009; Fernandez et al., 2010). La capacidad de células 3LL de carcinoma
pulmonar de Lewis de expresar NGcGM3 las convierte en un modelo preclinico validado de
NSCLC.
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Linea celular 3LL Tumor primario 3LL Diseminacién pulmonar

Eventos

NGcGM3

Figura I.5] Deteccion de NGcGM3 mediante citometria de flujo e IHQ en células
3LL crecidas in vitro y formando tumores respectivamente. Células 3LL y cortes

histologicos de tejido tumoral fueron procesadas e inmunomarcados con el mAb

14F7. (A) Citometria de flujo sobre monocapa de células 3LL crecidas in vitro. (B)

IHQ sobre corte de tumor primario de 3LL. (C) IHQ sobre corte de nddulos
diseminados en pulmén. Puede observarse un incremento en la expresion de
NGcGM3 en el corte histologico de tumor diseminado en pulmon. Aumento final:
400X, Insets: 1000X. Modificado de Labrada et al., 2010

La preincubacién de células 3LL con NGc purificado aumenta la presencia en
membrana de NGcGM3

Teniendo en cuenta la capacidad que presentan células 3LL de incorporar NGc del
entorno del hospedador y expresarlo en los nédulos diseminados, nos propusimos
establecer un modelo de NSCLC con sobreexpresion de NGcGM3 con el cual poder
valorar de manera mas contundente las terapias dirigidas a este blanco. Se siguié un
método que se sabe induce la expresion de ganglidsidos N-glicolilados en la membrana
celular (Gabri et al.,, 2009). Células 3LL fueron preincubadas con NGc purificado y la
presencia del mismo en la membrana fue evaluada mediante citometria de flujo. Como
puede observarse en la figura 1.6, 3LL incorpor6 de manera efectiva el acido sialico del
medio extracelular, metabolizandolo de manera de agregarlo a glicoconjugados de

membrana como gangliésidos. Utilizando el anticuerpo especifico 14F7 fue posible detectar
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la expresion de NGcGM3 en la superficie celular, mientras que células 3LL sin incubar
demostraron ser negativas para el mismo. Controles negativos de isotipo y positivos de

expresion de NGcGM3 fueron incluidos en el ensayo.
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Figura 1.6] Expresion del gangliosido NGcGM3 como consecuencia de la
incorporacion exogena de NGc purificado. Células 3LL fueron preincubadas in
vitro con NGc purificado y luego evaluadas por citometria de flujo, como se
describioé en Materiales y Métodos. Se observo un incremento en la expresion del
gangliosido NGcGM3 en la membrana celular, detectado mediante el mAb 14F7. La

curva blanca representa los resultados obtenidos para el control, mientras que la

gris para células tratadas con NGc purificado.

Es sabido que los gangliésidos forman parte de microdominios de membrana
especificos, y como integrantes de estas unidades funcionales, son capaces de modular
diferentes procesos celulares (Hakomori, 2010). Particularmente, la participaciéon de
NAcGM3 en los mismos estd ampliamente descrita en numerosas publicaciones cientificas
(Hakomori, 2002; Yoon et al., 2006a; Yoon et al., 2006b). Como se mencioné previamente,
las células B16 expresan casi exclusivamente el gangliésido NAcGM3. Esta caracteristica
las convierte en una herramienta adecuada para el estudio de la participacién del mismo en
distintos fendmenos celulares. Adicionalmente, el grupo de Arpaia describié recientemente
para esta linea celular, la via de sefializacion integrina a5/caveolina-1/Scr/Racl asociada a
crecimiento dependiente de anclaje (Arpaia et al., 2012). Teniendo en cuenta estos
resultados, a continuacion nos propusimos evaluar como se modifica la expresion de los

distintos componentes de la via como consecuencia de la expresiéon de NGcGM3 en
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nuestro modelo B16-H.

La presencia de NGcGM3 aumenta los niveles de integrina ad en la membrana celular

Las integrinas pertenecen a una familia de receptores transmembrana, que se
encargan de mediar la interaccion entre las células y la matriz. Su ubicacion permite
captar y responder a los estimulos del medio extracelular mediante la organizacién del
citoesqueleto. La adhesién mediada por integrinas inicia una cascada de sefializacion
hacia el interior celular en respuesta a factores de crecimiento.  Particularmente, los
fendbmenos de migracion, progresion del ciclo celular, expresiébn de ciertos genes y
supervivencia celular se regulan mediante estas proteinas. La funcion de las integrinas se
lleva adelante en el contexto de microdominios de membrana, en los cuales estadn presentes
de manera determinante para su funcion ciertos gangliésidos como el GM3y el GM2.

Utilizando las células B16-H con expresion confirmada del gangliésido NGcGMS3, se
buscé determinar los niveles de expresion de la integrina a5. Los resultados obtenidos
demuestran que efectivamente existen diferencias en la cantidad de integrina expresada
entre la linea parental y B16-H. En la figura 1.7A puede observarse un incremento en la
fluorescencia en células B16-H correspondiente a una mayor expresion de integrina,
detectada mediante un anticuerpo especifico dirigido a la subunidad a5 de la misma. Las
fotografias de la inmunomarcacion permiten observar la distribucion de esta proteina
preferencialmente en la membrana plasmética.

La cuantificacion realizada por citometria de flujo utilizando el mismo Ab (figura 1.7B)
arrojé un incremento del 57% en la cantidad de células positivas, en comparacion con las
células B16. La representacion mediante el gréfico de histograma demuestra el aumento
en la intensidad media de fluorescencia correspondiente a una mayor expresion de la

integrina a5 en B16-H.
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Eventos

Integrina a5

Integrina a5
Integrina a5

Figura I.7] Expresion de integrina a5 en células B16 y B16-H. Células B16 y B16-H

mantenidas in vitro fueron analizadas para determinar la expresion de la proteina
integrina  a5B1 como se describi6 en Materiales y Metodos. (A)
Inmunofluorescencia utilizando un mAb especifico. Como resultado de la
transfeccion, se detectd un incremento en la cantidad de integrina expresada en la
membrana celular de B16-H. Aumento final: 1000X. (B) Citometria de flujo. Las
celulas B16-H demostraron un incremento en la expresion de integrina o5, asi

como también mayor cantidad de células positivas para la misma. Histograma: la

curva gris representa a B16, la curva blanca a B16-H.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



NGcGM3 disminuye los niveles de caveolina-1 e induce su internalizacion

En la introduccion de este trabajo se describio la existencia de diversos microdominios
de membrana, uno de los cuales estd representado por las caveolas. La proteina
caveolina-1 (cav-1) es el elemento distintivo de estos microdominios (Echarri y Del Pozo,
2012). Sin embargo, su presencia ha sido descrita en otras estructuras funcionales de
membrana y su papel bioldgico asociado a la interaccion con integrinas. Especificamente,
algunas de las vias de sefializacién asociadas a integrinas se encuentran reguladas por cav-
1.

En funcion de los resultados obtenidos en cuanto a la modulacion de la expresion de
la integrina a5 en las células B16-H, nos propusimos estudiar si cav-1 también se
encuentra modulada diferencialmente como consecuencia de la expresion de NGcGM3. En
la figura 1.8 se muestran iméagenes representativas de una inmunofluorescencia con doble
marcaje para cav-l y el gangliésido NGcGM3. Como puede observarse, el perfil de
expresion de cav-1 resulto distinto para cada una de las células evaluadas, demostrando
una menor intensidad de fluorescencia y un desplazamiento hacia el interior de la célula en
B16-H. Por su parte, B16 presenté una marcacion definida en la membrana plasmatica y una
mayor intensidad. Asimismo, la marcacién con el mAb 14F7, especifico para NGcGM3,

corroboré la efectiva expresiéon del mismo en células B16-H.
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Cav-1 NGcGM3 Merge

Figura 1.8]Expresion de caveolina-1. Células B16 y B16-H fueron sembradas en
placa de 24 wells y analizadas por microscopia confocal como se describid en
Materiales y Métodos. En verde se representa la marcacion correspondiente a
cav-1 mientras que en rojo se representa a NGcGM3. Las células B16 expresan cav-
1 en la membrana plasmatica, en tanto que B16-H presenta un perfil de marcacion
mas difuso, con un desplazamiento de la misma hacia el citoplasma celular y una

menor intensidad de fluorescencia. Se observa la presencia de NGcGM3 en células
B16-H.

La determinacion cuantitativa de los niveles de la proteina cav-1 confirmé el descenso en
la cantidad de la misma expresada por células B16-H. En la figura 1.9A se muestra el
resultado del ensayo de western blot y la cuantificacion por densitometria de las bandas,

expresadas como valores relativizados al control (figura 1.9B).
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Figura 1.9] Expresion de caveolina-1. Extractos proteicos de células B16 y B16-H
fueron obtenidos y analizados por western blot como se describié en Materiales y
Métodos. (A) Descenso en los niveles de cav-1 en células B16-H comparados con
los presentados por B16. Como control de carga se utilizé tubulina. (B)
Cuantificacion por densitometria del western blot mostrado en A. Cada valor se

relativizo a la expresion de tubulina en la misma muestra y se expresa como % del

control, representado por B16.

NGcGM3 regula negativamente la via Src/Racl

Las principales vias de sefializacién desencadenadas como consecuencia del anclaje
a la matriz extracelular mediado por integrinas involucran a las proteinas Src y a la
familia de las Rho GTPasas (Martin et al., 2002). Adicionalmente ha sido descrito que
estas Ultimas pueden interaccionar con cav-1 a través de un dominio de union especifico
(Couet et al.,, 1997). Diversos trabajos sugieren la existencia de una relacion entre la
organizacion de microdominios de membrana y la modulacién de vias de sefializacién que
regulan numerosos procesos celulares. Teniendo esto en cuenta, y considerando los
resultados obtenidos en cuanto a la modificacion de la expresion de proteinas clave para
el funcionamiento celular en células con expresion del gangliosido NGcGM3, se continud
con la evaluacion de los niveles de expresion de Src y Racl en B16-H.

En la figura 1.10 se muestran los resultados del ensayo de western blot para las
proteinas de interés. Como puede observarse, tanto la expresioén de Src como Racl
mostraron menores niveles de expresion en las células transfectadas.

Particularmente, al detectarse menor expresion de Src, el descenso en los niveles
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de la proteina activa, fosforilada en el residuo Tir 416, mostré una diferencia significativa al

Src

% control

Tubulina

p-Src

% control

Tubulina

Racl

°
=
=]
c
[=]
o

X

Tubulina

Figura 1.10] Expresion de Scr, pScr y Racl. Extractos proteicos de células B16 y
B16-H fueron obtenidos y analizados por western blot como se describié en
Materiales y Métodos. (A) Descenso en los niveles de las proteinas evaluadas en
células B16-H comparados con los presentados por B16. Como control de carga se
utilizé tubulina. (B) Cuantificacion por densitometria de los western blot
mostrados en A. * p<0.05, B16-H vs B16, test de t no pareado. Cada valor se
relativizo a la expresion de tubulina en la misma muestra y se expresa como % del

control, representado por B16.
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NGcGM3 induce cambios en la morfologia celular y modifica la reorganizacién del

citoesqueleto de actina

Teniendo en cuenta la relacidn existente entre integrinas, Racl y el citoesqueleto
celular, la siguiente pregunta que surgio fue si la morfologia de las células B16-H presenta
cambios con respecto a B16. Para ello, células de ambas lineas fueron marcadas con
faloidina y observadas en un microscopio de fluorescencia, una técnica ampliamente
reportada en la bibliografia (Cerezo et al., 2009; Sharili et al., 2013; Cardama et al., 2013).
Como se representa en la figura 1.11, fue posible observar diferencias entre la morfologia de
células con y sin expresion de NGcGM3. Mientras que B16 presentd una estructura
mas estrellada, caracteristica de la linea celular, la morfologia de B16-H se modificd hacia un
tipo mas ahusado (figura 1.11A). La cuantificacion de prolongaciones celulares mostrada en
la figura 1.11B indic6 que la poblacién de células B16-H presenta mayor cantidad de células
con 2 0 menos prolongaciones, y un menor porcentaje de células con mas de 4
prolongaciones al compararse con la linea parental.

El andlisis cualitativo de los resultados obtenidos luego de la tincién con faloidina
también permiti6 determinar que las células B16-H presentan una menor cantidad de
filamentos de actina en comparacion con la linea parental. Como puede observarse en el
panel presentado en la figura 1.12, los filamentos del citoesqueleto de actina son més
notorios en células B16, sin expresion de NGcGM3. Por su parte, B16-H demostré un perfil
de marcacién més difuso, correspondientes a una menor reorganizacion de los haces de

actina.
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Figura I.11]Morfologia celular de B16 y B16-H. Andlisis de la morfologia de ambas

variantes celulares, como se describié en Materiales y Métodos. (A) Fotografias de
las monocapas de B16 y B16-H. Puede observarse la diferencia en la estructura de
cada una de las dos lineas analizadas. Aumento final: 400X. (B) Cuantificacion de

las prolongaciones celulares expresada como porcentaje de células por campo.
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Figura 1.12|Filamentos de actina en células B16 y B16-H. Iméagenes

representativas de células B16 y B16-H marcadas con faloidina conjugada a

AlexaFluor555. B16 presenta mayor cantidad de filamentos de actina mientras que

B16-H expone un patron mas difuso, no observandose el mismo perfil en la

generacion de haces de actina. Aumento final: 1000X.
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Resultados
Capitulo 1l

Impacto de la expresién de NGcGM3 en la tumorigénesis

Se encuentra ampliamente reportado que la sobreexpresion o la sintesis de novo de
residuos azucarados provoca alteraciones en el comportamiento in vitro de las células
(Hakomori, 1996; Wang et al., 2006). Como se describi6é en el capitulo anterior, los modelos
de expresion estable del gangliosido NGcGM3 desarrollados presentan un perfil de
expresion de glicoconjugados que poseen &cidos siélicos distinto al de las lineas celulares de
las cuales derivan. Teniendo en cuenta los resultados presentados para el modelo B16-H en
relacion a las modificaciones a nivel de la biologia molecular, nos propusimos evaluar si la
presencia de dicho gangliésido induce cambios en el fenotipo de la célula tumoral

considerando el comportamiento in vitro e in vivo de las mismas.

NGcGM3 modifica el comportamiento in vitro de las células

Células B16, F3Il y sus variantes transfectadas fueron sembradas en placa de 96 wells,
incubadas por 48 y 72 h respectivamente, y analizadas por ensayo colorimétrico para
determinar la capacidad proliferativa. Como consecuencia de la sintesis y expresion de
NGcGM3 en la membrana de células B16-H y F3lI-H, la proliferacién celular de las mismas
se vio significativamente incrementada en las condiciones de cultivo ensayadas. En la tabla
II.1 se indican los valores de absorbancia obtenidos para cada una de las células evaluadas.
De los resultados se desprende que la presencia de NGCGM3 promovié un incremento
significativo, aproximadamente un 40%, en la capacidad proliferativa de B16-H (p<0.0001,
test de t no pareado), mientras que en el caso de células F3II-H este incremento fue algo

menor, de aproximadamente un 15% (p<0.005, test de t no pareado).
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Tabla 1.1 Proliferacion de células B16-H y F3II-H. Células parentales y sus variantes
transfectadas con CMAH fueron evaluadas mediante ensayo colorimétrico para determinar
su capacidad proliferativa. La determinacion serealiz6 48 h (B16) y 72 h (F3Il) posteriores a

la siembra.

Células Proliferacion (Abs + SEM)
B16 0.5140 + 0.00704

B16-H 0.7257 £ 0.02452 ***
F3lI 0.5499 + 0.01394

F3II-H 0.6320+0.01795**

*** n<0.0001, test de t no pareado, B16 vs B16-H
** p<0.005, test de t no pareado, F3ll vs F3II-H

NGcGM3 incrementa el crecimiento a baja densidad en células B16-H asociado a

un aumento en la expresion de ciclinaD1

La realizacion de ensayos clonogénicos de crecimiento a baja densidad constituye una
alterativa adicional empleada en la determinacion de caracteristicas de crecimiento in vitro de
una linea o variante celular. Se utilizaron células B16-H como modelo de expresion estable
del gangliésido NGcGM3, y se evaluo la capacidad de las mismas de crecer y establecer
colonias en un ensayo clonogénico. Para ello, células B16 y B16-H se sembraron a una
concentracion de 600 células por well, y luego de 7 dias de incubacion se analiz6 la cantidad
de colonias formadas. Como puede observarse en la figura 1.1, B16- H present6 un
incremento significativo en la cantidad de colonias, demostrando una mejor capacidad de

crecimiento en condiciones de baja densidad celular.
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Figura 11.1] Crecimiento a baja densidad. Células B16 y B16-H fueron sembradas
en placas de 24 wells como se describio en Materiales y Métodos. El recuento de

las colonias formadas resulto significativamente mayor para B16- H. **p=0.0059,

test de t no pareado. Los valores representan la media = SEM.

Considerando los resultados obtenidos en los ensayos anteriores de evaluacion de las
capacidades proliferativa y de formacién de colonias a baja densidad, se evallo la expresion
de la proteina ciclina D1 en el modelo B16-H, puesto que la misma actlda como mediadora
en la progresion entre las fases GO/G1 y S del ciclo celular. Como se representa en la figura
1.2, la expresiébn del RNAmM de ciclina D1 medida por PCR en tiempo real resultd

significativamente mayor en B16-H que en la linea parental.
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Expresion ciclina D1

Figura 11.2] Expresion de ciclina D1. El ARN total de células B16 y B16-H fue
extraido y sometido a amplificacion por PCR en tiempo real como se describié en

Materiales y Métodos. La cuantificacion del ARNm de ciclina D1 fue

significativamente mayor para B16- H. *p<0.05, test de t no pareado. Los valores

representan la media = SEM.

Comportamientos celulares adicionales a la proliferacion se ven también afectados por
la modificacién en el perfil de expresion de gangliésidos. Como se muestra en la figura 1.3, la
capacidad adhesiva de todas las lineas celulares evaluadas se vio alterada por la presencia
de NGcGMS3. En el caso de células B16 y F3Il, el incremento en la adhesion celular fue
consecuencia de la expresion estable de NGcGM3, obtenido mediante la transfeccion de
la secuencia de CMAH (figura Il.3A y B). Se observé el mismo resultado en el modelo de
expresion transitoria de NGcGMS3 constituido por células 3LL preincubadas con NGc (3LL-
NGc), al comparar con 3LL sin tratar (figura 11.3C). Este resultado demuestra que dicha
modificacion en el comportamiento celular corresponde a la sola presencia del gangliésido,

sin importar si es sintetizado por la propia célula o incorporado a partir del medio.
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Figura 11.3] Efecto de la expresion de NGcGM3 en la adhesion in vitro. Las células
fueron sembradas y procesadas como se describiéo en Materiales y Métodos. (A)
Células B16 (circulos blancos) y B16-H (cuadrados negros). *** p<0,0001. (B)
Células F3II (circulos blancos) y F3II-H (cuadrados negros). *** p<0,0001. (C)
Células 3LL (circulos blancos) y 3LL-NGc (cuadrados negros) ** p=0.003. En los tres
modelos evaluados la adhesion de células con expresion de NGcGM3 fue
significativamente mayor que la de células que no lo expresan. Los valores se

representan como la media de 6 determinaciones + SEM. En todos los casos se
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La expresion de NGcGM3 disminuye la tumorigenicidad de las células B16 y F3ll

transfectadas con CMAH

La expresion de NGcGM3 demostré tener un efecto significativo en el comportamiento
in vitro de las células. A continuacion, se evalug si la presencia del mismo también induce
cambios en el comportamiento in vivo de las lineas transfectadas en comparacion con las
parentales.

La expresion de NGcGM3 en células de melanoma B16 y carcinoma mamario

F3Il modific6é el comportamiento in vivo de las mismas. Al inocular 5x10™ células de
melanoma en ratones singénicos C57, la linea parental desarrolla tumores palpables luego
de aproximadamente 19 dias, logrando una incidencia tumoral (ratones que desarrollan

tumor/ratones total inoculados) del 80% (Gabri et al., 2006). Esta incidencia tumoral fue

alcanzada luego de inocular al menos 2x104 células B16-H (Tabla 11.2). Si bien fue posible
promover el desarrollo de tumores de melanoma en hospedadores singénicos, se encontrd
que B16-H presenta una tumorigenicidad menor puesto que es necesario un mayor numero
de células para obtener una incidencia tumoral similar a la lograda con la linea parental.

En la figura Il.4 se representan graficamente las curvas de crecimiento de tumores
desarrollados en animales C57BL/6 luego de la inoculacidon con distintas cantidades de
células B16-H (figura I.4A). Se representa también la incidencia tumoral obtenida luego de
60 dias transcurrida la inoculacion (figura 11.4B).

La administracion de F3II-H en ratones singénicos BALB/c arroj6 un resultado similar al
obtenido en el modelo de melanoma B16-H. Las células transfectadas demostraron una
menor tumorigenicidad que la linea parental. Aun cuando la incidencia tumoral no se vio
modificada en este modelo de carcinoma mamario (Tabla 11.3), la curva de crecimiento de
los tumores F3lI-H fue significativamente menor (p<0,0001, test de t para pendientes)
que la presentada por los tumores formados a partir de la inoculacion de F3Il parental en
ratones BALB/c (figura I[1.5A). Sin embargo, al inocularlas en ratones atimicos
inmunodeficientes no se observaron diferencias en el crecimiento tumoral entre ambos grupos

(p>0.05, test de t para pendientes) (figura 11.5B).

Tabla 11.2| Incidencia tumoral de células B16 y B16-H en ratones singénicos. Las
células fueron inoculadas en el espacio subcutdneo de ratones C57BL/6. La incidencia
tumoral se expresa como larelacién entre animales positivos/animales totales inoculados

luego de 60 dias transcurridos lainoculacion.
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Incidencia tumoral

Cantidad de células B16 B16-H
5x10° 7/8 (87%)  2/5 (40%)
1x10" 7/8 (87%)  2/5 (40%)
2x10* 8/8 (100%) 4/5 (80%)

Tabla I1.3] Incidencia tumoral de células F3ll y F3II-H en ratones singénicos. Las células

fueron inoculadas en el espacio subcutaneo de ratones Balb/c.

Incidencia tumoral

Cantidad de células F3lI F3I1-H

2x10° 5/5 (100%) 5/5 (100%)
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Volumen tumoral (mm3)
Incidencia tumoral

Figura I.4 | Crecimiento tumoral subcutaneo de células B16 y B16-H en animales
singénicos. Diferentes grupos de animales fueron inoculados por via s.c con células

B16 0 B16-H como se describio en Materiales y Métodos (A) Curva de crecimiento
tumoral en animales inoculados con 5x10° (circulos negros), 1.5x10* (triangulos
negros), 2x10* (cuadrados negros), 5x10* (cruces) o 5x10° (rombos negros) células
B16-H. Como control se incluyé la curva de crecimiento de tumores desarrollados
en animales inoculados con 5x10° (rombos blancos) células B16. (B) Incidencia

tumoral de 5x10° (cuadrados negros), 2x10* (triangulos negros) células B16-H y

5x10° (circulos blancos) células B16. No se observaron diferencias significativas

entre el crecimiento tumoral presentado por animales inoculados con 5x10°
células B16 y 2x10* células B16-H. ANOVA contrastado con test de comparacion
multiple de Bonferroni. Los resultados se expresan como la media de 5 animales

por grupo.
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Figura 11.5 | Crecimiento tumoral in vivo de células F3ll y F3II-H. Las células fueron
inoculadas en el flanco derecho de los ratones como se describio en Materiales y
Métodos. (A) Crecimiento tumoral de F3Il (circulos blancos) y F3II-H (cuadrados
negros) en ratones singénicos BALB/c. (B) Crecimiento tumoral de F3II (circulos
blancos) y F3II-H (cuadrados negros) en ratones atimicos. La tasa de crecimiento
tumoral de F3II-H fue significativamente menor que la presentada por F3ll en el
modelo singénico, * p<0,0001, test de t para pendientes. Cuando los tumores
fueron desarrollados en ratones atimicos, no se observaron diferencias entre los

grupos, p>0.05, test de t para pendientes. Los valores representan la media = SEM.
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La expresion de NGcGM3 se asocia con la formacién de n6dulos pulmonares en células
3LL preincubadas con NGc

La presencia de NGcGM3 exdgeno en células de carcinoma pulmonar altamente
agresivo 3LL también fue capaz de inducir cambios en el comportamiento in vivo de las
mismas, aunque en un sentido opuesto a lo observado respecto de la tumorigenicidad en los
modelos de expresion estable presentados anteriormente. Cuando células 3LL preincubadas
con NGc purificado fueron inoculadas en animales singénicos se observé un incremento
significativo en la formaciébn de nodulos pulmonares inducidos experimentalmente,

particularmente aquellos macronédulos mayores a 2 mm de diametro (figuras 1.6 Ay B).

>

[y

o

o
M

totales

Nédulos pulmonares
Macrondédulos
pulmonares

—

Control Control

Figura 11.6] Efecto de la incorporacion exdgena de NGc en la formacion de
ndédulos pulmonares experimentales. Células 3LL fueron preincubadas in vitro con
NGc purificado y luego inoculadas en los animales, como se describio en
Materiales y Métodos. (A) Ndédulos pulmonares experimentales totales formados
por células 3LL control o preincubadas con NGc. (B) Formacion experimental de
macronodulos pulmonares (diametros > 2 mm) en animales control o inoculados

con células 3LL preincubadas con NGc. **p<0.01 test de t no pareado con

correccion de Welch. Las lesiones pulmonares se presentan como media + SEM.
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Resultados

Capitulo 1l
NGcGM3 como blanco de inmunoterapia en modelos murinos

NGcGM3 ha sido descrito como un antigeno tumoral en diversos tipos de tumores
humanos incluyendo melanoma y pulmén (Carr et al., 2000; van Cruijsen et al., 2009; Blanco
et al,, 2012). Contrariamente, la mayoria de las lineas celulares tumorales de raton son
negativas para la expresion de este antigeno, aun cuando las células sométicas lo expresan
con frecuencia. Como se menciond previamente, nuestro grupo publico resultados que
demuestran la nula expresion de NGcGM3 en la linea celular de melanoma B16 (Gabri et
al., 2009). Sumado a esto, en el Capitulo | de este trabajo se presentaron resultados que
confirman la ausencia del antigeno en la linea de carcinoma pulmonar de células no
pequefias 3LL, ya reportado por Labrada y colaboradores (Labrada et al., 2010).

Teniendo en cuenta la importancia clinica de estas dos variantes tumorales y
considerando la relevancia que presenta el antigeno de estudio en las mismas, se
desarrollaron los modelos murinos descritos en los capitulos previos, a fin de ser utilizados en
la validacién de la actividad terapéutica de dos vacunas dirigidas contra gangliésidos
glicolilados. Los preparados vacunales que se utilizaron en el desarrollo de este trabajo
fueron la vacuna NGcGM3/VSSP y la vacuna racotumomab. El principal objetivo de este
capitulo se centra en la evaluacién de la participacion del antigeno blanco en la actividad
antitumoral de las vacunas dirigidas contra NGcGM3. Adicionalmente, se utilizar4 el modelo
de carcinoma pulmonar desarrollado para llevar adelante la validacion preclinica de la
vacuna racotumomab, en combinaciébn o no con pemetrexed 0 quimioterapia basada en

taxanos.

e Vacuna NGcGM3/VSSP

La actividad antitumoral de NGcGM3/VSSP es dependiente de la expresién de NGcGM3

Con el objetivo de evaluar el potencial uso del modelo B16-H en la validacion

3 o 2x104

células en ratones singénicos previamente incluidos en un protocolo de inmunizacién de

de la actividad antitumoral de la vacuna NGcGMS3/VSSP, se inocularon 5x10

cuatro dosis quincenales de la vacuna, cada una de 200 pg de gangliésido conjugado. En
trabajos previos se demostro que la vacuna NGcGM3/VSSP no presenta actividad antitumoral
en animales portadores de tumores B16 (Carr et al., 2001). Sin embargo, los resultados
obtenidos demostraron que el modelo murino B16-H es adecuado para la evaluacion

prelinica de dicha vacuna. La inoculacién de la cantidad 6ptima de células en animales
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singénicos permite el desarrollo de tumores en los mismos. Adicionalmente, y como puede
observarse en la tabla Ill.1, la diferencia obtenida en la incidencia tumoral entre animales

vacunados y no vacunados sugiere una respuesta antitumoral por parte de NGcGM3/VSSP.

Tabla Ill.1] Efecto de la vacuna NGcGM3/VSSP en la formacién de tumores utilizando
células B16-H. Las células fueron inoculadas en el espacio subcutaneo de ratones C57BL/6,
7 dias posteriores a la tercer inmunizacion con NGcGM3/VSSP. La incidencia tumoral se
expresa como la relacion entre animales positivos/animales totales inoculados luego de 60

dias transcurridos la inoculacion.

Incidencia tumoral

Cantidad de células Control NGcGM3/VSSP

5x10° 2/5 (40%)  1/11 (9%)
2x10° 4/5 (80%)  0/9 (0%)*

* p<0.005, animales vacunados vs animales control inoculados con 2x104 células,
Test Exacto de Fisher.

El desarrollo del modelo B16-H implico la transfeccién de las células de la linea parental
con un vector de expresion que contiene clonada la secuencia de CMAH, enzima
responsable de la sintesis de residuos glicolilados a partir de sus precursores acetilados.
Para mantener la expresion del antigeno exdégeno en el tiempo es necesario someter el
cultivo celular a la presion de seleccion incluida en el vector. Aun con esta consideracion, la
expresion de NGcGM3 en células B16-H disminuyé conforme se avanzdé con el
mantenimiento de la linea celular generada en cultivos in vitro (figura 1.4).

Utilizando estas células con menor expresiéon de NGcGM3, se evalud la actividad
antitumoral de la vacuna NGcGM3/VSSP en animales inoculados con las mismas a fin de
determinar si la vacuna era efectiva aln en presencia de una menor cantidad de antigeno
blanco en las células. Como puede observarse en la figura Ill.1, no se observaron
diferencias en la incidencia presentada por
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animales tratados o no con la vacuna e inoculados con células con poca expresion. Este
resultado valida el hecho que la proteccion antitumoral presentada por esta vacuna depende
fuertemente de la presencia de NGcGM3 en las células tumorales, demostrando su

especificidad por el blanco tumoral contra el cual fue desarrollada.

>

Incidencia tumoral (%)

Incidencia tumoral (%)

Figura Ill.1] Respuesta antitumoral de NGcGM3/VSSP en ratones inoculados con
células B16-H con expresion o no de NGcGM3. 2x10 células B16-H con distintos
niveles de expresion de NGcGM3 fueron inoculadas en ratones C57BL/6 vacunados
0 no con NGcGM3/VSSP como se describid en Materiales y Métodos. (A)
Incidencia tumoral de animales inoculados con B16-H con alta expresion de
NGcGM3, correspondientes a un pasaje 20, vacunados (cuadrados blancos) o no
(rombos negros) con NGcGM3/VSSP. *p<0.005, Test Exacto de Fisher. (B)

Incidencia tumoral de animales inoculados con B16-H con baja expresion de

NGcGM3, pasaje 35, vacunados (cuadrados blancos) o no (rombos negros) con

NGcGM3/VSSP. La vacuna demostrd efecto antitumoral en los animales tratados

inoculados con B16-H con alta expresion de NGcGMa3.
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e Vacunaracotumomab

Nuestro grupo también participd en la evaluacion preclinica de la actividad antitumoral
de un segundo preparado vacunal basado en el anticuerpo anti-idiotipo racotumomab dirigido
a gangliésidos N-glicolilados, incluyendo NGcGM3. Previamente, la vacuna racotumomab
habia sido testeada en distintas formulaciones en un modelo murino singénico de cancer
mamario. La vacunacion i.p. con varias dosis quincenales de racotumomab conjugado a
KLH (keyhole limpet hemocyanin) en adyuvante de Freund, disminuyé de manera significativa
el crecimiento subcutaneo de tumores F3Il y la diseminacion espontanea a pulmoén (Vazquez
et al., 2000). No obstante, esta formulacion con KLH resulté algo téxica en las condiciones

empleadas (Vazquez et al., 2000). La administracion de bajas dosis de ciclofosfamida (150

mg/mz) en combinacién con la inmunizaciéon con racotumomab, en este caso conjugado a
hidréxido de aluminio (racotumomab-alum), redujo significativamente el crecimiento de
tumores primarios de F3Il (Fuentes et al., 2010). La respuesta antitumoral fue comparable a
la obtenida con dosis altas de quimioterapia estandar en el mismo modelo de cancer
mamario, sin presentarse signos evidentes de toxicidad.

Utilizando el modelo de expresion transitoria de NGcGM3 de NSCLC desarrollado en
este trabajo, se realizaron los ensayos preclinicos de valoracién de la actividad antitumoral

del preparado vacunal racotumomab-alum, en combinacién o no con quimioterapia.

Proteccion contra la formacion espontdnea de noédulos pulmonares mediante

inmunizacién con racotumomab

Previamente se describié que las células tumorales son capaces de incorporar NG¢c a
partir del hospedador y expresarlo en sus membranas celulares mediante incorporacion en
diversos glicoconjugados, como ser el gangliésido GM3 (Labrada et al., 2010; Fernandez et
al.,, 2010,). Las células de carcinoma pulmonar murino 3LL respetan este comportamiento,
convirtiéndose asi en un modelo adecuado para la evaluacion preclinica del anti-idiotipo
racotumomab. Por otro lado, se cuenta con evidencia robusta que valida la accién
terapéutica de esta vacuna en otros modelos murinos que expresan el blanco molecular.
Teniendo esto en cuenta, se evalué la actividad antitumoral de racotumomab en la
formacion de nodulos pulmonares. Los tumores fueron crecidos en el flanco de los ratones
mediante la inoculacion subcutanea de células 3LL y las lesiones pulmonares se formaron por
diseminacion espontanea a partir del tumor primario. Como se muestra en la figura IIl.2A, la
tasa de crecimiento del tumor primario no fue afectada por la vacunacion con dosis
quincenales con 50 pug de racotumomab comenzando el dia de la inoculacion (p>0.05, test
de t para pendientes). Este resultado es consistente con el hecho de que los tumores

primarios que forma 3LL son negativos para NGcGM3. Sin embargo, la inmunizacién redujo
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de manera significativa la formacién de nddulos pulmonares (figura 111.2B), indicando
posiblemente un aumento en la expresion del antigeno NGcGM3 en los focos metastasicos
en comparacion con eltumor primario, en concordancia con lo reportado por Labrada y

colaboradores. (Labrada et al., 2010).
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Figura 111.2] Proteccion antitumoral contra la formacion de nédulos pulmonares
espontaneos por la inmunizacion con racotumomab. Los ratones fueron
inoculados via subcutéanea con células 3LL e inmunizados con dosis de 50 ug de
racotumomab, como se describio en Materiales y Métodos. (A) Crecimiento
subcutéaneo del tumor primario. Los valores representan media + SEM. No se
detectaron diferencias significativas en las curvas de crecimiento de ratones
controles y vacunados. p>0.05, test de t para pendientes. (B) Formacion de
nodulos pulmonares. La inmunizacién redujo significativamente el niumero de
nodulos pulmonares comparado con el grupo control. * p=0.0377, test de t no

pareado con correccion de Welch. Cada dato individual representa un animal y las

lineas horizontales indican las medianas de los valores. Los valores corresponden a

Los experimentos iniciales de evaluacion de racotumomab, asi como los presentados
en trabajos previos de otros autores, fueron realizados empleando racotumomab producido
en liquido ascitico murino (LAM). A modo de comparacion, se llevaron adelante ensayos de
actividad antitumoral en nédulos diseminados espontaneamente utilizando un producto
realizado mediante la tecnologia de tanque agitado (TA). Como puede observarse en la
figura 111.3, no se encontraron diferencias entre ambas metodologias de produccion. Mas
aun, las dos formulaciones presentaron una actividad antitumoral similar, con una
reduccion en la cantidad de nddulos pulmonares espontaneos de aproximadamente un 40%
(Tabla I11.2).
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Nodulos pulmonares

Figura 111.3] Proteccion contra la formacion de nédulos pulmonares espontaneos

por la inmunizacién con racotumomab producidos en LAM o por tecnologia TA.
Ratones singénicos C57BL/6 fueron inoculados con células 3LL y vacunados con
dosis de 50 o 200 pg de racotumoab LAM o TA como se describié en Materiales y
Métodos. Ambas formulaciones inducen un descenso significativo de la cantidad
de nddulos totales. * p<0.05, test de comparacion multiple de Dunnett, Analisis de

varianza (ANOVA). Los valores representan la mediay el error estandar.
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Tabla 111.2| Nédulos pulmonares totales en ratones C57BL/6 portadores de tumor 3LL,
tratados con distintos lotes de la vacuna racotumomab. Los animales fueron inoculados
con células 3LL en el espacio subcutdneo y luego vacunados con racotumomab producido en
LAM o por TA, como se describié en Materiales y Métodos. Se determind la cantidad de

nédulos diseminados de manera espontanea a pulmaén.

. Nodulos Reduccion porcentual
Grupo de tratamiento :
() pulmonares totales promedio respecto
(media £ SEM) del control

Control

(n=8) 72+ 14

Racotumomab LAM
( ) 42+5 41.6 %
n=20
Racotumomab TA

( ) 42+ 4 41.6 %

n=19

Combinacion de lainmunizacién con racotumomab y quimioterapia estandar

A continuacion se estudio la respuesta inducida por racotumomab en combinacién
0 no con quimioterapia. En primera instancia, se disefiaron protocolos de combinacion de
racotumomab con pemetrexed. Pemetrexed es un quimioterapéutico del tipo anti
antifolato, indicado para tratamiento de segunda linea de cancer de pulmén de células no
pequenias.

Se evaludé la sensibilidad in vitro de células tumorales 3LL preincubadas con
NGc a quimioterapia. La ICgg de células 3LL para pemetrexed luego de un tratamiento

de 72 h resulté ser cercana a 200 nM (193+6 nM), mientras que un
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valor similar se obtuvo para 3LL preincubadas con NGc (192+31 nM) (figura Ill.4).
Este resultado sugiere que la expresion del antigeno blanco no presenta efectos directos
en la efectividad de la quimioterapia, permitiendo el uso del modelo en la evaluacion

terapéutica de la combinacion racotumomab-quimioterapiaa base de pemetrexd.

Proliferacion celular
(%control)

Concentraccion pemetrexed (nM)

Figura Ill.4] Curvas de determinacion de ICso de pemetrexed en células 3LL

preincubadas o no con NGc purificado. Las células se sembraron en placa de 96

wells y se trataron con distintas concentraciones de pemetrexed como se describio

en Materiales y Métodos. Células 3LL (linea naranja) y células 3LL-NGc (linea
verde) no mostraron diferencias entre los valores de ICsq calculados. Los resultados
representan dos experimentos independientes con resultados similares. Los

valores se muestran como media + SEM.

Una vez establecido que las células 3LL preincubadas con NGc respondieron de la
misma manera que la linea parental al tratamiento in vitro con pemetrexed, se procedio a la
realizacién del ensayo in vivo con la combinacién de ambas estrategias terapéuticas. Al
igual que racotumomab, pemetrexed no presentd efecto significativo en el desarrollo
de tumores primarios subcutaneos de 3LL (figura 11.5). La inmunizacién con dosis
quincenales de la vacuna demostr6 un efecto comparable en la formacion de lesiones
pulmonares espontaneas a aquel presentado por el tratamiento con ciclos semanales de

pemetrexed administrado por via i.p. en una dosis de 100mg/kg (figura I1I1.6). En las
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condiciones experimentales ensayadas, la combinacion de racotumomab con pemetrexed
no presentd un efecto sinérgico al comparar con cada tratamiento por separado. Sin embargo,
la administracion de la combinacion resultd altamente efectiva contra la diseminaciéon de
nédulos a pulmén (p<0.001, control vs racotpemetrexed, ANOVA seguido de test de

comparacion multimple de Bonferroni) (figura I11.6).

3
Volumen tumoral (mm~)

Figura Ill. 5] Efecto de la inmunizacion con Racotumoab y el tratamiento con
pemetrexed en el crecimiento de tumores primarios. Los ratones fueron
inoculados via subcutanea con celulas 3LL y luego inmunizados con 50 ug de
racotumomab y/o tratados con 100 mg/kg de pemetrexed como se describié en
Materiales y Métodos. Animales control (circulos), animales vacunados con

racotumomab (cuadrados), animales tratados con pemetrexed (rombos) vy

animales vacunados y tratados con la quimioterapia (triangulos blancos). No se

observaron diferencias significativas en el crecimiento de los tumores entre los
distintos grupos experimentales. p>0.05, ANOVA. Los valores se muestran como

media + SEM.
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Nodulos pulmonares

Figura 111.6] Efecto de la inmunizacion con Racotumoab y el tratamiento con
quimioterapia en la formacion de nddulos pulmonares. Los ratones fueron
inoculados via subcuténea con células 3LL y luego inmunizados con 50 pg de
racotumomab y/o tratados con 100 mg/kg de pemetrexed como se describié en
Materiales y Métodos. Se observaron diferencias significativas entre la cantidad de
nodulos del grupo control en comparacion con los grupos vacunados y tratados
con pemetrexed. *p<0.05, control vs raco y control vs pemetrexed, ANOVA
seguido de test de comparacion multimple de Bonferroni. Los animales que
recibieron la combinacion de tratamientos demostraron un efecto antitumoral aun

mejor. ** p<0.001, control vs racotpemetrexed, ANOVA seguido de test de

comparacion mdualtimple de Bonferroni. Los resultados representan dos

experimentos independientes con resultados similares. Los valores se muestran

como media + SEM.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



En una segunda estrategia de combinacion, se evalué la existencia de efecto
terapéutico al administrar conjuntamente racotumomab con quimioterapia a base de taxanos,
utilizando Docetaxel para el tratamiento de los animales. Como puede observarse en la figura
.7, no se observé efecto antitumoral utilizando quimioterapia a base de taxanos,

administrando dosis semanales 20 mg/kg de docetaxel.

Nddulos pulmonares

Figura 11.7] Efecto de la inmunizacion con Racotumoab y el tratamiento con

quimioterapia en la formacion de nddulos pulmonares. Los ratones fueron

inoculados via subcuténea con ceélulas 3LL y luego inmunizados con 50 pg de
racotumomab y/o tratados con 20 mg/kg de docetaxel como se describio en
Materiales y Métodos. No se observaron diferencias significativas entre los
animales control y aquellos tratados con Docetaxel. Los valores se muestran como

media + SEM.

En todos los casos, los protocolos combinados de quimio-inmunoterapia con
pemetrexed o docetaxel fueron bien tolerados por los animales, no observandose
diferencias en el peso de los ratones, en el consumo de agua y comida y ningln otro signo

de toxicidad.
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Actividad antitumoral de Racotumomab en el modelo de metastasis experimentales
de 3LL

La inoculacion i.v. de células 3LL promueve el crecimiento de focos tumorales multiples
en el pulmén de los animales. Las lesiones pulmonares asi generadas progresaron
rapidamente generando una sobrevida de los animales que no superé los 25 dias luego de la
inoculacion.

Se evalué la actividad antitumoral de racotumomab bajo estas condiciones
experimentales. La vacuna no mostré actividad antitumoral alguna sobre las células 3LL,
aun empezando el proceso de inmunizacion de los animales antes de la inoculacion de las
mismas.

Sin embargo, cuando se utilizaron células 3LL previamente incubadas con NGc (figuras
I.6 y I.6), la inmunizacién de los animales con 200 pyg por dosis de racotumomab en un
esquema de 3 dosis comenzando dos semanas antes de la innoculacion i.v. de las células,
demostré una reduccién significativa en los macronddulos pulmonares formados (figura
111.8).
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Figura II.8 Efecto antitumoral de la vacunacion con racotumomab en nodulos
pulmonares experimentales altamente agresivos, positivos para NGcGM3. Los
animales fueron vacunados con racotumomab y luego inoculados por via
endovenosa con 3LL o 3LL preincubadas con NGc, como se describié en Materiales
y Métodos. (A) Nodulos pulmonares totales. (B) Macronodulos pulmonares (> 2
mm). *p<0.05, control vs racotumomab 200 pg/dosis, ANOVA seguido de test de
comparacion maltimple de Bonferroni. Las lesiones pulmonares se muestran como

la media + SEM.
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Respuestainmune especifica en animales vacunados con racotumomab

Por ultimo, se evalud la respuesta inmune especifica para NGcGM3 inducida por
racotumomab en dos modelos animales diferentes. Por un lado, ratones C57BL/6 fueron
inoculados con células 3LL preincubadas o no con NGc y vacunados 0 no con racotumomab.
Se permitié que la enfermedad tumoral progrese, se recolectd el suero de los animales y
éste se analizd por citometria de flujo utilizando las células murinas X-63 como blanco de
union, en las cuales NGcGM3 es el gangliésido mayoritario expresado en la membrana
celular (Hernandez et al., 2008). Cémo se muestra en la figura I11.9, no se observo
reactividad de los sueros de ratones portadores de tumores 3LL ricos en NGcGM3 ni de
tumores controles, demostrando un porcentaje de reconocimiento de células X-63 similar al
de ratones no tratados. Por el contrario, el suero de los animales portadores de tumores 3LL
ricos en NGcGM3, que fueron inmunizados con racotumomab, reacciond contra X-63
demostrando la existencia de anticuerpos especificos contra el gangliésido glicolilado como

resultado de la inmunizacion (Figura 111.9)
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Figura 111.9] Respuesta humoral especifica contra NGcGM3 inducida por

cunacion con racotomomab. Los ratones fueron inoculados por via subcuténea cq

lulas 3LL preincubadas o no con NGc, e inmunizados con 50 pg/dosis de racotumoma

mo se describe en Materiales y Métodos. Luego del crecimiento tumoral, se extra
ero de los animales, se realizé un pool de cada grupo experimental y se analizaron p
ometria de flujo contra células X-63, positivas para la expresion del gangliosiq
cGM3. (A) Analisis por citometria de flujo. (B) Porcentaje de células X-
conocidas. Los valores corresponden a animales sanos no tratados (linea contin
bgra); animales portadores de tumor 3LL (linea punteada); animales portadores (
mor 3LL-NGc (linea continua gris) y animales portadores de tumor 3LL-NGc vacunad

n racotumomab (barra llena).
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Por otro lado, se utiliz6 un modelo de pollos reportado por Hernandez y colaboradores
como adecuado para estudiar la respuesta especifica Ab3 inducida por racotumomab
(Hernandez et al., 2005). Al igual que los seres humanos, los pollos son incapaces de
sintetizar NGc por lo que este 4cido sidlico se encuentra ausente en los glicoconjugados que
expresan (Fujii et al., 1982). Los animales fueron inmunizados con tres dosis de 400 ug
de racotumomab cada una y el suero obtenido 28 dias posteriores a la primer inmunizacion
se analiz6 mediante IHQ sobre cortes histoldgicos de tejido pulmonar humano. En la figura
[11.10 se muestran imagenes representativas de la inmunoreactividad presentada por el suero
de un animal vacunado con 400 ug de racotumomab- alum en un corte de adenocarcinoma
pulmonar. La tincion obtenida en los cortes estudiados demostrd un reconocimiento de los
sueros hacias los mismos. Teniendo en cuenta que NGcMG3 ha sido reportado como un
antigeno tumoral en NSCLC humano (van Cruijsen et al., 2009; Blanco et al., 2012; Hayashi
et al., 2013), y considerando que los sueros analizados demostraron contener anticuerpos
anti-NGcGM3, es posible postular que éstos ultimos fueron capaces de reaccionar contra el
gangliésido glicolilado presente en los cortes histoldgicos.

Como control se utilizé suero obtenido previo a las inmunizaciones. Para el andlisis de
los sueros también se emplearon muestras de carcinoma escamoso y un segundo caso

de adenocarcinoma, observandose en todos la misma intensidad en la inmunomarcacion.
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Figura Ill.10] Inmunoreactividad de sueros sobre cortes histolégicos de pulmén.

Sueros pre (panel izquierdo) y post inmunizacion (panel derecho) con
racotumomab fueron evaluados sobre muestras histoldgicas de pulmén humano
como se describié en Materiales y Métodos. Se observa una respuesta anti
NGcGM3 en la muestra sérica obtenida luego de las inmunizaciones con la vacuna.

Aumento final: 400X, Insets: 1000X.
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Discusion
Expresion de NGcGM3 en cancer

Los gangliésidos han sido identificados como antigenos tumorales en diversos tipo
de neoplasias humanas como melanoma y céancer pulmonar (Hakomori, 1996; Birkle et al.,
2003; Alfonso et al., 2007; Durrant et al., 2012). La transformacion maligna esta
frecuentemente asociada con cambios en las estructuras de glicanos, incluyendo alteraciones
en la expresion de gangliésidos. Actualmente, muchos de estos glicolipidos como ser GM2,
GD3 y NGcGM3 son considerados blancos atractivos para la inmunoterapia del céancer
(Blanco et al., 2011a; Heimburg-Molinaro et al., 2011; Hevey y Ling, 2012). Su participacion
en la progresion tumoral y en la formacién de matastasis ha sido ampliamente reportada
(Deng y Ladisch, 2000), asi como también su fuerte capacidad de ser estimuladores del
crecimiento tumoral in vivo (Alessandri et al., 1987) y de modular multiples eventos de la
respuesta inmune (Ladisch, 1987a; Ladisch et al., 1987b; Ladisch et al., 1987c).

NGcGM3 ha sido considerado un blanco interesante para el desarrollo de
inmunoterapias en oncologia debido a que se encuentra expresado en ciertos tumores
humanos pero estd ausente en tejidos normales debido a una mutacion en la enzima
responsable de su sintesis (Malykh et al., 2001; Fernandez et al., 2010). Los tumores
son capaces de incorporar NGc a partir de la dieta y del microambiente tisular, y se sabe que
células tumorales resistentes pueden sobreexpresar ganglidsidos N-glicolilados bajo
condiciones de hipoxia al inducir sialina, un transportador especifico de acidos sidlicos (Yin
et al., 2006).

Numerosos trabajos describen que la presencia de NGc en células tumorales
les confiere ciertas ventajas. En modelos murinos de melanoma y mama, nuestro grupo
describié que la incorporacion del &cido sialico a partir de SFB incrementa la capacidad
metastasica de las células (Gabri et al., 2006). Por otra parte, de Ledn y colaboradores

reportaron que NGc actia como inmunosupresor al modular de manera negativa células

T CD4" sin afectar poblaciones linfocitarias con fenotipo regulador, y al disminuir la
actividad de células dendriticas (de Ledn et al., 2006; de Ledn et al., 2008). La incorporacion
de dicho &cido sialico constituye uno de los ejemplos especificos de alteraciones en glicanos
presentes en células tumorales relacionados con la transformacion maligna y la progresion
tumoral. Los resultados descritos permiten postular que el metabolismo de ciertas células
tumorales pudo ser seleccionado durante el proceso microevolutivo que representa el
desarrollo de un tumor (Greaves y Maley, 2012; Sanchez Alvarado, 2012) en favor de
incorporar NGc, adquiriendo de esta manera capacidades que le confieren ventajas durante
la progresion tumoral.

En otros mamiferos como los ratones, se observa un perfil de expresién distinto al
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descrito en seres humanos. Los tejidos murinos normales expresan CMAH, y por
consiguiente sus glicoconjugados contienen NGc (Kawano et al.,1994; Kawano et al.,
1995). En un modelo murino mutante para CMAH, se encontré que los fetos incorporan NGc
a partir de madres heterocigotas, y que el mismo se acumula en tumores inducidos
experimentalmente (Hedlund et al., 2007). Asimismo, fue descrito que células de melanomay
cancer pulmonar murinos, que carecen de CMAH, son capaces de procesar e incorporar NGc
a partir de distintas fuentes como el suero fetal bovino, mucinas ricas en NGc o NGc
purificado. Como resultado, la presencia de NGcGM3 en la membrana celular promueve
la proliferacién y la adhesion in vitro, asi como también el crecimiento celular in vivo (Gabri et
al., 2009).

Utilizando el modelo de expresién transitoria desarrollado con células B16 se evalué
la actividad de la vacuna NGcGM3/VSSP, no obteniéndose una respuesta antitumoral por
parte de la misma. Este resultado se debié posiblemente a la presencia temprana y
transitoria del gangliésido en las células, restringida a los dias iniciales del desarrollo tumoral.

Teniendo en cuenta que el modelo descrito previamente no permitié la validacion de
terapias inmunoterapéuticas dirigidas a NGcGM3, se decidié generar modelos de expresion
estable de este glicolipido. Para ello, se amplificé la secuencia del ARNm de CMAH mediante
RT-PCR a partir de higado de ratén y se transfecté en células de las lineas murinas B16 y
F3Il. Ambas lineas celulares fueron capaces de transcribir correctamente el gen de la enzima
y mostraron actividad de la misma. La transfeccion resultd en un incremento significativo en
la presencia de NGcGM3 en la membrana celular en las dos lineas empleadas.

Las células B16 se caracterizan por expresar NAcCGM3 como gangliésido mayoritario.
Los resultados obtenidos demostraron que B16-H presentd un descenso en la expresion
del mismo como consecuencia del incremento en NGcGM3. El 4cido N-acetil neuraminico
puede ser producido metabdlicamente o incorporado de manera exdgena por las células.
Todo el NAc es transformado en &cido citidin monofosfo-N-acetil neuraminico (CMP-NAc) por
accion de la enzima CMP-NAc sintasa dentro del nucleo celular, y finalmente transferido a
glicoconjugados recientemente sintetizados por sialil transferasas dentro del aparato de Golgi
(Altheide et al., 2006). La presencia de CMAH en células B16-H promueve la conversion de
CMP-NAc a CMP-NGc, el cual a su vez es transferido a nuevos glicanos como ser el
gangliésido NGcGM3.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado previamente por Kawano y
colaboradores. Los autores demostraron que la transfeccién de la secuencia de CMAH en
fibroblastos renales se correlaciona directamente con el incremento en los niveles de &cido
sidlico en su forma NGc, y con un descenso en los de NAc. Adicionalmente, reportaron que
muestras de tejidos murinos que carecen de NGc resultan negativas para la expresion de
CMAH (Kawano et al., 1995).
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Participacion de NGcGM3 en microdominios de membranade células B16-H

Los esfingolipidos en general, y particularmente los glicoesfingolipidos (GSL), son
lipidos complejos de membrana ubicados preferentemente en la superficie de la célula de
manera de mediar diversos aspectos relacionados con la interaccién entre éstas, 6 entre una
célula y su microambiente. Los GSL, en conjunto con el colesterol y la esfingomielina, son
responsables de la organizacion de microdominios de membrana en los cuales se
modulan cascadas de sefializacion a través de la interacciébn con proteinas que poseen
actividad kinasa. Las alteraciones en las propiedades de la superficie celular producidas
como consecuencia de cambios en la composicién de GSL poseen un rol importante como
determinantes de la agresividad en células tumorales. Dentro de estas modificaciones se
ha prestado especial atencion a la funcion que desempefian los cambios en vias de
sialilacién. Como consecuencia, ha sido descrita la participacion biolégica que desempefian
los gangliésidos -glicolipidos sialilados- en la regulacién de la funcion de complejos de
sefializacion que afectan profundamente el crecimiento, la sobrevida, la movilidad y la
capacidad invasiva de células tumorales, actuando como moduladores del comportamiento
celular. Esta modulaciéon se lleva a cabo mediante la regulacion de dos fendmenos
especificos: por un lado la actividad tirosin-kinasa asociada a receptores de factores de
crecimiento y por el otro, la distribucion de los mismos en la membrana celular.

Recientemente, Arpaia y colaboradores describieron la via de sefializacion integrada
por cav-1/Src/Racl asociada a crecimiento dependiente de anclaje en células B16. Los
autores demostraron que la interaccion cav-1- RhoGTPasas es critica para la expresion de
integrina a5 y para la activacion de Racl dependiente de la kinasa Src. Asimismo, reportaron
gue al alterar esta interaccion se ve afectada la capacidad migratoria e invasora de las
células in vitro, asi como también se perjudica la capacidad metastasica de B16 (Arpaia et al.,
2012). Adicionalmente, el grupo de Cerezo reportd en un modelo de fibroblastos mutantes
para cav-1 un incremento en la proliferacion independiente de anclaje a sustrato y una mayor
capacidad de las células de progresar en el ciclo celular (Cerezo et al., 2009).

Debido al perfil de expresion de gangliésidos que presenta B16, descrito en parrafos
anteriores, y a la modulacion del mismo observada en B16-H, este modelo resulta apropiado
para el estudio de la participacion de NGcGM3 en la biologia molecular. Particularmente,
como se modula la via reportada por Arpaia, relacionada con comportamientos celulares
como proliferacion y adhesién celular.

Las células B16-H presentaron un incremento en la expresion de integrina a5 en la
membrana. Por su parte, la cuantificacién de la expresion de cav-1 resulté menor, pudiendo
asociar esta disminucién con un desplazamiento de la misma hacia el interior celular.
Resultados similares fueron descritos por Singh y colaboradores en un modelo de fibroblastos

de piel. Los autores reportaron que ciertos gangliésidos pueden selectivamente regular la
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endocitosis de cav-1, siendo necesarios para la localizacion de esta proteina en la membrana
celular, asi como también de los microdominios denominados caveolas (Singh, et al.,
2010).

La expresiéon de la kinasa Src, su activacion determinada por la cuantificacion de la
variante fosforilada en el residuo tirosina 416, y la expresién de Racl, también se encontraron
disminuidas en B16-H. Sumado a estos resultados, la adhesion celular y la capacidad
proliferativa de B16-H, determinada mediante cuantificacion de proteinas y ensayo
clonogénico de crecimiento a baja densidad, resultaron incrementadas luego de la
transfeccion de CMAH. Este aumento se asocié con un incremento en la expresion del
transcripto de ciclina D1.

Los resultados obtenidos demuestran que aun cuando el crecimiento celular y la
expresion de integrina a5, asociada a una mayor adhesion, se encuentran incrementados,
las vias de sefalizacion desencadenadas en respuesta al anclaje a sustrato se ven
reguladas de manera negativa como consecuencia de la expresion de NGc. Este hecho se
debe posiblemente a la activacion de vias proliferativas que se relacionan con mecanismos
independientes de anclaje. Adicionalmente, la morfologia celular presentada por células
B16 con y sin expresion de NGcGM3 resultd distinta, con una menor cantidad de
prolongaciones celulares en B16-H. Este resultado sugiere, por un lado, la asociacion de la
morfologia de estas células con un fenotipo tipo fibroblastoide, en concordancia con células
gue poseen menor diferenciacion. Por otro lado, células que presentan menor cantidad de
prolongaciones y un citoesqueleto de actina con menor generacion de haces pueden ser
mas independientes del anclaje a sustrato. La ejecuciéon de ensayos tendientes cuantificar la
capacidad celular de crecimiento en dichas condiciones permitird corroborar la hipétesis
propuesta.

En un modelo de carcinoma de ovario, Prinetti y colaboradores observaron que un
incremento en la expresion de la enzima NAcGM3 sintasa se correlaciona con un aumento en
la proteina caveolina-1 (Prinetti et al., 2010). Cav-1 actia como una proteina adaptadora,
facilitando la localizacion de moléculas involucradas en procesos de sefializacion en
microdominios de membrana ricos en GSL y colesterol. El efecto de esta proteina hidrofébica
de membrana en el fenotipo tumoral parece ser sumamente heterogéneo y dependiente del
entorno molecular con el cual interaccione (Prinetti et al., 2008). Sin embargo, cav-1
posee un importante rol en la organizacion de la transduccién de sefales derivada de
receptores integrinas y en vias de proliferacion celular dependientes de anclaje (Wary et al.,
1998). Particularmente, permite la interaccién entre integrina y Src (Prinetti et al., 2010),
y ha sido demostrado que estas tres proteinas co-inmunoprecipitan. La kinasa Src puede
fosforilar a caveolina en el residuo tirosina 14 (Mastick et al., 1995; Li et al., 1996; Aoki et

al., 1999) induciendo su relocalizacion en la célula.
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Cav-1 fosforilada se encuentra a su vez involucrada en la modulacion de Csk, regulador
negativo de Src, sugiriendo un mecanismo de regulacién negativa sobre la actividad de la
misma. Por otro lado, esta modificacion también ha sido asociada a una mayor capacidad de
crecimiento en condiciones de independencia a anclaje observada en células transformadas
luego de la regulacién negativa de cav-1 (Lee et al., 2001; Volonte et al., 2001).

Nuestros resultados permiten postular que la alteracion en la expresién de
gangliésidos en B16 en favor de un incremento de NGcGM3 y un descenso en NACGMS,
conduce a una disminucion de cav-1 y por consiguiente al desacople de la integrina a5p1
de las vias de sefializacion que modula, desencadenando vias de proliferacion celular
independientes de anclaje. La determinacion de los niveles de cav-1 fosforilada y la
expresion de Csk permitirdn corroborar esta hipéotesis asi como también postular un
mecanismo mediante el cual NGcGM3 modula la capacidad proliferativa de células de
melanoma B16.

Si bien no se conoce la composicion de glicolipidos en el modelo de carcinoma
mamario F3ll, se ha descrito la presencia de NAcGM3 como uno de los gangliésidos con
mayor abundancia en células de la linea 3LL (Inokuchi et al., 1990; Inokuchi et al., 1993). En
estas células de carcinoma pulmonar, NAcCGM3 se encuentra involucrado en la fosforilacién
de proteinas necesarias para el crecimiento celular, y por consiguiente es propuesto como un
elemento esencial en la formacién y funcionalidad de los microdominios (Inokuchi et al., 2000).

Los cambios encontrados en el comportamiento celular de variantes de B16 con
expresion de NGc también fueron observados en los modelos murinos F3Il -con expresion
estable de CMAH- y de carcinoma de pulmén de células no pequefias 3LL -con expresion
transitoria del gangliésido NGcGM3. Las células F3II-H presentaron una mayor capacidad
de crecimiento celular in vitro, mientras que la adhesion resulté incrementada en los
dos modelos de expresion, confirmando que la presencia de glicoconjugados con residuos
N- glicolilados altera estos parametros asociados con un incremento en la
malignidad celular in vitro, posiblemente mediante la induccién de alteraciones en la
estructura y/o composicion de microdominios de membrana especificos.

En la figura IV.1 se representan esquematicamente los resultados obtenidos en el
modelo B16-H en relacion a la participacion de NGcGM3 en microdominios de membrana y

en la modulacién de la via de sefalizacion cav-1/Src/Racl.
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Figura IV.1] Modelo propuesto de participacion de NGcGM3 en microdominios

de membrana en células B16-H. En células B16 (panel izquierdo), NAcGM3

interacciona con la integrina a5 y con cav-1 en la membrana plasmatica. En B16-H

(panel derecho), la presencia de NGcGM3 incrementa la expresion de integrina o5,

con el consecuente aumento en la adhesion celular, induciendo un descenso en la

expresion, y la internalizacion de cav-1. La Kinasa Src y Racl disminuyen su

expresion y se observa una menor generacion de haces de actina. Sin embrago, la

proliferacion celular se encuentra incrementada en B16-H, sugiriendo la activacion

de vias de crecimiento celular independientes de anclaje.
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NGcGM3y tumorigenicidad de los modelos murinos

La evaluacion del comportamiento in vitro demostré6 que las células con expresion
estable de NGcGM3 presentan mayor capacidad adhesiva y proliferativa que las lineas de
las cuales derivan. Considerando estos parametros relacionados con mayor malignidad por
parte de las variantes transfectadas, la hipotesis propuesta inicialmente consistié en que la
presencia de NGcGM3 induce un fenotipo mas agresivo. Sin embargo, cuando B16-H fue
inoculada en animales singénicos, éstas fueron menos tumorigénicas. Para obtener la misma
incidencia tumoral que la lograda con B16, fue necesario inocular los animales con una
cantidad de B16-H cuatro veces mayor. No obstante, fue posible promover el desarrollo
de tumores de melanoma mediante un incremento en el nimero de células a inocular.

Los ensayos in vivo realizados con el modelo de expresion estable F3II-H arrojaron
como resultado un comportamiento similar al descrito anteriormente. Los tumores
desarrollados por estas células presentaron una tasa de crecimiento significativamente
menor que los formados a partir de la inoculacion de células parentales.

Es interesante destacar que segun el modelo utilizado los pardmetros de crecimiento
tumoral que se modifican como consecuencia de la expresion de NGcGM3 varian. En el caso
de células B16-H la incidencia tumoral es la principal variable afectada, provocando como
consecuencia una alteracion en la tasa de crecimiento cuyo valor es representado
considerando el total de animales tratados. Por su parte, el modelo de carcinoma F3lI-H
presenta una incidencia similar a la mostrada por las células parentales, logrando el
desarrollo de tumores en la totalidad de los animales inoculados. Sin embargo, la tasa de
crecimiento obtenida resulta significativamente menor.

Cuando F3lI-H fue inoculada en ratones atimicos inmunodeficientes se encontrd que el
crecimiento tumoral fue similar al presentado por F3ll parental, con valores de incidencia y
de volumen tumoral similares entre ambas variantes. Estos resultados sugieren un rol
protagonico del sistema inmunoldgico en el rechazo de las células transfectadas en la etapa
de organizacién tumoral inicial montado sobre la expresion positiva de NGc.

Los resultados obtenidos en la evaluacién del comportamiento in vivo de células 3LL
con expresion de NGcGM3 de manera transitoria fueron opuestos a los descritos
previamente. 3LL-NGc presenta mayor capacidad tumorigénica al demostrar un incremento
en el potencial metastasico. Los animales inoculados por via i.v. en un protocolo de
metéstasis experimentales desarrollaron mayor cantidad de nédulos pulmonares que aquellos
que recibieron células 3LL. Interesantemente, resultados previos demostraron que al
preincubar B16 y F3Il con NGc purificado se produjo un incremento en la capacidad
metastasica de las células. En el modelo de melanoma también se encontr6 un aumento en
el tamafio de los tumores subcutaneos luego de 35 dias posteriores a la inoculacién, y un

descenso en la latencia obtenida (Gabri et al., 2009).
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Estas observaciones permiten postular que la presencia de concentraciones iniciales
altas de NGc en la membrana de células preincubadas estimula la formacién de los tumores
favoreciendo el desarrollo de los mismos. Esto sucede ya sea en el sitio primario de
inoculacion, o al inducir su anidacién en un sitio distante, como ocurre en el modelo de
metéstasis experimentales. La presencia temporal del gangliésido en los modelos de
expresion transitoria, parece no ser lo suficientemente inmunogénica como para inducir
una respuesta que desencadene el reconocimiento del tumor, con el consecuente descenso
en el crecimiento del mismo. Resultados reportados por de Ledén y colaboradores
demostraron que el tratamiento de células del mieloma murino X-63 con el inhibidor de la
sintesis de gangliésidos D-PDMP, disminuye el contenido de NGcGM3 en las mismas y
reduce significativamente el crecimiento tumoral (de Le6n et al., 2006). Por su parte,
Casadesus y colaboradores demostraron que células de la linea de leucemia linfocitica de
células B L1210 mutantes para CMAH, presentan menor tumorigenicidad que la linea
parental (Casadesus et al., 2013). Los resultados obtenidos con el modelo de expresion
transitoria 3LL se relacionan con los descritos anteriormente, demostrando una relacion
directa entre la presencia de NGcGM3 y la tumorigenicidad in vivo. Sin embargo, los
modelos singénicos de expresion estable de melanoma y carcinoma mamario arrojaron
resultados opuestos al demostrar que la presencia del gangliésido es perjudicial para el
desarrollo tumoral. En la figura IV.2 se representan esquematicamente los resultados
obtenidos en relacion a la tumorigenicidad de los modelos murinos desarrollados y
empleados durante el presente trabajo.

Ensayos que permitan evaluar el desarrollo de una respuesta inmune en estos modelos
permitiran determinar si efectivamente la expresion estable de NGcGM3 es capaz de activar

al sistema inmunolégico de modo de reconocer y disminuir el crecimiento tumoral.
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Diseminacion
espontanea

Expresion transitoria

3LL-NGc

Expresion estable

B16/ F3lI B16-H/ F3II-H

Figura IV.2]|Modelos murinos de expresion de NGcGM3 utilizados durante el
desarrollo de la presente tesis. En el modelo de Diseminacion espontanea (panel
superior) celulas 3LL inoculadas el espacio s.c de animales singénicos pueden
diseminarse de manera espontanea y formar nodulos en el pulmén. Durante el
transito por la vasculatura del hospedador, incorporan y metabolizan NGc de
manera de agregarlo a glicoconjugados como NGcGM3. En el modelo de Expresion
transitoria (panel intermedio) células 3LL son preincubadas con NGc purificado e
inoculadas por via i.v. en animales singenicos. Estas células presentan mayor
tumorigenicidad que las parentales. Por ultimo, en el modelo de Expresion estable
(panel inferior) células B16 y F3ll transfectadas con CMAH presentan menor

tumorigenicidad que las lineas parentales cuando son inoculadas por via s.c. en
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Modelos preclinicos de inmunoterapiabasada en NGcGM3

El desarrollo de vacunas contra el cancer, destinadas a incrementar la respuesta
inmune contra tumores, es un area de investigacion de gran prevalencia. Los estudios
preclinicos avalan el desarrollo de estrategias de vacunacién con eficacia clinica superior
(Palena et al., 2006). En este sentido, los modelos murinos son excelentes herramientas para
evaluar la eficacia de terapias novedosas y para entender los mecanismos biolégicos que
gobiernan una respuesta antitumoral efectiva.

Uno de los principales desafios en el desarrollo de terapias contra el cancer
dirigidas a glicolipidos es encontrar blancos atractivos, con expresion especifica en tumores y
gue presenten un papel relevante durante la progresion tumoral. No resulta sencillo demostrar
esto experimentalmente en modelos murinos puesto que los tumores que desarrollan no
siempre presentan los mismos glicolipidos que los tumores humanos. Adicionalmente, so6lo
es posible inducir la formacion de tumores humanos en ratones atimicos inmunodeficientes,
por lo que resulta inapropiado para la evaluacién de inmunoterapias.

En el afio 2009 Cheever y colaboradores publicaron los resultados de un estudio que
establece una lista de antigenos tumorales prioritarios para avanzar con la investigacion
traslacional. El trabajo fue desarrollado por el Instituto Nacional del Cancer de Estados
Unidos y estuvo basado, entre otros aspectos, en la determinacion de aquellos blancos
susceptibles de ser atacados mediante inmunoterapia. Entre los primeros 50 antigenos se
encuentran tres gangliésidos: GD2, fucosil-GM1 y NAcGM3 (Cheever et al., 2009). Si bien no
se incluye a NGcGM3 -la variante glicolilada de NAcGM3 y blanco de estudio de este
trabajo doctoral- entre estos antigenos prioritarios, en el articulo publicado por Fernandez y
colaboradores un afio después se listan las caracteristicas que cumple este GSL pudiendo
considerarse como un antigeno relevante para el desarrollo de vacunas oncolégicas
(Fernandez et al., 2010).

La transfeccion de la secuencia de CMAH en células B16 permiti6 responder la
pregunta que plantea el rol de NGcGM3 en la actividad de la vacuna NGcGM3/VSSP.
El modelo B16-H fue utilizado para evaluar la actividad antitumoral de la misma,

demostrandose un descenso en la incidencia tumoral con respecto a ratones no tratados

como efecto del tratamiento con la vacuna. Ningun animal vacunado e inoculado con 2x104
B16-H, una carga tumoral que genera una incidencia del 80%, desarroll6 tumor palpable.

Al cuantificar la expresion del gangliésido en B16-H se observd una reduccién en los
niveles de NGcGM3 a lo largo de los sucesivos pasajes del cultivo, aun cuando las células
se mantuvieron en presencia del antibidtico de seleccién. Esto posibilité la evaluacion de la
actividad antitumoral de la vacuna en un modelo constituido por células B16-H sin expresion
del antigeno blanco. Los resultados confirmaron el papel fundamental que desempefia

NGcGMS en la respuesta a la vacunacion, permitiendo validarlo como blanco de la misma.
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El modelo murino de carcinoma de Lewis altamente matastasico 3LL- D122 presenta
como caracteristica la capacidad de generar nédulos pulmonares cuando las células son
inoculadas por via subcutdnea en animales singénicos. En este modelo, la presencia de
NGcGM3 es detectada en las lesiones pulmonares pero no en el tumor primario, sugiriendo
la hipétesis de que la incorporacion del ganglidsido por parte de las células ocurre durante el
trdnsito de las mismas a través de la vasculatura del animal (Labrada et al., 2010).
Interesantemente, el tratamiento con la vacuna NGcGM3/VSSP inhibe la formacion de
nédulos pulmonares pero no tiene efecto en el crecimiento del tumor primario, lo que sugiere
una participacion activa del antigeno en el alcance de una respuesta antitumoral efectiva.

En el presente trabajo se obtuvieron evidencias que demuestran que la incorporacion
exogena de NGc promueve el potencial metastésico de células de cancer pulmonar 3LL y que
la actividad antitumoral de la vacuna anti-idiotipo racotumomab esta asociada a la presencia
de NGcGM3 en noédulos pulmonares. En primer lugar se confirmd que la vacunacion con el
anti-idiotipo no genera un efecto terapéutico en el crecimiento del tumor primario, por tratarse
de células sin expresiébn de NGcGM3. Sin embargo, la inmunizacion quincenal con

racotumomab fue altamente efectiva contra nddulos pulmonares de 3LL, ya sea administrada

sola o en combinacién con ciclos de quimioterapia de pemetrexed (AIimtaTM). Por su parte, la
combinacién con quimioterapia a base de taxanos no demostré efecto antitumoral en este
modelo de carcinoma pulmonar.

La actividad antitumoral de racotumomab también se evalu6 en el modelo
altamente agresivo de diseminacién experimental a pulmon de células 3LL-NGc,
demostrandose la efectividad del producto al obtener una cantidad significativamente menor
de macronédulos en los animales vacunados.

Como se describié en la Introduccion de esta tesis, el efecto terapéutico de

racotumomab estd asociado al aumento de células T CD4" y cpg” infiltrantes, una
reducciéon de la angiogénesis y un aumento de la apoptosis de células tumorales en
nédulos pulmonares. Sin embargo, no se detectaron anticuerpos contra NGcGM3 mediante
ensayo de ELISA en ratones C57BL/6 (Diaz et al., 2009). Los resultados presentados en
este trabajo demuestran que el tratamiento con racotumomab induce una respuesta humoral
especifica en los animales tratados. Mediante citometria de flujo se evaluaron los sueros
de ratones portadores de tumor inmunizados con racotumomab y se encontr6 que los mismos
reconocen células X-63 con sobreexpresion de NGcGM3. Es importante remarcar que los
sueros de animales portadores de tumores 3LL enriquecidos o no con NGc, no vacunados,
no reaccionaron con X-63 indicando que la respuesta inmune especifica contra células
NGc positivas no es provocada por la progresion tumoral en si misma.

Adicionalmente, se emple6 un segundo modelo animal con caracteristicas de expresiéon

de NGcGM3 similares a las descritas para seres humanos, constituido por pollos de la
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raza Leghorn. La evaluacion de muestras de suero de animales inmunizados con
racotumomab ratifico la efectividad de la vacuna en la induccién de anticuerpos especificos
contra el blanco NGcGM3, presente en cortes histolégicos de adenocarcinomas pulmonar
y carcinoma escamoso.

En pacientes de NSCLC vacunados con racotumomab se sugiere una correlacion
entre la induccion de anticuerpos de isotipos IgG o IgM contra NGcGM3 y un incremento
en la sobrevida (Hernandez et al., 2008). Anticuerpos especificos contra el blanco fueron
capaces de reconocer y matar células que expresan el antigeno mediante un mecanismo que
se asemeja a la necrosis oncética (Hernandez et al.,, 2011). Los resultados preclinicos
obtenidos con el modelo 3LL-NGc contribuyen a determinar la importancia de la induccion

de una respuesta humoral en la efectividad terapéutica de racotumomab.

Vacunas NGcGM3/VSSPy racotumomab

Al comparar los productos inmunoterapéuticos ensayados en este trabajo doctoral
se pone de manifiesto que la especificidad por los blancos a los que estan dirigidos difiere
entre ambos. El producto NGcGM3/VSPP esta dirigido Unicamente al gangliosido glicolilado.
Los ensayos mostrados en esta tesis sobre el modelo B16-H permiten postular que la
efectividad lograda contra el desarrollo de los tumores se fundamenta en la expresion casi
Unica del gangliésido NAcGM3 por parte de las células. En este sentido, la modificacion
genética introducida induce un cambio en el perfil de expresién en favor de un incremento de
NGcGM3 en la membrana celular, con escasa probabilidad de que se estén expresando
GSL glicolilados adicionales. La alta especificidad de la vacuna permitird obtener una mayor
efectividad terapéutica cuando la indicaciébn de la misma se realice en pacientes con
patologias en las cuales se haya comprobado la expresion del antigeno NGcGM3 como
gangliésido mayoritario.

Por otro lado, racotumomab es un producto con menor especificidad, dirigido al residuo
NGc presente en diversos gangliosidos, entre ellos NGcGM3. Esta menor especificidad no se
contrapone en absoluto con su eficacia terapéutica, ya que la identidad de los GSL
expresados dependera del tipo de tumor del que se trate. Como ejemplo puede mencionarse
que la expresién del acido sidlico NGc en tumores de NSCLC humano no se limita
solamente a NGcGM3. Cantidades relevantes de NGcGD1a también son detectadas en esta
variante tumoral (Hayashi et al., 2013). La vacuna racotumomab puede entonces ser
indicada en pacientes que presenten tumores en los que haya sido demostrada la expresion
de mas de un gangliésido glicolilado. Los anticuerpos inducidos por la vacunacion seran
capaces de reconocer los residuos NGc presentes en los distintos GSL, maximizando de

esta manera la efectividad terapéutica de racotumomab.
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NGcGM3 como blanco de inmunoterapia

Como se mencioné anteriormente, el gangliésido NGcGM3 ha sido descrito en
numerosas neoplasias humanas. En particular, el grupo de van Cruijsen examin6 176
muestras provenientes de pacientes con carcinoma pulmonar de células no pequefas
mediante inmunohistoquimica y encontré que NGcGM3 esta ampliamente expresado en
mas del 90% de los casos (van Cruijsen et al., 2009). Hayashi y colaboradores también
reportaron la presencia de gangliésidos N-glicolilados en 86 muestras de NSCLC de un
total de 93 estudiadas (93.5%). Los autores describieron por primera vez que los pacientes
con alto contenido de NGc presentan una sobrevida menor, y un periodo libre de
enfermedad significativamente inferior que aquellos con menor expresion de gangliésidos N-
glicolilados. Ha sido reportado que la seleccidon de células tumorales en un microambiente
hipoxico, en el cual se induce la expresion de sialina y el incremento de NGc (Yin et al.,
2006), conduce a la expansion de células con un fenotipo méas invasivo y a la formacién
de metastasis (Harris, 2002; Semenza, 2007). La expresion de gangliésidos N-glicolilados en
células de NSCLC podria ocurrir en condiciones de hipoxia, lo que se relacionaria con una
menor sobrevida como fue descrito.

Tumores mamarios clasificados histolégicamente como carcinomas ductales invasivos
fueron evaluados en relacibn a la expresion anormal de gangliésidos por
inmunohistoquimica. Si bien el nivel total de los mismos fue significativamente mayor en
las muestras tumorales en comparacion con el tejido normal, la presencia de NGcGM3 fue
reportada en la mayoria de los casos estudiados (Marquina et al., 1996). La expresion de este
GSL también fue demostrada "in vivo" en pacientes de cancer mamario mediante la
incorporacién en el tumor de 14F7 marcado con Tecnecio radiactivo (Oliva et al., 2006).

De la misma manera, este antigeno fue estudiado en muestras de piel normal, nevos
benignos y displasicos, melanoma cutaneo maligno, metastasis en nédulos linfaticos y
carcinomas basales y de células escamosas, mediante inmunohistoquimica utilizando el mAb
14F7. Mientras que los cortes histologicos de tejido normal resultaron negativos para la
expresion de NGcGM3 (Car et al.,, 2000; Blanco et al., 201l1a), se observd una baja
reactividad de 14F7 en las muestras correspondientes a nevos benignos y displasicos, y
carcinomas basales y de células escamosas. Por el contrario, todas las muestras
correspondientes a melanomas cutdneos malignos y a metastasis resultaron reactivas contra
el mAb (Blanco et al., 2011a). Los resultados encontrados sugieren que la reactividad de
14F7, y por consiguiente la expresion de NGcGM3, podrian estar estrechamente
relacionadas con el fenotipo mas agresivo que presentan los melanomas cutaneos en
comparacion con otras neoplasias de la piel.

Adicionalmente, Blanco y colaboradores reportaron por primera vez la expresion de
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NGcGM3 en tumores de sistema digestivo y en linfomas. La reactividad de 14F7 fue
detectada en todas las muestras evaluadas de adenocarcinomas de estomago, colon y
pancreas. Muestras de tumores de eséfago, carcinomas epidermoide y basal de recto, y
carcinomas hepatocelular también resultaron positivas para NGcGM3 (Blanco et al., 2011b).
En un trabajo publicado recientemente, los autores reportaron la expresion de NGcGM3 en
linfocitos B malignos, en linfomas de Hodgkin y en muestras correspondientes a metastasis
en nodulos linfaticos, demostrando como localizacion principal del gangliésido la membrana
celular (Blanco et al., 2013).

Por otra parte, Scursoni y colaboradores reportaron por primera vez la expresion de
NGcGMS3 en tumores solidos pediatricos. Mediante el empleo del anticuerpo monoclonal
14F7, especifico de NGcGMS3, detectaron la presencia del gangliésido en el 88% de los
casos de tumor de Wilms (nefroblastoma) (Scursoni et al.,, 2010), en el 81 % de las
muestras de neuroblastoma y en la totalidad de muestras correspondientes a tumores de la
familia de sarcoma de Ewing. Asimismo, los resultados obtenidos en neuroblastoma sugieren
gue la expresion de NGcGM3 se mantiene en las muestras correspondientes a casos mas
agresivos o con menor diferenciacion, indicando que el antigeno constituye un blanco 6ptimo
para estadios avanzados de la enfermedad (Scursoni et al.,, 2011). Muchos de los
pacientes que padecen neuroblastoma logran una remision de la enfermedad luego de
ser sometidos a quimioterapia y cirugia. Sin embargo, la erradicacién de la enfermedad
minima residual contindia siendo el mayor desafio cuando se intenta mejorar el pronéstico de
los neuroblastomas de alto riesgo (Kramer, et al., 2001). En este sentido, en la actualidad se
encuentran disponibles terapias con altas dosis de quimioterapia y células madre autélogas,
pero aun es necesario el desarrollo de estrategias novedosas para el tratamiento de la
enfermedad residual. Los resultados reportados por Scursoni y colaboradores fueron
considerados para la ejecucion de un ensayo clinico fase | de racotumomab en pacientes
pediatricos con neuroblastoma en el Hospital "Prof. Dr. Juan P. Garrahan", poniendo de
manifiesto que la inmunterapia dirigida a antigenos N-glicolilados constituye una estrategia
terapéutica interesante en el tratamiento de neuroblastomay otros tumores pediatricos.

En el presente trabajo se demuestra que la presencia de NGcGM3 en la membrana
celular es un factor critico para asegurar la actividad antitumoral de las vacunas
NGcGMS3/VSSP y racotumomab, estableciéndose una clara relacion entre las mismas y su
blanco molecular. Estos resultados resaltan la importancia de asegurar la expresion del
blanco en muestras de tumor como marcadores bioldgicos, para asi poder realizar una
adecuada seleccidn de pacientes susceptibles a ser respondedores de terapias que
involucren vacunas oncoldgicas. Del mismo modo, este trabajo demuestra la factibilidad de
la combinacién del anticuerpo monoclonal anti idiotipo racotumomab con drogas
guimioterapéuticas tales como pemetrexed, brindando un racional para las combinaciones

quimio-inmunoterapéuticas en NSCLC. Los datos experimentales presentados en esta tesis
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refuerzan el significado biolégico del gangliésido NGcGM3 como un blanco para
inmunoterapia.

Durante 2013 se obtuvo en nuestro pais el registro bajo condiciones especiales de
racotumomab, denominado comercialmente Vaxira® (ANMAT, Disposicién Nro.
1446/2013). La vacuna se indica para el tratamiento de pacientes con carcinoma de pulmén
de células no pequefas en estadios avanzados. El estudio clinico mas relevante realizado
con Vaxira® en pacientes con NSCLC constituye un estudio doble ciego, multicéntrico,
aleatorizado (1:1) con placebo, en el que se evalud la eficacia del tratamiento con la
vacuna en 176 pacientes. El objetivo primario de este estudio clinico consistié en evaluar el
impacto del tratamiento con Vaxira® en la sobrevida global.

Los pacientes incluidos fueron diagnosticados de NSCLC (36% carcinoma de células
escamosas, 31.5% adenocarcinoma, 19.1% carcinoma de células grandes y el 13.4% otros
NSCLC), estadios lllb (61.8%) y IV (38.2%), con una respuesta parcial, completa o
estabilizacion de la enfermedad luego de la primera linea de quimioterapia basada en
cisplatino. El esquema de vacunacion consistié en la administracion de 1 dosis de Vaxira® o
placebo cada 14 dias hasta completar las 5 dosis (periodo de induccion), seguido de un
periodo de mantenimiento en el cual los pacientes recibieron una dosis cada 28 dias, hasta
completar 15 dosis. Luego de un afio de tratamiento, se procedio a abrir el ciego y solo los
pacientes pertenecientes al grupo Vaxira® continuaron la vacunacion, independientemente de
la progresion de la enfermedad.

El andlisis de la sobrevida a la inclusiéon por protocolo incluyé 135 pacientes que
recibieron al menos 5 dosis de la vacuna o de placebo, es decir, que completaron el periodo
de induccién. Los resultados obtenidos demostraron una media de 18.9 vs 11.45 meses y
una mediana de 10.9 vs 6.9 meses para los grupos tratados con Vaxira® y placebo
respectivamente. Estas diferencias resultaron estadisticamente significativas (p=0.002). La
Tasa de Supervivencia Global a los 12 y 24 meses fue de 48 y 22% para el grupo que
recibié Vaxira®, frente a 28 y 8% del grupo placebo, demostrando por primera vez en un
ensayo clinico controlado y aleatorizado la superioridad de Vaxira® frente al grupo placebo
(Tabla IV.1). Por otro lado, se demostré que la vacunacion con este producto aumenta
significativamente la sobrevida (p<0.005) luego de la progresion de la enfermedad,
obteniéndose una media de 11 meses (IC 95% 7-15) y una mediana de 4 (IC 95% 3-6)
para el grupo de los pacientes vacunados, mientras que para el grupo placebo se obtuvo
una media de 4 meses (IC 95% 2, 6) y una mediana de 2 (IC 95% 1,3).
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Tabla IV.1] Mediana y tasa de sobrevida de pacientes vacunados con Vaxira® o con
placebo. 135 pacientes fueron incluidos en el andlisis de sobrevida a la inclusién por protocolo.

Se representan los valores de mediana y tasa de sobrevida obtenidos para cada grupo de
pacientes.

Sobrevida Tasa de 6 12 18 24

Grupo Mediana (meses) sobrevida meses Meses meses meses

Vaxira. 10 90 (IC 95% 6.82 -

Vaxira 83 48 30 22
(n=70) 14.98)

Placebo ¢ o0 (1C 95% 4.43 -
Placebo 62 26 12 8

(n=65) 9.37)

La buena tolerancia y la eficacia mostrada por Vaxira® en los ensayos clinicos la
convierten en una alternativa valida para tratamiento de pacientes con cancer de pulmén de

células no pequefias en estadios avanzados.
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Conclusiones

Participacion de NGcGM3 en la biologiade células tumorales

e |a sobreexpresion de CMAH incrementa la expresion de NGcGM3 en la

membrana plasmatica de células de melanoma B16 y de carcinoma mamario F3Il. Siendo
gue B16 expresa casi exclusivamente NACGM3, la expresion de CMAH en estas células
modificé significativamente el perfil de gangliésidos en membrana a favor de la variante

glicolilada.

e las células de carcinoma pulmonar de Lewis 3LL son capaces de incorporar

NGc del medio de cultivo y agregarlo a sus glicoconjugados de membrana aumentando

significativamente la expresion de NGcGM3 de manera transitoria.

e |a presencia de NGcGMS3 en células B16-H provoca un incremento en la expresion

de integrina a5 en la membrana. Adicionalmente, su expresion resulta en una disminucion
en la expresion de caveolina-1, induciendo su internalizacion celular. Asimismo, los niveles
de Src, su variante activa fosforilada en el residuo tirosina 416, y Racl también se

encuentran disminuidas en B16-H en comparacion con la linea parental.

] La expresién de NGcGM3 en el modelo B16-H promoveria un fenotipo altamente

proliferativo independiente de las sefiales de anclaje como consecuencia de la

desarticulacion de la via Src/Racl.

e |La morfologia celular de B16 se afectacomo resultado de la incorporacion de

NGcGM3 en la membrana plasmatica.

Impacto de la expresién de NGcGM3 en la tumorigénesis

] La presencia del gangliésido provoca un incremento en la adhesion vy

proliferacion celular asociado a una mayor expresion de ciclina D1 en el modelo de
melanoma. Se observa un comportamiento similar por parte de células F3Il y 3LL con

expresion de NGcGM3.

e Tanto B16-H como F3II-H demuestran una menor tumorigenicidad in vivo como

consecuencia de la expresion estable de NGcGM3. Se modifican la incidencia y la tasa de

crecimiento tumoral respectivamente.
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e En ratones inmunodeficientes, los tumores F3II-H presentan un perfil de crecimiento

similar a los desarrollados como consecuencia de la inoculacién de células de la linea
parental F3Il. Esto sugiere la participacion del sistema inmune en el reconocimiento del

residuo NGcGM3 en los modelos singénicos de expresion estable.

e Como consecuencia de la presencia transitoria de NGcGM3 en células 3LL se

promueve su capacidad metastasica, observandose un incremento en la cantidad de

nédulos formados en el pulmén en un modelo de diseminacion experimental.

NGcGM3 como blanco de inmunoterapia en modelos murinos

e Elmodelo B16-H resulta adecuado para la valoracion de la actividad antitumoral

del preparado vacunal NGcGM3/VSSP. La administracion de una dosis de 200 ug de
gangliésido conjugado provoca el rechazo tumoral en la totalidad de los animales

vacunados.

e |a actividad de la vacuna NGcGM3/VSSP depende fuertemente de la expresion

del antigeno. Los ensayos de valoracion de la respuesta no demuestran efecto
antitumoral cuando los animales son inoculados con células que perdieron la expresion de
NGcGM3.

e Es posible utilizar el modelo de expresion transitoria de NGcGMS3 obtenido

mediante la incubacion de células 3LL con NGc purificado en la valoracion preclinica de
la vacuna racotumomab. La inoculacién de dosis quincenales de la misma resulta

efectiva contra la formacion de nddulos espontaneos en el pulmon de los animales.

e El efecto antitumoral también se logra utilizando un modelo altamente agresivo de

diseminacion mediante la inoculacién i.v de células 3LL preincubadas con NGc. Cuando
los animales son tratados con tres dosis de 200 pg cada una de racotumomab se
obtiene una disminucion significativa en la cantidad de macronddulos formados en el

pulmon.

e losresultados demuestran que racotumomab es susceptible de ser combinada

con agentes quimioterapéuticos como pemetrexed. La administracién conjunta de ambas
estrategias terapéuticas resulta en un descenso significativo en la cantidad de nédulos

formados por diseminacion espontanea a pulmon.

e lavacunacion con racotumomab induce la formacion de anticuerpos especificos
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contra el blanco NGcGM3 en los modelos animales utilizados.
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