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RESUMEN

Durante la realizacion de la presente tesis doctoral se establecié un modelo
terapéutico preclinico de administracion intratumoral (i.t.) de polyadenylic—polyuridylic
acid (poli A:U) desnudo, un analogo sintético de ARN doble cadena viral que es
reconocido sélo por TLR3 y no por otros receptores citosélicos. Se demostré que el
tratamiento terapéutico con poli A:U inhibe el crecimiento tumoral y aumenta la
sobrevida en los ratones portadores de tumores de melanoma murino B16 tratados.
Asimismo, se demostrd que dicho tratamiento puede ser empleado con éxito en similares
esquemas terapéuticos en distintos modelos murinos, tanto en el background genético
C57BL/6 como en el BALBI/c, aportando bases para una terapia alternativa antitumoral.

También se estudid la contribucion particular que las células del sistema inmune
ejercen en nuestro modelo preclinico. Empleando ratones nude e IL-12 p407, se demostro
que tanto las células T (y/o NKT) asi como la subunidad 1L-12p40 (compartida por IL-
12 e IL-23) participan en el control del crecimiento tumoral y la sobrevida en los ratones
portadores de tumores B16 tratados. Cuando se caracteriz6 ex vivo el infiltrado
inmunoldgico en tumores de ratones tratados con poli A:U, se encontrd6 un mayor
infiltrado de células CD45+, de células dendriticas maduras CD11c+ (CD40+CD86+)
productoras de IL-12 y de LiT CD8+, modificandose la relacion CD4/CD8 en tumor.
Empleando ratones reporteros Foxp3-GFP, se encontré que el tratamiento con poli A:U
disminuye el numero de células T reguladoras (Treg) en tumor y el porcentaje de células
que expresan el marcador LAP, asociado a la produccion de TGF-p. Ademas, se estudid
la respuesta antitumoral antigeno especifica empleando el modelo preclinico en ratones
portadores de tumores B16 que expresan de forma estable ovalbdmina (OVA), mediante
la transferencia adoptiva de células T CD4+ y CD8+ provenientes de ratones transgénicos
OTIl y OTIl (que expresan TCR especificos para péptidos de OVA expresados en el
contexto del CMH clase | y 11 respectivamente). Se evidencid que el tratamiento i.t. con
poli A:U promueve el reclutamiento y la proliferacion de LiT CD8+ antigeno especificos
en ganglio drenante y favorece un perfil de respuesta Thl antigeno especifica en tumor.

Por otra parte, mediante el empleo de nuestro modelo preclinico en ratones
deficientes en el receptor de IFN-1 (IFNAR17) se demostré que se requiere la
sefializacion de IFN-1 sobre las células huésped para observar la inhibicion del

crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida generada por el tratamiento con poli
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A:U. Ademas, cuando se caracterizo ex vivo el infiltrado leucocitario en tumor en ratones
IFNAR1, todas esas diferencias halladas entre los tratamientos en ratones wt se pierden.

Para demostrar que el tratamiento con poli A:U induce la produccion enddgena de
IFN-PB, se emplearon ratones reporteros que expresan el gen de luciferasa en lugar de la
secuencia codificante de IFN-B. El estudio de la cinética de la induccion de IFN-f in vivo
demostro que el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo es capaz de inducir un pico de dicha
citocina luego de 6 h'y que este se produce a lo largo de sucesivas dosis. Empleando cepas
de ratones reporteros de IFN-pB especificos para distintos linajes como células mieloides,
dendriticas, LiT y B (LysM*loxBLue  CD11c"loxBluc  CD4*loxpluc y  CD19*IoxBLluc
respectivamente), se demostrdé que luego del tratamiento con poli A:U las células de
origen mieloide son responsables de producir la totalidad de IFN-f en el microambiente
tumoral y que las células CD11c+ también contribuyen en gran parte con dicha induccion.
Ademas, se reprodujo el modelo preclinico en ratones reporteros de IFN- deficientes en
UNC93B1 (molécula involucrada en el trafico de TLR endosomales) y en IRF3, 50 7
(factores de transcripcion clave en las vias de sefializacion de TLR). De esta manera, se
demostr6 que la produccién de IFN-B en nuestro modelo preclinico, es dependiente de
IRF3 y UNC93B1 pero no de IRF7 e IRF5, confirmando que poli A:U es ligando TLR3
y contribuyendo también con algunos aspectos importantes de su sefializacion in vivo.

Por ultimo, se evalu6 el empleo de poli A:U en combinacion con un
quimioterapéutico convencional como doxorrubicina, con el fin de disminuir su dosis,
manteniendo la eficacia del tratamiento y disminuyendo sus efectos adversos. Para ello,
se empled doxorubicina en altas y bajas dosis i.v. en ratones portadores de tumores B16
y se mantuvieron las condiciones y el esquema experimental de administracion de poli
A:U. Laterapia combinada poli A:U y doxorubicina bajas dosis demostré tener un efecto
sinérgico favorable, respecto a los demas tratamientos empleados, para el control del
crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida de los ratones tratados, reduciendo
ademas los efectos toxicos secundarios de doxorubicina evaluados mediante niveles
ezimaticos y parametros bioquimicos.

La presente tesis revela el rol crucial de la induccion enddgena de IFN-f, luego de
la administracién i.t. de poli A:U, en la modificacion del tipo de infiltrado, funcionalidad
de células del sistema inmune y en la respuesta inmune antitumoral que promueve el

control del crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida de los ratones tratados.

Palabras clave: Inmunologia tumoral poli A:U TLR3 IFN-f Terapia antitumoral
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ADN
ALR
AN
ARN
ARNdc
ARNi
ARNTr
ARNSsc
ARNM
BCG
bFGF
CD
CDc
CDDM
CDp
CD4
CDs8
CD11c
CD19
CLR
CMH
CPA
CpG
DAMP
ELISA
FDA
GD
GND
HIF-1a
HMGB1
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acido desoxiribonucleico
AIM2-like receptors
acidos nucleicos
acido ribonucleico
ARN doble cadena
ARN interferente
ARN ribosomal
ARN simple cadena
ARN mensajero
Bacillus de Calmette y Guerin
basic fibroblast growth factor
células dendriticas
células dendriticas convencionales
CD derivadas de monocitos humanos
células dendriticas plasmacitoideas
T cell co-receptor
T cell co-receptor
integrin alpha X chain protein
B-lymphocyte antigen CD19
C-type lectin receptors
complejo mayor de histocompatibilidad
células presentadoras de antigenos
desoxiribo citidina-fostato-guanosina
damage-associated molecular patterns
Enzimoinmunoensayo
Food and Drug Administration
ganglio drenante
ganglio no drenante
hypoxia-inducible factorl

high-mobility group box1
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HSE sindrome de encefalitis por virus del herpes

Hsp Heat shock protein

HSV-1 virus del herpes simple tipo 1

IFN-I Interferones tipo |

IL interleucina

I.t. intratumoral

Y2 intravenosa

IRAK Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 isoform 1
IRF interferon regulatory factor

LBS LPS-binding protein

Li Linfocitos

LPS lipopolisacarido

LRR regiones repetidas ricas en leucinas

LysM lysozime M locus gene (myeloid cells)

Mo macrofagos

MAMP microrganism associated molecular patterns
MAPK mitogen activated protein kinase

MDSC células mieloides supresoras

MLS macrolidos, lincosamida y estreptogramina B
MMP metaloproteinasa

MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 88
MPLA monofosforil lipido A

NF-«xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell)
NK natural killer

NLR nucleotid-binding oligomerization domain (NOD)- like receptor
OVA ovalbumina

p.i. post inyeccion

p.t. post transferencia

PAMP patrones moleculares asociados a patégenos

PBS solucion de buffer fosfato

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

poli A:U polyadenylic—polyuridylic acid
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poli I:C
PRR

RAGE

RE

RLR

RNS

ROS

s.C.
SDS-PAGE

SFB
SNP
Src
STAT
T.A.
TAM
TAK1
TBK1
Th
TILs
TIR
TIRAP
TLR
TNF-O
TRAF3
TRAF6
TRAM
Treg
TRIF
UNC93b1
VEGF

wit
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polyinosine-polycytidylic acid

receptores de reconocimiento de patrones

Receptor for Advanced Glycation End products
reticulo endoplasmico

Retinoic acid-inducible gene-1 (RIG-I)-like receptor
especies reactivas del nitrégeno

especies reactivas del oxigeno

subcutaneo / subcutaneamente

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio

suero fetal bovino

single nucleotide polymorphism
sarcoma non-receptor tyrosine kinase
signal transducer and activator of transcription
temperatura ambiente

Me asociados a tumor

TGF-beta activated kinase 1
TANK-binding kinase 1

T helper o T colaborador

leucocitos infiltrantes de tumor
dominio Toll/receptor de IL-1

TIR domain containing adaptor protein
Toll like receptor

factor de necrosis tumoral alfa

TNF receptor-associated factor 3
TNF receptor-associated factor 6
Toll-like receptor adaptor molecule 2
células T reguladoras

Toll like receptor adaptor molecule 1
Unc-93 homolog B 1

vascular endothelial growth factor

wild type
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LA INMUNOLOGIA DEL CANCER

La inmunologia del cancer ha hecho muchos descubrimientos importantes y ha
establecisido una solida base en el Gltimo siglo, a pesar de aquellos que ven el campo
como nada méas que una ilusion. Desde sus origenes, esta area de estudio ha estado
plagado de dificultades ya que, por un lado, la inmunologia del cancer es una disciplina
hibrida (integra varias disciplinas) y por otro, el estudio del cancer fue conducido por
mucho tiempo por los genetistas, oncologos, patdlogos y otros especialistas médicos. Sin
embargo, ya en la década de 1890, William B. Coley observé que algunos pacientes con
cancer experimentaban remision espontanea de sus tumores cuando contraian infecciones
agudas (Rammensee, 2014). Coley desarroll6 una mezcla relativamente segura y eficaz
de toxinas provenientes de bacterias muertas Gram-positivas (Streptococcus pyogenes) y
Gram-negativas (Serratia marcescens) para el tratamiento de pacientes con céancer
(conocida como toxina de Coley). Este trabajo fue “marginado” por la llegada de
tratamientos con rayos X y la radioterapia, y posteriormente, la quimioterapia. Luego de
estos primeros afios visionarios, el campo de la inmunologia permaneci6 descuidado.

Durante la primera mitad del siglo 20, Richmond Prehn y Joan Main demostraron
el rechazo inmunoldgico de tumores inducidos quimicamente y trasplantados a ratones
singénicos (Prehn & Main, 1957; Parmiani, y col., 2015). Afios mas tarde, basados en el
aumento de las observaciones en modelos de raton, McFarlane Burnet y Lewis Thomas
propusieron la teoria de “la vigilancia inmunoldgica del cancer”, especulando que el
Sistema Inmune podria ser capaz de destruir tumores malignos (Burnet, 1971; Thomas,
1982). El concepto de inmunovigilancia del cancer parecia desvanecerse tras el hallazgo
de que los ratones atimicos nude no mostraban mayor susceptibilidad a desarrollar
tumores inducidos por metilcolantreno (Stutman, 1974). Sin embargo, en ese momento
aun no se conocia que los ratones nude tienen altos niveles de células natural killer (NK)
y otras células de la inmunidad innata (Dunn, y col., 2004). Independientemente de estos
grandes descubrimientos, el campo de la inmunologia del cancer se volvié cada vez méas
controvertido, y la validez cientifica del diagndstico de Coley fue cuestionada (Galon y
col., 2013).

Este punto de vista “pesimista” sobre la inmunidad del cancer fue refutada
gradualmente por muchas observaciones experimentales novedosas, tales como el
descubrimiento del factor de necrosis tumoral o (TNF-a) (Carswell y col., 1975) y la

demostracién de que la inmunizacién con tumores mutagenizados provocaba el rechazo
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de tumores espontaneos poco inmunogénicos (Van Pel y col.,1983). En 1991, comenzé
la era de la Inmunologia Molecular con la identificacion de las estructuras de antigenos y
las secuencias de genes que codifican antigenos tumorales que son reconocidos por las
células T (van der Bruggen y col., 1991). Este descubrimiento gener6 una ola de
optimismo y esperanza para un enfoque inmunomodulador contra el cancer y la
vacunacion. En 1995 y 1998, dos citocinas inflamatorias, el interferon (IFN)-a y la
interleucina (IL)-2, fueron aprobadas para el tratamiento de melanoma (empleadas como
adyuvante y en terapias antimetastasicas, respectivamente). Sin embargo, las
inmunoterapias desarrolladas en estos afios tuvieron un beneficio de supervivencia
limitado, restringido a un grupo minoritario de los pacientes, comprometiendo
nuevamente el campo en cuestion (Jeught, y col., 2014).

El renacimiento de la inmunologia tumoral comenzd realmente hace una década,
impulsado por tres grandes logros. En primer lugar, fue la demostracion de la
inmunovigilancia (integrada en la Teoria de la Inmunoedicion) empleando modelos de
ratones knock out (KO) (Shankaran y col., 2001) y la demostracién de la fase de equilibrio
del cancer (Koebel y col., 2007) (cuadro 1).

En segundo lugar, fue la demostracion de la importancia de la respuesta inmune
antitumoral para la supervivencia de los pacientes. Se demostré que el infiltrado de
células de la inmunidad adaptativa tiene un valor prondstico superior a los criterios
clésicos de extensién y grado de invasion del tumor (Galon y col., 2006). Por otra parte,
se habia demostrado que un microambiente tumoral activo conducente al reconocimiento
por parte del sistema inmune, tiene un valor predictivo en la respuesta a la inmunoterapia
(E. Wang y col., 2002).

En tercer lugar, los éxitos notables de varias inmunoterapias generaron un enorme
entusiasmo entre los oncélogos y los inmundlogos. De hecho, en los Gltimos cinco afios,
se ha demostrado que varios tipos de inmunoterapias tienen un gran impacto clinico. Estos
avances incluyen: la terapia de transferencia adoptiva de células T (Kalos & June, 2013;
Restifo, y col., 2012); el desarrollo de nuevas vacunas, como la primera vacuna celular
aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos, Sipuleucel-T,
para el tratamiento de distintos tipos de cancer de prostata (Cheever & Higano, 2011;
Quinn y col., 2014), y la vacuna gp100 en combinacién con IL-2 para el tratamiento de
melanoma (Schwartzentruber y col., 2011; Hailemichael & Overwijk, 2014). Ademas,
los inhibidores por bloqueo, tales como el anticuerpo monoclonal aprobado por la FDA

anti-CTLA4 (ipilimumab), y los anticuerpos monoclonales anti-PD-1/PD-1 ligando, entre
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Capitulo | Introduccién

otros, han revolucionado el campo (Vacchelli, y col., 2014; Drake, y col., 2014). Por lo
tanto, el area de la inmunologia del cancer sigue siendo un campo multidisciplinario
siempre creciente y préspero, que trabaja en conjunto con otras disciplinas para salvar y
mejorar la vida de pacientes con cancer (D. S. Chen & Mellman, 2013; Galon, y col.,
2013; Jeught, y col., 2014).

Cuadro 1. La Teoria de la Inmunoedicién.

El sistema inmune puede reconocer y eliminar de manera natural las células tumorales,
ejerciendo cierta presion selectiva que los tumores deben evadir para poder crecer. La teoria
de la inmunoedicién (o también conocida como Teoria de las “3 E”, Dunn y col., 2004)
propone un proceso de 3 fases: eliminacion, mediante la cual el sistema inmune puede
reconocer y deshacerse de las células tumorales recientemente originadas
(inmunovigilancia); equilibrio, se establece un balance entre el tumor y el sistema inmune y
ambos ejercen presion sobre el otro, donde el sistema inmune puede seleccionar y/o promover
variantes de células tumorales resistentes al control inmunolégico; y escape, en la cual el
tumor, a través del desarrollo de mecanismos de resistencia, puede evadir la respuesta
inmune.

Koebel y col., 2007

INMUNIDAD INNATA Y ADQUIRIDA FRENTE AL CANCER

La primera rama del sistema inmune en activarse frente a la entrada de un agente
extrafio o agresor son las células y mediadores del sistema inmune innato. Algunas
poblaciones celulares consideradas como parte de la inmunidad innata son los macréfagos
(Me), monocitos, neutréfilos, otras células polimorfonucleares, células natural killer
(NK), células mieloides supresoras (MDSC), etc. Dentro del sinnimero de mediadores
solubles més caracteristicos que participan en esta etapa, se encuentran algunas de las
citocinas proinflamatorias mas conocidas: IL-1, IL-6, TNF-a, etc (Hagerling y col.,
2014). Las células de la inmunidad innata poseen receptores cuya distribucion no es
clonal (todas las células de un mismo linaje expresan los mismos receptores).

La activacion de las células de la inmunidad innata frente a una situacion de dafio
(infecciosa o estéril) es inmediata y crucial en el desencadenamiento de un fenémeno
inflamatorio. La inmunidad adquirida, en contraste genera una respuesta especifica contra
antigenos en particular, algo mas demorada y conduce a la memoria inmunoldgica
(Gajewski y col., 2013). La activacién de la inmunidad innata es fundamental para que se
inicie la activacion de la adquirida y ésta Gltima, si se desregula, contribuye a la
perpetuacion de un estado inflamatorio cronico (Coussens y col., 2013; Goldszmid y col.,
2014).
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Tanto la inmunidad innata como adaptativa pueden contribuir en la eliminacion
del tumor. Las células NK y los LiT CD8+, o células citotdxicas, son algunos de los
principales protagonistas en la eliminacién de células tumorales. Citocinas tales como
IFN-y e IL-12, identificadas generalmente con células T cooperadoras tipo | (Thl),
raramente matan directamente a las células cancerosas, pero son requeridas para la
activacion de estas poblaciones (Goc y col., 2014; Jeught y col., 2014).

El analisis exhaustivo del infiltrado leucocitario en tumores s6lidos o en sangre en
pacientes (como asi también en modelos experimentales de cancer) ha demostrado que la
funcionalidad de las células presentes no siempre corresponde a la esperada para combatir
un tumor. Asi, las poblaciones celulares predominantes son Mg asociados a tumor
(TAM), MDSC, neutrofilos y células Treg, todas ellas compatibles con una respuesta
antitumoral inhibida e ineficiente (Condamine y col., 2015; Kitamura y col., 2015;
Mantovani, 2014).

Por el contrario, trabajos muy interesantes realizados en pacientes con cancer
colorectal establecieron una correlacion significativa entre la presencia intratumoral de
células T CD8+ y moléculas asociadas a su actividad (tales como IFN-y y granzima B) y
el tiempo libre de enfermedad y sobrevida de esos pacientes (Galon y col., 2006),
indicando que cuando se potencia la rama del sistema inmune adecuado, éste puede
contribuir en el control del proceso neoplasico (Fridman y col., 2012; Galon y col., 2013).

Las células de la inmunidad innata como los LiT y B a su vez, se pueden
diferenciar fenotipica y funcionalmente en una miriada de subpoblaciones con distintos
roles, incluso muchas veces antagdnicos, tanto para la defensa contra agentes extrafios asi
como en lainmunidad antitumoral. Un ejemplo paradigmatico de la dualidad de funciones
que puede ejercer una determinada subpoblacion celular son los TAM (Biswas &
Mantovani, 2010). Si bien estad demostrado que los tumores estan infiltrados por diversas
poblaciones celulares del sistema inmune tales como células NK, Treg, Li B, LiThly
Th2, LiT senescentes, LiT exhaustos etc, los TAM representan una de las poblaciones
méas abundantes en el microambiente tumoral (Mantovani, 2014). Los Mg pueden
presentar diferentes estados de activacion y se los ha clasificado como M activados en
forma clésica 0 M1 y Mg activados en forma alternativa o0 M2. En cada uno de estos
estados de polarizacion, los M adquieren un fenotipo caracteristico y sintetizan
citocinas, quimiocinas y factores que complementan su identificacion. En general, los
TAM humanos o murinos generalmente presentan un perfil tipo M2 y secretan un nimero

de factores de crecimiento y citocinas proangiogénicas como VEGF (vascular endothelial
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growth factor), TNF-a, IL-8 y bFGF (basic fibroblast growth factor) y enzimas que
promueven los procesos metastasicos como metaloproteinasas (MMP)-2, MMP-7, MMP-
9y MMP-12 (Murray y col., 2014). Por lo tanto, los TAM presentan distintos perfiles de
activacion y que de acuerdo a ello adquirirdn funciones pro- o anti-inflamatorias,
modulando fuertemente la inmunidad antitumoral y/o la progresion del tumor (Chanmee
y col., 2014).

Una situacion de dualidad similar se observa para muchas otras poblaciones
celulares y se conoce que la funcionalidad adoptada por las células en el microambiente
tumoral esta comandada por las interacciones de las distintas células de sistema inmune
con factores secretados por las propias células tumorales y otras células que conviven en

el complejo microambiente tumoral (Caronni y col., 2015; Kitamura y col., 2015).

RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES MOLECULARES (PRR)

Las células de la inmunidad innata poseen receptores codificados en linea
germinal o “pattern recognition receptors” (PRR), cuya distribucion no es clonal y que
no reconocen antigenos especificos en particular, sino estructuras quimicas conservadas
entre distintos tipos de microorganismos y que en general son esenciales para su
sobrevida. Estas estructuras quimicas se denominan “MAMP” (microrganism associated
molecular patterns), y un ejemplo clasico de MAMP es el lipopolisacarido (LPS) presente
en la pared celular de las bacterias Gram-negativas. La activacién de las células de la
inmunidad innata frente a una infeccion es inmediata y sus componentes se encuentran
evolutivamente conservados tanto en animales superiores como en invertebrados (Kawai
& Akira, 2010). Ademas de los MAMP, los PRR pueden reconocer “DAMP” (damage-
associated molecular patterns), mediadores enddgenos de la inflamacion liberados como
consecuencia del estrés celular, la pérdida de la homeostasis o la integridad del
organismo, tal es el caso de HMGB1 (high mobility group protein B1), una proteina
nuclear no histénica de union a la cromatina, que cuando se libera al exterior celular es
reconocida como “sefial de peligro” (Krysko y col., 2012; Goldszmid, y col., 2014).

El reconocimiento de MAMP o DAMP es esencial para la iniciacion de una
respuesta inflamatoria. Tras el reconocimiento de los mismos, los PRR inician un
programa que ejecuta la primera linea de defensa, necesaria para controlar la noxa.
Ademas, la sefializacion a través de PRR simultaneamente induce la maduracion de las
células dendriticas (CD), proceso en el cual se produce un aumento de citocinas

proinflamatorias y la expresion de moléculas coestimulatorias en su superficie (como
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CD80, CD86 y CD40). De esta forma, las CD activadas o maduras son capaces de
presentar eficientemente antigenos a la inmunidad adaptativa (Steinman, 2012).

La mayoria de los PRR se pueden clasificar en una de las cinco familias, basadas
en la homologia estructural de sus dominios: la familia de los TLR (Toll like receptors),
CLR (C-type lectin receptors), receptores RLR (retinoic acid-inducible gene-I (RIG-1)-
like receptor), receptores NLR (nucleotid-binding oligomerization domain (NOD)- like
receptor) y receptores ALR (AlIM2-like receptors). A su vez, estas familias se pueden
dividir en dos grandes grupos segun su localizacion celular: los receptores de membrana
y los receptores intracelulares libres (o citosolicos). Al primer grupo lo forman los TLR
y CLR, que se encuentran anclados en la membrana plasmatica o en la membrana de
compartimentos endociticos, y detectan la presencia de ligandos microbianos en el
espacio extracelular. Mientras que el segundo grupo lo forman los RLR, NLR y ALR,
que se encuentran en el citoplasma, donde censan la presencia de patdgenos intracelulares
(Brubaker y col., 2015).

La familia de RLR estd compuesta por tres miembros RIG-1, MDAS5 (melanoma
differentiation associated gene 5) y LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2) los
cuales reconocen ARN viral en el citoplasma. Los RLR pertenecen a una familia de ARN
helicasa que especificamente detecta especies de ARN derivadas de virus en el citoplasma
y coordinan un programa anti-viral a través de la produccion de Interferones tipo | (IFN-
I) (Chattopadhyay & Sen, 2014).

Los NLR constituyen una gran familia de PRR intracelulares tales como NOD1,
NOD2, NLRP3 entre otros, que se activan tras el reconocimiento de MAMP. Algunos de
los NLR forman una estructura supramolecular conocida como inflamasoma, esencial en
la activacion de caspasa 1y por ende, en la conversién de la molécula inactiva pro-1L-1
a IL-1pB. La estimulacién de NOD1 y NOD2 ademas resulta en la translocacion nuclear
de NF-«xB y la activacion de MAPK (mitogen activated protein kinase) (Leemans y col.,
2014).

Los ALR participan en la deteccion de ADNdc citosélico. Cada uno de estos
receptores cuenta con un dominio PYHIN que permite interacciones proteina-proteina y
un dominio HIN-200 de union al ADNdc (Kawai & Akira, 2011). EI miembro fundador
de esta familia, AIM2 (absent in melanoma-2), interactia con el adaptador ASC
(apoptosis-associated speck-like protein) y promueve la formacion del inflamasoma y
media la produccidon de IL-1 tras la deteccion de ADNdc citosélico. Un conjunto mas

diverso de funciones se ha atribuido a un segundo miembro, IFI16 (interferon y-inducible-
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16), que incluyen la activacion de STING (stimulator of IFN genes) y consecuente
produccién de IFN-1, ademas de la formacién del inflamasoma (Pandey, y col., 2015).

Cientos de CLR forman una familia heterogénea que reconoce una amplia gama
de microorganismos. Todos los CLR comparten un dominio caracteristico lectina tipo C
(CTLD) capaz de unirse a calcio y carbohidratos. La mayoria de los CLR actdan como
opsoninas sin activar directamente una cascada de sefializacion via NF-kB. Sin embargo,
un subgrupo de estos receptores inicia cascadas de sefializacion que convergen en la
translocacion nuclear de NF-kB y desencadenan una respuesta proinflamatoria crucial
para la defensa contra hongos. Dentro de los subgrupos de CLR mas estudiados, se
encuentran las subfamilias de receptores Dectin-1 y Dectin-2/3, que reconcen B-glicanos
y o-mananos, respectivamente (Brubaker y col., 2015).

Los TLR son glicoproteinas integrales de membrana formadas por un domino
extracelular, un dominio de transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular; y
en base a la alta homologia que presenta el dominio intracelular o citoplasmatico, forman
parte de una gran familia de receptores de transmembrana que incluye al receptor de IL-
1 (IL-1R) (Kawai & Akira, 2010). Estos receptores comparten el dominio intracelular
pero difieren en la estructura del dominio extracelular, ya que en el IL-1R la region
extracelular estd constituida por tres dominios similares a inmunoglobulinas (1g),
mientras que en los TLR el dominio extracelular contiene regiones repetidas ricas en
leucinas (LRR). EI dominio extracelular de los TLR se asocia a través de una Unica cadena
de transmembrana al dominio citoplasmatico, el cual, como se dijo anteriormente,
comparte una alta homologia con el dominio citoplasmatico de IL-1R, lo que le confiere
el nombre de dominio Toll/IL-1R (TIR) (Slack y col., 2000). Dentro de los dominios TIR,
hay regiones conservadas que son cruciales para la interaccion con moléculas
involucradas en la sefializacion intracelular que desencadenan la inmunidad de plantas
(Zipfel, 2014) y animales (Clemmons, y col., 2015; Rauta y col., 2014; Lewis & Obbard,
2014) (Figura 1.1).

Cabe destacar que la molécula Toll fue originalmente descripta en la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster, como una proteina importante en el desarrollo en la
embriogénesis (Hashimoto y col., 1988). En 1996 el grupo de Hoffman, demostré que
Toll posee un rol clave en la respuesta inmune contra hongos en Drosophila (Lemaitre y
col., 1996). Un afio después, un homologo de Toll en Drosophila fue descripto en
humanos, subsecuentemente llamado receptor tipo Toll (Toll-like receptor, TLR)
(Medzhitov y col., 1997). En 1998 el grupo de Beutler BA describio el primer TLR,
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TLR4, una proteina expresada en M¢ que induce la expresion de genes involucrados en
la respuesta inflamatoria (Poltorak y col., 1998). Estos descubrimientos sobresalientes
por los grupos de Hoffman y Beutler los hicieron acreedores del premio Nobel en
Fisiologia y Medicina en el afio 2011.

Plantas Drosaphila Mamiferos

<:> PAMP
U Protease
[ 1%

O —> O Spatzle 1

exterior 0

Tol
Silopksma ZG'QXEA?“Q U8 MyD8S TIRAP9U8 MyD8S U8 MyD88

P OOEED
N, L6 l

Respuesta Inmune

Figura I.1. TLR: una familia muy conservada a lo largo de la evolucién. Los TLR son
glicoproteinas integrales de membrana tipo I, que consisten en un dominio extracelular, una
region transmembrana y un dominio citoplasmatico. EL dominio citoplasmatico de los TLR
muestra una alta homologia entre distintas especies, compartiendo el dominio de sefializacion
intracelular TIR. RPP5, N y L6 son ejemplos prototipicos de las proteinas vegetales de resistencia
a enfermedades intracelulares que contienen un dominio TIR amino terminal, asi como un
dominio de unién a nucledtidos (ATP o GTP) y dominios LRR. Drosophila tiene dos tipos de
proteinas con dominios TIR: Toll y MyD88. Los mamiferos tienen al menos cuatro tipos de
proteinas con dominios TIR: los receptores TLR e IL-1R, MyD88 (myeloid differentiation
primary response 88) y TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein). Imagen adaptada de
Medzhitov, 2001.

TLR INTRACELULARES

Los TLR han sido divididos en dos subgrupos, dependiendo de la localizacién
celular. Uno de los grupos esta compuesto por TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y
TLR11, los cuales se encuentran expresados en la superficie celular, y reconocen
principalmente componentes microbianos, tales como lipidos, lipoproteinas, proteinas y
DAMP. El otro grupo esta compuesto por TLR3, TLR7, TLR8 (este ultimo funcional sélo
en humanos), TLR9 y TLR13 (este ultimo Unicamente en ratdn) y se encuentran
exclusivamente expresados en la membrana de vesiculas tales como endosomas,
lisosomas y endolisosomas, donde reconocen &cidos nucleicos (AN) microbianos (Kawai

& Akira, 2010). Los TLR intracelulares, son intrinsecamente capaces de detectar AN. Si
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bien los AN de los vertebrados poseen varias modificaciones que los diferencian de los
ARN y ADN de microorganismos, conservan cierta capacidad para activar la respuesta
inmune impulsada por la activacién de TLR intracelulares (Gosu, y col., 2012). Por lo
tanto, éstos receptores acttian en compartimientos endosomales, en donde usualmente los
AN del huésped son excluidos, y por ende pueden distinguir entre los AN propios y
foraneos, en un estadio de acidificacion y maduracion particular del endosoma (He y col.,
2015). Los TLR1 a TLR9 se conservan tanto en ratones como en humanos, mientras que
el TLR10 de raton pareciera ser no funcional y TLR11, TLR12 y TLR13 se han eliminado
del genoma humano (Kawai & Akira, 2010).

Existe un fuerte consenso respecto a que la funcion primaria de los TLR
intracelulares es la deteccion de virus, aunque ha sido demostrado que también son
capaces de detectar otros microorganismos. Muchos virus son sélo percibidos por los
TLR endosomales, y son éstos particularmente importantes para su contencion. La
incorporacion de microbios intactos por la via endocitica puede ocurrir de distintas
formas: endocitosis mediada por receptor, fagocitosis, 0 macropinocitosis (endocitosis no
especifica de derivados celulares solubles) (Blum, y col., 2013). Alternativamente, los
virus pueden fusionarse con la membrana plasmatica y posteriormente ser conducidos a
endosomas tanto antes o durante el proceso de replicacién como resultado de la autofagia.
Asimismo, virus replicados totalmente pueden gemar a través del sistema endosomal y
transitar a través de la via de trafico celular en endosomas para ser liberados al exterior
celular (Jensen & Thomsen, 2012).

TLR7, fue originalmente identificado por el reconocimiento de derivados de
imidazoloquina tal como imiquimod (R-837) y resiquimod (R-848) y reconoce ademas,
analogos de guanina, tal como loxoribine (el cual tiene propiedades antivirales y
antitumorales). TLR7 reconoce ARN simple cadena (ARNsc) derivados de virus de ARN
tal como el virus de la estomatitis vesicular, virus de la influenza A y virus de
inmunodeficiencia humana, pero también ARNsc de algunas bacterias como Streptococo
del grupo B (Pandey y col., 2015). TLR7 reconoce ademas el ARN sintético poliU y
determinados ARN interferentes (ARNI). Existe una alta expresién de TLR7 en una
poblacién de CD denominadas plasmocitoideas (CDp) lo cual le permite a esta poblacion
producir gran cantidad de IFN-I después de una infeccion viral (Pulendran, 2015).

Aunque se sabe poco acerca de los ligandos reconocidos por TLR8
(filogenéticamente similar a TLR7), el TLR8 humano media el reconocimiento de R-848

y ARNSsc viral. Por otra parte, varios estudios han demostrado que TLR8 humano
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responde a ARN total bacteriano, asi como a las infecciones con varios patdgenos
bacterianos, mediando la induccién de la expresion de citocinas proinflamatorias e IFN-1
(P. Broz & Monack, 2013). Mediante el uso de subpoblaciones de CD con distintos
perfiles de expresion de TLR, se demostrd que la deteccion de la bacteria inactivada por
calor S. aureus es independiente de TLR2 y solo requiere la presencia de TLR13. Los
ARN ribosomales (ARNr) bacterianos, especificamente el motivo conservado
CGGAGACC del ARNr 23S, fueron identificados como ligandos de TLR13. Cabe
destacar que este motivo esta altamente conservado entre las bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas: ARNr 23S de E. coli y S. pyogenes fueron capaces de inducir una
respuesta transcripcional dependiente de TLR13, resultando en la induccion de pro-IL-
1B. Ademaés, esta secuencia inmunoestimulante es blanco terapéutico del grupo de
antibioticos “macrolidos, lincosamida y estreptogramina B” (MLS). También se
demostrd que la modificacion de 23S ARNTr en ciertos aislados clinicos de S. aureus
resistentes a MLS, aboli6 su actividad inmunoestimulante (Hidmark, y col., 2012). Dada
la importancia de TLR13 en la deteccidn de bacterias, es sorprendente que este TLR no
estd presente en los seres humanos. Es posible que un PRR relacionado haya
evolucionado en los seres humanos para reconocer especies de bacterias que han
modificado su 23S ARNr (P. Broz & Monack, 2013).

TLR9 reconoce motivos de ADN CpG (citosina-guanina) no metilados, los cuales
se encuentran presentes en bacterias y virus, y raramente en mamiferos. Oligonucle6tidos
sintéticos de CpG funcionan como ligandos de TLR9 y directamente activan células tales
como CD, Me y LiB, promoviendo una respuesta Thl (Kaisho, 2012). Existe una alta
expresion de este receptor en CDp Yy sirve como sensor de virus de ADN (Pulendran,
2015).

TLR3 fue originalmente identificado como responsable de reconocer analogos
sintéticos de ARN doble cadena (ARNdCc), tales como poli I:C o0 mas especificamente poli
A:U, los cuales simulan infecciones virales e inducen una respuesta inmune antiviral
mediante la induccion de IFN-1 y citocinas proinflamatorias. TLR3 ademas reconoce
ARN genomico de reovirus, ARNdc producido durante la replicacién de ARNSsc,
particulas virales tales como el virus respiratorio sincicial, el virus de la
encefalomiocarditis, el virus del Nilo y ciertos ARNi (Pothlichet y col., 2013; Blasius &
Beutler, 2010). La activacion de TLR3 desencadena una respuesta inmune antiviral a
través de la produccion de IFN-I y citocinas proinflamatorias, lo que sugiere que TLR3

tiene un rol esencial en prevenir las infecciones virales. Consistente con esta idea, ratones
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deficientes en TLR3 son susceptibles a infecciones letales con citomegalovirus murino
(Tabeta y col., 2004) y la deficiencia de TLR3 en humanos, esta asociada a una mayor
susceptibilidad al virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) (Kropp, y col., 2014; Zhang y
col., 2007).

Resumiendo, durante el curso de una infeccion viral, el virus de ARNsc puede
emplear la replicacion positiva de la cadena sentido a través de un intermediario ARNdc
y también puede producirse ARNdc a partir de la transcripcion bidireccional del genoma
de virus de ADNdc. Como consecuencia en ambos casos, estos intermediarios de ARNdc
podran ser detectados por TLR3 (Son, y col., 2015), dando como resultado una
redundancia en el sensado de virus de ARN a través de TLR7 y TLR3, y de virus de ADN
via TLR9 y TLR3. Aungue es importante destacar que la diversificacion en las vias de
sefializacion que activan TLR3 vs. TLR7 y 9 también permiten cierto grado de
selectividad en la respuesta que se va a desencadenar luego de la infeccion por diferentes
tipos de virus (Chattopadhyay & Sen, 2014).

TLR3

TLR3 es un receptor transmembrana tipo | con un dominio extracelular N-
terminal, una simple hélice transmembrana, y un dominio de sefializacién citoplasmatico
C-terminal de la familia TIR. El ectodominio de TLR3 se localiza en el interior del
endosoma y se une a ARNdc y produce asi transduccién de sefiales que desencadenan
una respuesta inflamatoria y adaptativa antiviral (Matsumoto y col. 2015).

Estudios cristalograficos demostraron que TLR3 reconoce ARNdc viral a nivel
molecular (Y. Wang, 2010). El ectodominio de TLR3 se describe como motivo o hélice
compuesto por 23 LRR en tAndem, formando una herradura, cuya porcion N-terminal se
encuentra enriquecida con 15 glicanos y posee también una superficie libre de éstos capaz
de interaccionar principalmente con las cadenas de azlUcares mas que con las bases
paricas/pirimidinicas de la secuencia de ARNdc (Liu y col., 2008; Pirher y col., 2008)
(Figura 1.2). El correcto plegado del receptor y una buena interaccion con su ligando
requieren de condiciones medianamente acidas, tales como los valores de pH encontrados
en endosomas tempranos y tardios (pH alrededor de 6,6 a 5,5 respectivamente) (Qi y col.,
2012). Dichas condiciones favorecen también la dimerizacion del receptor para formar
un complejo estable, lo cual requiere que interaccionen ambos sitios de unién con un
unico oligonucledtido de entre 46 a 50 pares de bases de longitud (Pirher, y col., 2008).
Es interesante el hecho de que la interaccion ARNdc/TLR3 no produzca cambios
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conformacionales en el receptor, sino que facilita y estabiliza la homodimerizacion,
permitiendo que los dominios intracelulares de los mondémeros de TLR3 se aproximen
entre si (Y. Wang y col., 2010). Por lo tanto, segmentos cortos de ARNdc, tales como
aquellos presentes en ARN transferencia propios, micro ARN, y ribosomas, no podrian
activar TLR3 debido a que el ARNdc solo pueden formar complejos estables con TLR3
interaccionando con ambos sitios de unién presentes en ambas moléculas del dimero, lo

cual requiere una longitud minima de 45 pares de bases (Chattopadhyay & Sen, 2014).

glicanos~_

Figura 1.2. Estructura de TLR3. Tipicamente,
tras la union del ARNdc, dominios
extracelulares de dos TLR3 se aproximan y
dimerisan formando una estructura tipo "m",
intercalando al ligando entre ellos. De esta
manera, tanto los ectodominios transmembrana
como los dominios citoplasmicos quedan en
estrecha proximidad y permiten la interaccion
con las moléculas adaptadoras, desencadenando
la cascada de sefializacion. Adaptado de Liu y
col., 2008.

POLIMORFISMOS EN TLR3

Se han reportado hasta el momento 3 mutaciones naturales sin sentido
autosémicas dominantes o recesivas en TLR3 (P554S, L360P, G743D+R811l), en
pacientes que presentan un sindrome clinico caracterizado por encefalitis recurrentes
(HSE) por el HSV-1 (Lim y col., 2014). Esta enfermedad se presenta principalmente en
la primera etapa de la infancia, en nifios de 3 meses a 6 afios de edad, durante la infeccion
primaria con HSV-1 (virus de ADNdc con intermediarios de ARNdc). Curiosamente, este
sindrome de inmunodeficiencia conduce a una mayor susceptibilidad solo para HSE y no
a enfermedades causadas por otros patdgenos (Zhang y col., 2007). El defecto funcional
en pacientes con deficiencia en UNC93B1 (que codifica una molécula en la via de
procesamiento de TLR3) o en algin componente de la via de sefializacion de TLR3
(TLR3-TRIF-TRAF3) es el resultado de una menor capacidad de liberar IFN-1 por parte
de ceélulas residentes del sistema nervioso central y nervios periféricos. Asimismo,
pacientes con mutaciones autosdmicas dominantes en TRAF3 (TNF receptor-associated

factor 3), mutaciones autosomicas recesivas en UNC93B1, y mutaciones autosomicas
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dominantes o recesivas en TRIF (Toll like receptor adaptor molecule 1), también son
susceptibles a desarrollar HSE (Sancho-Shimizu y col., 2011). Ensayos in vitro con
fibroblastos derivados de pacientes con HSE han demostrado que dicha induccion es
dependiente de TLR3 (Netea y col., 2012; Lim y col., 2014).

Recientemente se han reportado al menos dos polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP, single nucleotide polymorphism) en TLR3 (L412F y rs13126816) que
estan asociados con un mayor riesgo a desarrollar diabetes mellitus tipo 1. Ambos
polimorfismos afectan la actividad de TLR3 en células hematopoyéticas de los pacientes
y conllevan a una secrecion deficiente de IFN-1 en respuesta a infecciones virales con
tropismo especifico por el pancreas (como coxsackievirus B y enterovirus) (Assmann y
col., 2014).

En relacion al cancer, un estudio poblacional habia demostrado previamente que
pacientes con cancer colorectal con estadio 11, portadores del SNP en el gen TLR3
(L412F, rs3775291), tenian una tasa de supervivencia disminuida en comparacion con los
pacientes portadores del genotipo wt (Castro y col., 2011). A su vez, nuevos reportes
sugieren que la variacion genética en moléculas involucradas en la via de sefializacion de
IFN-1 desempefia un papel importante en la etiologia, susceptibilidad y la supervivencia
de pacientes con cancer colorectal (Lu y col., 2014).

Un reciente estudio poblacional de meta anélisis sobre cuatro SNP en TLR3,
indico que el genotipo variante de TLR3 rs5743312 (C9948T, intron 3) se asocio
significativamente con un aumento del riesgo a contraer cancer (carcinoma nasofaringeo,
melanoma, cancer oral) en comparacion con el alelo wt en la poblacién asiatica (B.-G.
Wang y col., 2015). Aunque todavia se desconoce como y a que nivel influenciaria
negativamente dicho SNP sobre la funcionalidad de TLR3.

Por otro lado, se ha reportado que la herencia homocigota del alelo G en el gen
TLR3 que contiene el SNP rs10025405, se asocia con una marcada disminucion del riesgo
a contraer cancer de mama en mujeres afroamericanas. Aun no esté del todo claro si dicho
SNP presente en la region flanqueante 3' del gen TLR3 podria modificar positivamente
la expresién del ARNm o su procesamiento, resultando en efectos beneficiosos aguas
abajo sobre el reconocimiento de AN microbianos, la sefializacion intracelular, y/o el

procesamiento y la degradacion endosomal/lisosomal de TLR3 (Yeyeodu y col., 2013).

EXPRESION DE TLR3
TLR3 endosomal es principalmente expresado por una amplia gama de células del
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sistema inmune tales como células mieloides, CD, células de origen linfoide (B, T y NK)
y mastocitos, cuya activacion tiene en su gran mayoria efectos pleiotropicos
inmunoestimulantes (Salem y col., 2014).

El analisis de expresion de ARNm para TLR3 en distintas subpoblaciones de CD
humanas demostrd que este transcripto se expresa selectivamente en CD de linaje
mieloide, incluyendo CD derivadas de monocitos humanos (CDDM) y CD BDCAL+ de
sangre periférica, pero no en CDp (Gauzzi y col., 2010). En ratdén, TLR3 se expresa
fundamentalmente en subpoblaciones de CD convencionales (CDc) CD8a+ y CD
migratorias CD103+ pero no en CDp (Kaisho, 2012). Tanto las CDc CD8a+ como
CD103+ estan altamente especializadas para producir IFN-B via TLR3 y realizar
eficientemente la presentacion cruzada de antigenos (péptidos derivados de antigenos
exogenos son presentados en el contexto de moléculas de complejo mayor de
histocompatibilidad “CMH” clase 1) (Jelinek y col., 2011; Szeles y col., 2015). Se ha
reportado que la activacion de TLR3 en CD CD8a+, aumenta su sobrevida y promueve
la presentacion cruzada de antigenos tumorales a LiT CD8 citotoxicos (Joffre y col.,
2012). Recientemente, Broz y colaboradores reportaron tanto en modelos murinos como
en 12 tipos diferentes de cancer humanos, que la funcién de CD CD103+ es crucial para
desarrollar una efectiva respuesta citotdxica antitumoral y ademas su presencia en tumor
se correlaciono con un considerable aumento en la sobrevida de los pacientes (M. L. Broz
y col., 2014).

Otras poblaciones de origen mieloide como Me, también pueden expresar niveles
considerables de TLR3. En un modelo de carcinoma de pulmoén de Lewis, los ratones
tratados con poli I:C tuvieron regresion tumoral mediada por la conversion de los Mo M2
(F4/80+Gr1-) en Mg supresores de tumor M1, secretando grandes cantidades de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, promoviendo la necrosis hemorragica del tumor y la
consecuente supresién del crecimiento (Shime y col., 2012).

Las células del linaje linfoide también han sido reportadas para expresar TLR3.
En raton, se ha descripto que luego de la estimulacion del TCR, LiT CD4+ disminuyen
la expresion de TLR2 y TLR4 mientras que aumentan la expresion de TLR3 y TLR9.
TLR3 en LiT CD4+ humanos induce indirectamente la expresion de CD38 y CD69.
Ademas la estimulacion del TLR3 en las células T CD4+, es capaz de inducir NF-kB y
MAPK, promoviendo su supervivencia, mejorando la produccion de IFN-y y quimiocinas
como CXCL10, CCL3, CCL4 y CCLS5 tras su activacion via TCR (Reynolds & Dong,

2013). Del mismo modo, Tabiasco y colaboradores reportaron que LiT CD8 humanos
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efectores pero no naive o de memoria central, expresan constitutivamente TLR3 y que
luego de la estimulacion dependiente e independiente del TCR, aumenta directamente la
produccion de IFN-y sin afectar su proliferacion o actividad citotdxica (Tabiasco y col.,
2006). Por lo tanto los ligandos TLR3 no sélo pueden influir indirectamente en la
respuesta inmune adaptativa a través de la modulacion de la activacion de las CD, sino
también aumentar directamente la produccion de IFN-y por LiT CDS8 antigeno
especificos. También se ha detectado la expresion de TLR3 en LiT yo humanos y sirve
de sefial coestimulatoria para la produccion de IFN-y (Reynolds & Dong, 2013). Ademas,
células CD56+ NKT aisladas a partir de sangre periférica humana exhiben una expresion
inducible de TLR3, importante para mediar su activacion y favorecer la produccion de
citocinas proinflamatorias.

Los mastocitos son células que derivan de células madre CD34+ capaces de
migrar a sitios inflamacion y regular la respuesta inmune innata a través de la produccion
de citocinas, leucotrienos y otros mediadores de la inflamacion (Nelissen y col., 2013).
Se ha demostrado que los mastocitos son capaces de producir IFN-I a través de TLR3
luego de la exposicion a virus sincicial respiratorio, virus de la influenza, reovirus tipo 1
y también a poli I:C, favoreciendo el reclutamiento y la respuesta de LiT citotoxicos
(Beghdadi y col., 2011).

TLR3 también se encuentra expresado en queratinocitos de la capa basal de la piel
humana normal y la estimulacion in vitro con TNF-a e IFN-y, aumenta su expresion
(Begony col., 2007; J.-Q. Cheny col., 2015). Ademas, se ha demostrado que la activacion
de TLR3 en queratinocitos estimula la expresion de varios genes clave en la reparacion
de la permeabilidad dérmica en pacientes con dermatitis atopica y psoriasis (Feingold,
2015). Por el contrario, se ha reportado que los niveles de TLR3 son elevados en muestras
de biopsias de musculo de pacientes con miopatias inflamatorias asociadas a virus de
inmunodeficiencia humano, sugiriendo un papel deletéreo de TLR3 en enfermedades
inflamatorias musculares (Amarante & Watanabe, 2010).

Esta claro que la expresion de TLR3 no esta restringida Unicamente a las células
del sistema inmune. Otros tipos celulares tales como fibroblastos, células endoteliales y
epiteliales, incluyendo las células transformadas derivadas de éstas, también pueden
expresar diferentes niveles de TLR3. Actualmente, existen muy variados Yy
controversiales datos funcionales acerca de la participacion y el rol biolégico que cumple
TLR3 expresado en las propias células tumorales.

En 2010, Bergé y colaboradores demostraron que el tratamiento in vivo con ARNIi
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en modelos murinos de adenocarcinoma hepatocelular, activa el TLR3 presente en las
células endoteliales hepaticas, inhibiendo su funcién y limitando la remodelacion de la
vasculatura tumoral (Bergé y col., 2010). Ademas, el tratamiento con poli I:C redujo el
flujo sanguineo de las arterias hepaticas, indicando que TLR3 puede mediar propiedades
antiangiogénicas directamente en las células endoteliales (Grote y col., 2013). Por el
contrario, se ha reportado que la activacion de TLR3 en células de cancer de préstata PC3
aumenta la expresion de la isoforma 1.3 del factor de transcripcion HIF-1a (hypoxia-
inducible factorl), promoviendo su acumulacion nuclear en condiciones de normoxia, y
consecuente secrecion de la citocina proangiogénica VEGF (Paone y col., 2010).

En pacientes con carcinoma oral de células escamosas una alta expresion TLR3
se correlaciona significativamente con una pobre diferenciacién y la invasion perineural.
La estimulacién con poli I:C de células cancerosas orales TLR3+ causa la fosforilacion
de IkB e IRF3 y secuencialmente induce la secrecion de IL-6 y CCL5, promoviendo la
metastasis (Yu y col., 2013). Zhang y colaboradores examinaron el efecto de la activacion
de TLR3 en la metéstasis de carcinoma nasofaringeo y concluyeron que la activacion de
TLR3 disminuye la expresion del receptor de quimiocinas CXCR4 de una manera dosis
dependiente, inhibiendo la migracion celular en respuesta al ligando SDF-1a (stromal
cell-derived factor-/a) en ensayos de quimiotaxis (Basith y col., 2012). Ademas, la
activacion de TLR3 redujo significativamente la capacidad de las células de carcinoma
nasofaringeo para formar metastasis en nddulos linfaticos drenantes cuando se inyectan
en ratones atimicos nude (Amarante & Watanabe, 2010). En otro estudio, se ha reportado
que pacientes con carcinoma hepatocelular cuyo tumor expresa altos niveles de TLR3
tienen una media de sobrevida 17 veces mayor que los pacientes que presentan bajos
niveles de expresion TLR3 intratumoral (Chew & Abastado, 2013). Asi, dicha expresion
de TLR3 se correlaciond no solo con la sobrevida del paciente, sino también con la
produccién de quimiocinas y con la densidad intratumoral de LiT y NK (Chew &
Abastado, 2013).

El andlisis retrospectivo de un ensayo llevado a cabo entre 1982 y 1986 en 517
pacientes con cancer de mama mostré que las pacientes cuyo tumor expresaban TLRS3,
manifiestan una disminucion del riesgo de recidiva metastasica (2 veces) en el tratamiento
combinado de radiacion locorregional y poli (A:U) como adyuvante, en comparacion con
los pacientes tratados con quimioterapia (ciclofosfamida, metotrexato y fluorouracilo)
(Salauny col., 2011). Asimismo, se propuso que la expresion de TLR3 en cancer de mama

mediaria un efecto directo citostatico/citotoxico en el propio tumor (Ridnour y col., 2013).
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Recientemente se ha demostrado que el tratamiento in vivo con poli I:C de tumores
inducidos con células de cancer de préstata sensibles a androgenos inhibe el crecimiento
a través de un efecto apoptotico directo e independiente del sistema inmune (Gambara y
col., 2015). La induccion de IRF3 via TLR3 en la propia célula tumoral, activa tanto la
via apoptotica intrinseca (mediante la interaccion directa de IRF3 con Bax) como la
extrinseca (promoviendo la transcripcion de la proteina pro apoptotica Noxa).

Es por esto que TLR3 tienen gran valor potencial en la terapia y prevencion de
distintas enfermedades, tomando fuerza en los Ultimos afios la necesidad de identificar las
propiedades de compuestos agonistas para favorecer la actividad de TLR3 sobre distintas

poblaciones celulares que lo expresan y promover sus variados mecanismos efectores.

TRAFICO Y PROCESAMIENTO DE LOS TLR INTRACELULARES

Los TLR intracelulares en ratén son expresados dentro del reticulo endoplasmico
(RE), endosomas, cuerpos multivesiculares o en lisosomas. No obstante, la activacion
solo ocurre dentro de compartimentos endolisosomales acidificados, ya que la respuesta
de TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 son anuladas por bafilomicina A1, cloroquina, o cloruro
de amonio, que previenen la acidificacion (Hacker y col., 1998; Kuznik y col., 2011).
Basado en estudios de microscopia y en el hallazgo de que los carbohidratos en TLR9
maduro carecen de modificaciones postranscripcionales tipicamente adquiridas en el
Golgi, fue propuesto en un comienzo que los TLR intracelulares eran residentes del RE y
que eran translocados rapidamente a endolisosoma luego de su activacion (Blasius &
Beutler, 2010). Sin embargo, este modelo planteaba dudas respecto a la naturaleza de la
ruta de trafico atipica empleada por dichos TLR y de como las células censan acidos
nucleicos antes que los TLR intracelulares sean movilizados a compartimientos
endosomales acidificados. El andlisis de los carbohidratos de TLR en endosomas
demostro que los receptores debian atravesar el aparato de Golgi, revelando que el trafico
intracelular desde el RE era mediado por la via secretoria clasica para finalmente residir
en endolisosoma previo a la estimulacion (Toscano y col., 2012).

Se han asociado muchas proteinas chaperonas con los TLR intracelulares a nivel
de RE y que son requeridas para una eficiente translocacion. Tal es el caso de GP96
(también conocida como GrP94), la homdéloga en RE de la familia Hsp90, que actta en
el RE como chaperona para inmunoglobulinas 1gG, algunas integrinas y TLR, ya que Mo
deficientes en GP96 son incapaces de responder a ligandos de TLR1, 2,4, 57 0 9
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(Kawasaki & Kawai, 2014). Asimismo, PRAT4A (también conocida como Cnpy3) es
responsable del trafico de TLR1, 2, y 4 desde RE a la membrana plasmatica, y de TLR7
y 9 de RE a endolisosoma, aungue pareciera no ser necesaria para el trafico de TLR3
(Sasai & Yamamoto, 2013) (Figura 1.3).

Desde un enfoque genético, se demostro que individuos portadores homocigotas
de la mutacién 3d (del inglés "triple defect"), eran incapaces de responder a ligandos de
TLR3, 7, y 9 (es decir, triplemente defectuosa en el sensado de &cidos nucleicos) (Kimy
col., 2013). El fenotipo 3d fue atribuido a una mutacion en el gen UNC93B1, que codifica
una proteina con 12 dominios transmembrana que reside fundamentalmente en el RE
(Tabeta y col., 2006; Manoury, 2013). UNC93B1 se asocia a TLR3, TLR7, TLR9, y
TLR13 (en raton) como resultado de una interaccion directa con sus dominios
transmembrana y media la translocacion de estos TLR intracelulares desde el RE a
endolisosomas (Gay, y col., 2014). En el caso de TLR3, es capaz de translocar al
compartimento endosomal con igual eficiencia en presencia o ausencia del dominio N
terminal, dominio que media preferentemente la translocacion de TLR9 vs. TLR7. Se ha
demostrado que la interaccion entre la porcion N- terminal de UNC93BL1 y el dominio
citoplasmatico de TLR intracelulares es crucial para el trafico desde RE a endolisosoma,
regulando ademas la afinidad de la asociacion e interaccion de TLR con sus respectivos
ligandos (Pohar y col., 2014).

Si bien se sabe que la incorporacion de ARNdc puede ser mediado por
mecanismos de endocitosis dependientes de Clatrina, no esta del todo claro si pequefias
cantidades de TLR3 presentes en membrana plasmatica podrian facilitar dicha
internalizacion dado que TLR3 se une débilmente a ARNdc en condiciones de pH
fisiologico, a diferencia de lo que ocurre con TLR4, el cual es rapidamente endocitado
luego de que se une a sus agonistas (Brubaker y col., 2015). Se sabe que poli I:C puede
ser internalizado con la ayuda de Raftlin, que interacciona con &cidos nucleicos en la
membrana plasmatica (Watanabe y col., 2011) o también en complejos con el péptido
antimicrobiano LL-37 a través del receptor FPRL-1 (Singh y col., 2014). Se ha descripto
que la sobreexpresion de UNC93B1 incrementa las cantidades de TLR3 en membrana
plasmatica, pero no de TLR7, 8 0 9 (Qi, y col., 2012; Pohar y col., 2014). Asimismo se
encontré que si bien el ectodominio de TLR3 puede localizarse a nivel de membrana
plasmatica, se requiere una localizacion endosomal para inducir una potente activacion
(Manoury, 2013; Pohar y col., 2014).
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Figura 1.3. Trafico y procesamiento de TLR intracelulares. En el lumen del RE, gp96 promueve
el plegamiento apropiado de TLR3, TLR7 y TLR9. Gp96, una chaperona similar a Hsp90,
funciona como un dimero en forma de “V” que requiere Ca®* y su N-glicosilacion para
interactuar con TLR. La hidrdlisis de ATP (no representado) es prescindible para la union a
TLR, pero puede ser necesaria para su liberacion. Tanto PRAT4A como UNC93B1 son
necesarias para exportar desde el ER a TLR3, TLR7 y TLR9. TLR7 y TLR9 compiten por la
unién a UNC93B1, que normalmente se une preferentemente a través de una regién N-terminal
a TLR9. Los TLR transitan a través del Golgi por la via secretora convencional y se encaminan
a endosomas donde pueden encontrar sus ligandos. TLR7 y TLR9 se escinden dentro de sus
ectodominios por cistein proteasas lisosomales, incluyendo las catepsinas relacionadas a
papaina (CTS) K, L y S, y asparagina endopeptidasa (AEP), una proteasa relacionada a la
familia de caspasas y la gingipaina endopeptidasa bacteriana. Mientras que la escision de TLR7
y TLR9 no es estrictamente necesaria para la interaccion con su ligando, pero es esencial para
la interaccion con MyD88 y la sefializacion posterior, no se ha observado la escision de TLR3.
Adaptado de (Blasius & Beutler, 2010)

SENALIZACION DE TLR INTRACELULARES

Mediante la comparacion de las vias de sefializacion utilizadas por TLR de la
superficie celular con las de TLR intracelulares, asi como otros receptores intracelulares,
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resulta evidente que segun la ubicacion del receptor dependera la sefial desencadenada
(Tomasello col., 2014). Los IFN-1 se producen Gnicamente por el reconocimiento de
ligandos presentes en el citosol o en el lumen de los compartimentos intracelulares. En
parte, esto refleja la compartimentalizacion de adaptadores y proteinas involucradas en la
sefializacion (Pandey y col., 2015). Las moléculas adaptadoras de la familia TIR son:
TIRAP (o Mal) (TIR domain containing adaptor protein), MyD88 (Myeloid
differentiation primary response gene 88), TRAM (Toll-like receptor adaptor molecule
2) y TRIF. Cabe destacar que TIRAP recluta a MyD88, mientras que TRAM funciona
como adaptador que recluta a TRIF, activando diferentes vias de sefializacion (Kawai &
Akira, 2010). Por lo tanto, la via de sefializacion de TLR puede ser clasificada como
MyD88-dependiente o TRIF -dependiente (también denominada MyD88 independiente).
MyD88, es universalmente usado por todos los TLR excepto TLR3, mientras que la
molécula adaptadora TRIF es utilizada Unicamente por TLR3 y TLR4 (Brown y col.,
2011).

La union del ligando a las regiones LRR de los TLR inducen cambios
conformacionales que permiten la unién homofilica entre dominios TIR citoplasmaticos
de los TLR y de las moléculas adaptadoras MyD88 o TRIF.

MyD88 recluta a IRAK-4 (IL-1R-associated kinase -4) a través de la interaccién
de los dominios de muerte en su porcion N terminal. IRAK4 fosforilaa IRAK1 e IRAK2,
que a su vez activan a la ubiquitina ligasa E3 TRAF-6 (TNF receptor-associated factor -
6), que en conjunto con UBC13 y UEV1A, se poliubiquitinan a si mismas y a NEMO (o
IKKy) (NF-kB essential modulator). TRAF6 también activa a TAK1 (TGF-b activated
kinase 1), que fosforila a IKKf llevando a la degradacion del inhibidor IkB y consiguiente
liberacion del factor de transcripcion nuclear NF-xB. A su vez, TAK1 también activa la
cascada de las MAPK que tras una serie de intermediarios (Erkl, Erk2, p38 y Jnk)
culmina con la activacion de AP-1. MyD88 también recluta y activa a IRF1 e IRF5. En
ultima instancia, la activacion de los factores de transcripcion IRF5, NF-kB y AP-1 induce
la transcripcion de genes de citocinas proinflamatorias. Los eventos de sefializacion
descriptos anteriormente se producen via activacién de TLR7, 8 y 9 en los Mg, CDc,
células B, y CDp y conducen a la produccion de TNF-a, IL-6 e 1L-12, pero no de IFN-I
(Figura 1.4).
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Figura 1.4. Vias de sefializacion de TLR intracelulares. La activacion de TLR3, TLR7 o
TLR9 por los acidos nucleicos dentro de endolisosomas inicia cascadas de sefializacion
diferentes y superpuestas en las CDc, los Me y CDp. La cascada de sefializacion de TLR3
induce IFN-p a través de TRIF (izquierda), y también puede activar la via de NF-kB y MAPK
para inducir citocinas proinflamatorias (centro). La activacion de TLR7 y TLR9 puede
desencadenar la induccion de citocinas proinflamatorias via MyD88 (centro). Las CDp
utilizan una via distinta para inducir grandes cantidades de IFN-I (derecha). Figura adaptada
de Blasius y Beutler (2010).

En cambio, en CDc y Mo la cascada de sefializacion de TLR3 se inicia a través
de TRIF. La interaccion de TRIF con TRAF6 y RIP1 (receptor-interacting proteins),
permite a su vez la formacion de un complejo con TRAF3 para activar a TBK1 e IKKe,
quienes fosforilan a IRF3. IRF3 fosforilado dimeriza y transloca al nicleo para iniciar la
transcripcion de IFN-B [y también de IL-27, en CDc (Gauzzi y col., 2010)]. Luego de la
activacion de TLR3, TRAF6 y RIP1 también pueden activar NF-xB y la via de las MAPK
para inducir citocinas proinflamatorias y quimiocinas. A su vez, la activacion de TLR3

promueve la fosforilacion y activacion de Src (sarcoma non-receptor tyrosine kinases),
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enzima intimamente implicada en la regulacion de la diferenciacion, adhesion y
migracion celular (Chattopadhyay & Sen, 2014) (Figura 1.4). Un estudio demostré la
importancia del residuo 759 en la sefializacién de TLR3, ya que la mutacién puntual en
el motivo Bp-loop de TLR3 (A795P), impide la unién de TRIF (y por ende la sefializacién
via IRF3) y favorece la union de MyD88, promoviendo la activacion de NF-kB via
TRAF6 (Verstak y col., 2013).

Las CDp utilizan una via distinta para inducir grandes cantidades de IFN-I: la
activacion de TLR7 y TLR9 en CDp recluta a MyD88 e IRAK4, que luego interaccionan
con TRAF6, TRAF3, IRAKI, IKKa, OPN (osteopontin) e IRF7. IRAK1 e IKKa
fosforilan y activan IRF7, conduciendo a la transcripcion de genes inducibles de IFN y a
la produccion fundamentalmente de IFN-a (Figura 1.4).

Resumiendo, todas las vias que conducen a la induccion de IFN-I convergen en la
activacion de IRF3 o IRF7, que son los factores de transcripcion maestros que inducen
genes de IFN-I. La mayoria de los tipos celulares expresan constitutivamente IRF3 pero
no IRF7, salvo CDp que lo expresan en bajos niveles. Por lo tanto, la expresion de IRF7
requiere la estimulacion de IFN-I (Tomasello y col., 2014). Es notable el hecho que
TRAF3 sea el unico componente de sefializacion compartido por todas las vias de

sefializacion que inducen IFN-I (Blasius & Beutler, 2010).

AGONISTAS DE TLR3 E INMUNOTERAPIA

Un amplio rango de distintos agentes han sido referidos como inductores de IFN-
I, en muchos casos, sin el entendimiento del mecanismo por medio del cual dichos
compuestos ejercen su efecto inmunoestimulador. Se conoce que los ARNdc de distintas
fuentes, tales como aquellos de origen viral asi como oligonucle6tidos homopoliméricos
de origen sintético, son los principales compuestos reportados para inducir IFN-I (Gosu
y col., 2012). No obstante, el empleo de ARNdc para el tratamiento del cancer ha tenido
los mas variados resultados. Por ejemplo, el uso de poli I:C induce altos niveles de IFN-
| pero también ha demostrado altos niveles de toxicidad en humanos y por lo tanto fue
discontinuado su desarrollo para terapia. Generalmente, ha sido asociado que cuanto
mayor es la induccion de IFN-1, mayor es la toxicidad, siendo estas propiedades por lo
tanto inseparables (Stewart y col., 1972; Zitvogel y col., 2015)

Estudios previos de polinucleétidos han intentado establecer la biodisponibilidad
de estos inductores de IFN-I sugiriendo que muchos ARNdc deberian poseer una

estructura secundaria de doble hélice en gran parte de su longitud, para ser menos
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sensibles al ataque de nucleasas (He y col., 2015). Han sido identificados polinucleotidos
de doble cadena que no son complementarios o perfectamente complementarios, que
poseen estructuras con "mismatched” o "loop-out”, y que existen naturalmente en
numerosos ARNdc. Generalmente, es deseable que los polinucledtidos sean resistentes a
la actividad de nucleasas de manera tal de preservarse como macromolécula por suficiente
periodo de tiempo, para ejercer su funcion (Allison & Milner, 2014). Como resultado, se
han desarrollado derivados menos potentes de poli I:C, como Ampligen® (Hemispherx
Biopharma) e Hiltonol® (Oncovir Inc) (Aranda y col., 2014).

Ampligen® (también conocido como rintatolimod® o poli I:C12U), es una cadena
sintética de ARNdc de &cido poliriboinosinico-poliribocitidilico, en donde algunas bases
citosina en la secuencia polil-poliC son reemplazadas por uracilo (generando zonas de
mismatched), que lo hacen menos susceptible al ataque de nucleasas. In vitro, Ampligen®
no solo activa CD (ya sean provenientes de un paciente sano o con cancer) para promover
respuesta Thl, sino que también tiene un efecto directo citostatico/citotoxico contra un
gran espectro de células tumorales. In vivo, Ampligen® ha sido capaz de inhibir el
crecimiento de un gran panel de neoplasias (al menos parcialmente), tanto en modelos
animales inmunodeficientes como inmunocompetentes (Vacchelli y col., 2013). En éstos
ultimos, pareciera ser la forma multimodal la que promoveria la activacion de células NK,
la conversion de Mo pro-tumorales en su contraparte anti-tumorales, ejerciendo ademas
un efecto directo citostatico/citotdxico en las células cancerosas. Es de notar, que todas
estas respuestas se han mostrado suprimidas en ratones deficientes en Ticam” pero no
en Myd88~- (Akazawa y col., 2007; Shime y col., 2012).

La administracion i.v. conjunta de una variante de Ampligen® con un vector de
homing para el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), seguida de la
transferencia i.p. de células mononucleares humanas, promueve la erradicacion de
tumores preestablecidos diseminados que sobreexpresan EGFR, sin evidenciar efectos
toxicos adversos (Shir y col., 2011). Esto sugiere que direccionando especificamente
ligandos de TLR3 a las células tumorales blanco podria aumentar su potencial terapéutico.
En ensayos clinicos oncoldgicos en fase temprana de desarrollo, se ha demostrado que
Ampligen® es bien tolerado, incluso durante largos periodos de administracion (mayores
a un afo), y que los pacientes normalmente no desarrollan anticuerpos neutralizantes
(Gosu vy col., 2012). Hoy en dia, Ampligen® esta siendo probado en combinacién con
una vacuna peptidica en pacientes con cancer de mama HER2 positivos (NCT01355393),

con lisados de células tumorales autologas en pacientes afectados por neoplasias del tracto
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reproductivo (NCT01312389), o con Celecoxib®, IFN-a e Hiltonol® en pacientes con
cancer colorectal resecable (NCT01545141) (fuente www.clinicaltrials.gov).

Hiltonol®, también conocido como poli IC:LC, es una formulacion particular de
poli I:C que incluye carboximetilcelulosa y poli-L-lisina como agentes
estabilizantes(Matsumoto y col., 2015). Hiltonol®, ha demostrado ser entre 5 a 10 veces
mas resistente a la degradacion por hidrolasas séricas que Ampligen®, exhibiendo una
temperatura de desnaturalizacion cercana a 40 °C o mayor. En linea con estas nociones,
Hiltonol® ha demostrado elevar significativamente los niveles de IFN-y circulante en
primates, en condiciones en las que una dosis equivalente de Ampligen® fallo en hacerlo,
y ejerciendo ademéas un potente efecto inmunoestimulador en mdaltiples modelos
preclinicos, incluyendo ratones, ratas, conejos, monos y chimpancés (Gosu y col., 2012).

Numerosos ensayos clinicos fase I/l probaron la seguridad y eficacia de
Hiltonol® (a menudo en protocolos de vacunacion como Unico agente o combinado a
otros) en multiples y variadas indicaciones oncoldgicas: incluyendo enfermedades
hematoldgicas malignas, tumores cerebrales, melanoma, carcinoma de ovario, cancer
renal y otras neoplasias avanzadas (Aranda y col., 2014). Con la excepcion de un Gnico
estudio, reportando una toxicidad sustancial y ausencia de beneficios clinicos en pacientes
con carcinoma de ovario, éstos ensayos clinicos concluyeron que Hiltonol® es seguro y
moderadamente eficiente en despertar/impulsar la respuesta inmune antitumoral
(Galluzzi y col., 2012). Mas recientemente, Hiltonol® ha sido investigado como
monoterapia 0 en combinacidn con radioterapia para el tratamiento de pacientes con
linfoma de células T y B (NCT00880867), en combinacidn con una vacuna quimérica.
Asimismo, Resiquimod (ligando de TLR8) (NCT 01094496), ha sido testeado en
combinacioén con una vacuna peptidica en pacientes portadores de neoplasias del tracto
reproductivo. Los dos primeros estudios fueron suspendidos sin reportarse mayores
detalles, mientras que el Gltimo ha sido completado, sin haberse divulgado adn los
resultados. Actualmente, la seguridad y eficacia de Hiltonol® esta siendo evaluada en
alrededor de 20 ensayos clinicos en fase I/1l. En todos, a excepcion de dos casos, uno en
el que Hiltonol® es empleado como agente Unico en pacientes con glioma (NCT
1188096), y otro en el que se emplea combinado con Celecobix, IFN-o y Ampligen® en
pacientes con cancer colorectal resecable (NCT 01545141), Hiltonol® es empleado como
adyuvante de una vacuna anti cancerigena basada en un péptido celular
(www.clinicaltrials.gov). La gran mayoria de las indicaciones oncoldgicas en que

Hiltonol® ha sido testeado incluyen neoplasias cerebrales (6 ), melanoma (4), carcinoma
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de mama (2) y cancer colorrectal (2) (Aranday col., 2014; Galluzzi y col., 2012; Vacchelli
y col., 2013).

Se sabe que poli I:C puede ser reconocido también por los receptores citosolicos
RIG-1 y MDA-5 lo cual podria explicar en parte su potente induccion de IFN-I y de
apoptosis, asi como sus efectos toxicos (Matsumoto y col., 2015). Por el contrario, se ha
reportado que dentro de las agonistas especificos de TLR3, poli A:U es el gran candidato
ya que puede ser administrado en regimenes de tratamiento que involucren altas dosis (en
un corto periodo de tiempo) respecto a otros compuestos de ARNdc. Incluso se propone
que poli A:U puede ser empleado a dosis que exceden los 60 mg por paciente por semana,
0 excediendo 1 o 2 mg/kilogramo por paciente por semana, ajustando el régimen para
maximizar los beneficios para el paciente, evitando los efectos téxicos (Salaun y col.,
2011).

Durante las Gltimas décadas, poli A:U demostré ser seguro pero de eficacia
variable como adyuvante en la terapia de cancer de mama resecable (tanto como
formulacién unica o en combinacién con radioterapia), (Lacour y col., 1984; Laplanche
y col., 2000) cancer gastrico localmente avanzado (combinado con 5-fluorouracilo y
doxorrubicina) (Jeung y col., 2008), carcinoma colorectal resecable (como Unica
formulacion) (Figueredo y col., 2008), y otras neoplasias malignas sélidas (Jeught y col.,
2014; Kidd y col, 2013). Es importante notar que, los beneficios terapéuticos de poli A:U
en combinacién con radioterapia locoregional empleado como adyuvante en pacientes
con cancer de mama, (Laplanche y col., 2000) han sido demostrados en pacientes
portadores de tumores que expresan TLR3 (Salaun y col., 2011). Esto indica que los
niveles de expresion de TLR3 podrian constituir un marcador predictivo de la eficacia de
poli A:U, al menos en algunos tratamientos/esquemas oncoldgicos.

En 2009, Aubin y colaboradores patentaron un analogo sintético de ARNdc viral
de alto peso molecular enriquecido en secuencias poli A-poli U, conocido
comercialmente como IPH-3102® (Innate Pharma) (Aubin y col., 2009; Basith y col.
2011). IPH-3102® demostro ser capaz de promover la activacion y de sostener la
respuesta de IFN-I in vitro, por lo tanto ejerciendo efectos citotoxicos contra células de
melanoma y cancer de mama. Ademas, media consistentes efectos inmunoestimuladores
in vivo en raton. Extrafiamente, y pese a estos alentadores resultados, IPH-3102® aun no
ha sido incluido en ensayos clinicos (www.clinicaltrials.gov).

Otros ARNdc testeados incluyen compuestos de poli A:U conocido

comercialmente como Polyadenur® (Ipsen Beaufour, Francia), propuesto como
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candidato a medicamento en los ‘80. Polyadenur fue reportado ser altamente polidisperso
con un promedio de peso molecular aproximadamente de 500 kDa (Andre, y col., 2008).
Otro producto, Poludan® (Lens Pharina) esta descripto conteniendo secuencias poli
A:poli:U, empleado como inductor de IFN-I para el tratamiento de enfermedades virales
oftalmicas (Krasnov y col., 1996). Existen dos patentes de Astral Inc. que describen
pruebas sobre la composicion de poli A:U y afirman que fracciones de bajo peso
molecular (entre 10 a 50 kDa) son responsables del efecto inmunomodulador observado,
y de la actividad inductora de apoptosis (L. Wang y col., 2002). Poli A:U ha sido
comercializado por distintas firmas como sal de sodio (Innate Pharma, Invivogen), o
también como complejo divalente a platino, con el fin de estabilizarlo y potenciar su
actividad inductora de IFN-I (Basith y col., 2011). Sin embargo, se sabe que las sales de
platino por si mismas poseen una fuerte induccion de IFN-1 y otras citocinas (Boscolo y
col., 2004).

Resumiendo, al dia de hoy, el desarrollo de poli A:U como adyuvante
antineoplasico pareciera haber llegado a un punto muerto, ya que no hay ensayos clinicos
que estén evaluando su eficacia para el tratamiento del cancer u otras indicaciones
(Aranday col., 2014; Galluzzi y col., 2012; Vacchelli y col., 2013; www.fda.gov).

En los Gltimos afios, existe un creciente interés por el desarrollo de ARNdc que
combinan propiedades inmunoestimulantes (mediante la induccion de IFN-I) con la
actividad de silenciamiento génico dirigido a factores inmunosupresores 0 genes
relacionados con el cancer, conocidos como ARNI bifuncionales (Gomes-Da-Silvay col.,
2014). Latransfeccion liposomal de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
con ARNdc contra I1L-10, result6 en la inhibicion de la expresion de IL-10, y a su vez
promovio la maduracion de las CD, aumentando la expresion de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-6, 1L-12, IFN-a) y potenciando la proliferacion de LiT en
cultivos alogénicos (Furset & Sioud, 2007). Asimismo, en un modelo murino de leucemia
mieloide aguda, el empleo de ARNdc contra IL-10 en CD pulsadas con antigenos
tumorales incremento la funcion de LiT citotdxicos especificos que se correlaciono con
una disminucion en la formacién de metastasis y un aumento en la sobrevida (lversen y
col., 2009). Recientemente, en modelos de raton de cancer de cuello uterino TC-1, la
administracion sistémica de un ARNdc contra el oncogén E6/E7 del virus del papiloma
humano tipo 16 inhibi6 el crecimiento tumoral (Khairuddin y col., 2012). Estas
observaciones indican claramente que la combinacion del silenciamiento de un gen

relacionado al cancer junto con la estimulacion via TLR en células del sistema inmune,
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mediada por la misma secuencia de ARNI, puede traer un beneficio terapéutico adicional

para el tratamiento del cancer.

INTERFERONES TIPO |

Los IFN se descubrieron por primera vez hace més de medio siglo como factores

de interferencia viral subyacente, es decir que, luego de una infeccion viral primaria las

células se volvian resistentes a una segunda infeccion con un virus distinto(Mcnab y col.,

2015).

Existen tres familias distintas de IFN:

la familia de los IFN-1 comprende una familia de citocinas codificada por
multiples genes (13 subtipos de IFN-a parcialmente homologos en humano,
14 en ratdn), IFN-B (que esta codificado por un Unico gen en humano y ratén)
y varios productos de genes individuales menos definidos (IFN-¢, IFN-t, IFN-
K, IFN-o, IFN-3 y IFN-{). Los IFN-I pueden ser producidos por cualquier
célula nucleada, y todos son capaces de sefializar a través del receptor
heterodimérico IFNAR2/IFNAR1;

la familia de IFN tipo Il consiste en un solo producto génico, IFN-y, producido
predominantemente por LiT y NK, y que puede actuar sobre una amplia gama
de células que expresan el receptor (IFNGR);

la familia de IFN tipo Il comprende IFN-A1, IFN-A2 y IFN-A3 (también
conocidos como IL-29, IL-28A e IL-28B, respectivamente) y el recientemente
identificado IFN-A4, que tienen funciones similares a la familia de IFN-I pero
con actividad restringida en gran medida a células epiteliales.

Cuando los productos microbianos son detectados por diversos receptores

celulares, los IFN-1 pueden ser inducidos y reconocidos por IFNAR presente en la

propia célula, lo que resulta en un circuito autdcrino de retroalimentacion positiva

(Gautier y col., 2005). Tras la union de IFN-1 a su receptor, maltiples vias de

sefializacion pueden ser inducidas, dando lugar a una amplia gama de efectos

biolégicos (Mcnab y col., 2015).

La interaccion de IFN-I con el heterodimero IFNAR1/IFNAR2 activa TYK2

(tyrosine kinase 2) y JAK1 (Janus kinase 1), lo que resulta en la activacién canénica

mediante el reclutamiento y formacion de heterodimeros STAT (signal transducer and

activator of transcription) 1 y STATZ2; que pueden migrar al nlcleo y asociarse con
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IRF9 (IFN-regulatory factor 9) para formar el complejo transcripcional
heterotrimérico ISGF3 (interferon-stimulated gene factor 3), que finalmente se une a
secuencias ISRE para activar genes antivirales clasicos (Schreiber & Piehler, 2015).
Los IFN-I también pueden sefializar a través de homodimeros STAT1, comunmente
asociados con la via de sefializacion mediada por IFN-vy, que se unen a secuencias GAS
(y-activated sequence) y estabilizan la transcripcion de genes de citocinas
proinflamatorias. A su vez, los IFN-I pueden promover la homodimerizacién de
STATS3, cuya activacion transitoria mediada por su corepresor SIN3A (SIN3
transcription regulator homologue A) favorece la transcripcion de numerosos genes
involucrados en la proliferacion, sobrevida y genes proinflamatorios; mientras que
mediante una activacion sostenida suprimen indirectamente la expresion de genes
inflamatorios, mediante la induccion de represores transcripcionales ain desconocidos

(Ivashkiv & Donlin, 2014) (Figura 1.5).

Figura 1.5. Vias de sefializacion
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Ademas de las tres vias anteriormente mencionadas, los IFN-1 son capaces de

inducir

la formacion de homo/heterodimeros STAT4, STATS5 y STATS,

heterodimeros CRKL (CRK-like protein) y STATD5, asi como la activacion de NF-kB,
con multiples y variadas consecuencias, dependiendo del tipo celular y el contexto
(Zitvogel y col., 2015). Por otra parte, IFN-I también pueden desencadenar la cascada
de sefalizacion de mTOR (mammalian target of rapamycin) via PI3K
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metabolicos (Mcnab y col., 2015) y la autofagia (Schmeisser y col., 2014).

Curiosamente, IFN-B (pero no IFN-a) también puede unirse con alta afinid

extensivamente in vivo (Fish & Platanias, 2014).

Introduccion

(phosphoinositide 3-kinase), participando también en la regulacion de procesos

ad

a homodimeros IFNAR1, y por lo tanto puede inducir un conjunto distinto de sefiales
independientes de IFNAR2, via JAK1/STATL. Esto podria ser una explicacion de las

diferencias bioldgicas entre IFN-B y IFN-a que ain no han sido estudiadas

Debido a la amplia gama de efectos mediados por IFN-I, existen mdltiples

mecanismos encargados de mantener la homeostasis y que regulan su respuesta (tanto en

intensidad como en duracion) a distintos niveles: de trafico celular, transcripcional,

traduccional, postraduccional y epigenético (Hertzog & Williams, 2013). Dentro de las

mas caracterizadas se incluyen la disminucion de la expresion en la superficie celular de

IFNAR, la induccion de reguladores negativos y la induccion de micro ARN que modulan

distintos componentes de las vias de sefializacion (Porritt & Hertzog, 2015). Varios

reportes recientes han ampliado nuestra comprension de coémo se regula la produccion de
IFN-I (cuadro 2) (Ivashkiv & Donlin, 2014).

Cuadro 2. Nuevas conceptos clave sobre la produccion de IFN-I.

Los niveles basales de IFN-I en condiciones fisioldgicas son mantenidos/calibrados por la
microbiota comensal.

La expresion basal de IFN-B mantiene la “tonicidad” de la sefializacién en IFNAR
favoreciendo una rapida respuesta antimicrobiana de las células del sistema inmune.
IFN-1 puede ser inducido por factores y citocinas del huésped tales como el TNF-a (via
IRF1 en lugar de IRF3 o IRF7), M-CSF (macrophage colony stimulating factor) y
RANKL (receptor activator of NF-«B ligand).

IFN-¢ es expresado constitutivamente por el epitelio del tracto reproductivo femenino, y
su expresion esta regulada por las hormonas sexuales.

GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) regula negativamente la produccion IFN-.

HDACS3 (Histone deacetylase 3) es importante para la expresion IFN-p, soportando el rol
de la remodelacion de la cromatina y los mecanismos epigenéticos en la produccion de
IFN-I.

PTPN22 (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 22) que esta vinculada a la
autoinmunidad, se asocia con TRAF3 para aumentar la produccion de IFN-I inducida por
TLR.

mecanismos post-transcripcionales regulan la produccion de IFN-I. Los transcriptos ifna
y ifnb contienen varios elementos reguladores de ARN, que confieren estabilidad o
inestabilidad dependiendo de los factores de unién a ARN que se asocien.

Adaptado de Ivashkiv & Donlin (2014).
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Los IFN tipo I han sido utilizados en terapias antitumorales con un éxito relativo
durante mas de 30 afios debido a la gran cantidad de efectos adversos (B. X. Wang, y col.,
2011). Sin embargo, el rol preciso de los IFN-I en la respuesta inmune natural contra el
cancer s6lo ha empezado a ser comprendido en la ultima década (Zitvogel y col., 2015).
Hoy en dia se conoce que las funciones de los IFN tipo | dependen mucho de su
concentracion. Asi, altos niveles de IFN-I utilizados en terapias antitumorales pueden
inducir distintas poblaciones celulares con funciones inmunoreguladoras (Mcnab y col.,
2015; Trinchieri, 2010). Por el contrario, niveles fisiologicos de IFN-B enddgeno, tienen
un importante rol en lainmunovigilanciay en el control del desarrollo tumoral: los ratones
deficientes en la sefializacion por IFN-1 presentan una mayor susceptibilidad al desarrollo
tumoral, favoreciendo la generacion de TAM proangiogénicos (U’Ren y col., 2009).
Ademas, se ha demostrado que el IFN-B endogeno inhibe la expresion de CXCR2/4,
limitando el reclutamiento de neutrofilos al sitio del tumor (TAN), reduciendo la
secrecion de metaloproteinasas y VEGF, neutralizando asi el efecto proangiogénico de
los TAN y la formacion de un nicho premetastasico (Jablonska y col., 2014; Jablonska y
col., 2010).

Los IFN-I contribuyen tanto a la maduracion como a la diferenciacion de las CD
(Trinchieri G, 2010). La induccién de bajos niveles de IFN-I durante la estimulacion de
CD a través de PRR es esencial para una éptima produccién del heterodimero de IL-
12p70, clave en la induccidon de una respuesta Thl con capacidades antitumorales
(Gautier y col., 2005). Ademas, en 2011 dos trabajos claves demostraron el rol crucial de
los IFN-I en inducir el “priming” de LiT CDS especificos contra antigenos tumorales

(Diamond y col., 2011; Fuertes y col., 2011).

Aunque se sabe que los bajos niveles de IFN-I enddgeno tienen claros efectos
antitumorales, s6lo recientemente se comenzd a vislumbrar cémo se estimula la
produccién de IFN, qué células lo producen, cuales son sus células blanco y cuél es la

importancia relativa en el complejo milieu de citocinas antitumorales.

INTRODUCCION AL MODELO EXPERIMENTAL

Los ligandos de TLR3 han sido usados empiricamente en distintos ensayos
preclinicos y clinicos de inmunoterapia por varias décadas (Nicodemus & Berek, 2010).
Poli A:U demostro ejercer efectos inmunoestimuladores in vivo tan temprano como en

1967; aunque no fue reconocido como agonista de TLR3 sino hasta el 2007, cuando poli
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A:U fue reportado capaz de estimular CD mieloides para producir 1L-12 (T. Sugiyama y
col., 2007). Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares que operan en estos

escenarios terapéuticos solo recientemente han comenzado a entenderse.

Resultados previos de nuestro grupo demostraron que la estimulacion in vitro de
lineas tumorales murinas con LPS o poli A:U por 24 hs, y posterior inoculacion en cepas
de ratones singénicas, disminuye el crecimiento tumoral in vivo en ratones wt , TLR47"y
TLR3” pero no en ratones IFNAR1" (Gatti y col., 2013; Nufez y col., 2012). Estos
resultados indicaron que LPS y poli A:U son adyuvantes efectivos capaces de actuar
directamente sobre el TLR presente en la propia célula tumoral e inducir la produccion
de IFN-1, y que éste actuaria sobre el receptor IFNAR en células del huésped para producir

una respuesta adaptativa antitumoral.

También se demostro que lineas tumorales humanas responden a la estimulacién
con ARNdc, produciendo niveles detectables de IFN-B, capaces de activar STATI,
mejorando la expresion de CXCL10, CD40, y CD86 en CD derivadas de monocitos
humanos, y por consiguiente promover la produccion de IFN-y en cultivos alogénicos de
LiT (Gatti y col., 2013).

Ademas, cuando se realiz6 el tratamiento i.t. de poli A:U acomplejado a
polietilenimina (PEI, un compuesto policationico que favorece la internalizacion de AN
sin presentar toxicidad) en ratones TLR3” portadores de tumores B16 (en un contexto
donde poli A:U s6lo puede ser reconocido por el TLR3 presente en las células tumorales),
hubo un moderado y transitorio control del crecimiento tumoral (Gatti y col., 2013)
(Figura 1.6). Estos resultados pusieron en evidencia que en este modelo terapéutico, la
activacion de TLR3 presente en las células del huésped también estaria implicada en la
inhibicion del crecimiento, posiblemente contribuyendo en la produccién enddgena de
IFN-I.

Si bien la mayoria de los esquemas experimentales detallados previamente fueron
disefiados con la idea de activar los TLR presentes sobre las células tumorales, sélo
recientemente se ha comenzado a investigar sobre la contribucion particular que células
del sistema inmune y las propias células tumorales, pudieran estar efectuando

separadamente.
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Figura 1.6. La estimulacién local de TLR3 presente en la célula tumoral produce una
inhibicidén del crecimiento tumoral. PEI o PEI/PAU fue inyectado en el sitio del tumor 5 veces
cada 2 dias (flechas) en ratones C57BL/6 wt y TLR3” portadores de tumores B16. Los resultados
son representativos de dos experimentos independientes (media £ SEM) *p<0,05. Imagen
extraida de la tesis doctoral de Nicolas G. Nufiez.

En la presente tesis, quisimos extender nuestros datos referidos a la capacidad de
anélogos de ARNdc de generar IFN-B enddgeno in vivo, focalizdndonos en lo que sucede
con el compartimiento de células del Sistema Inmune en un escenario terapéeutico, en el
cual se administra localmente poli A:U desnudo una vez que los tumores estan

establecidos.
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OBJETIVO GENERAL Y CONSTRUCCION DE LA HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestro grupo de trabajo tiene como objetivo general estudiar el rol que cumplen
los TLR en el microambiente tumoral, con la idea de generar conocimiento relacionado
al rol dual que estos receptores pudieran estar cumpliendo segln sean activados de forma
cronica por ligandos enddgenos o en forma aguda como blancos terapéuticos.

Resultados previos del grupo (Andreani y col., 2007; Nuriez y col., 2012; Gatti y
col., 2013) indican que la célula tumoral frente a la estimulacion in vitro con agonistas
sintéticos, tales como LPS (agonista de TLR4), poli I:C y poli A:U (ambos agonistas de
TLR3), puede contribuir positivamente en momentos iniciales de implantacion del tumor,
modificando el perfil de citocinas producidas, alterando el estado de maduracion de las

CD presentes en el sitio y mejorando la respuesta inmune antitumoral.

En dichos trabajos previos se demostrd que el IFN-B enddgeno, presente en niveles
fisioldgicos, tiene un rol importante en la inmunovigilancia y en el control del desarrollo
tumoral. Nuestra hipotesis es que el tratamiento intratumoral con analogos de ARNdc

podria generar mayores niveles de IFN-f endogeno in vivo.

En la presente tesis, quisimos extender los conocimientos referidos a la capacidad
de estos analogos de ARNdc de generar IFN-f enddgeno, focalizandonos en lo que sucede
en un escenario terapéutico, en el cual se administra poli A:U una vez que los tumores
estan establecidos. Por lo tanto, el objetivo general de la presente tesis fue: “Generar
modelos preclinicos de terapia antitumoral administrando agonistas de receptores

tipo Toll 3”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En la primera parte de este trabajo de tesis hemos estudiado como responden
distintos modelos tumorales murinos al tratamiento intratumoral con poli A:U desnudo.

Esto fue llevado a cabo mediante la realizacion del siguiente objetivo especifico:

Objetivo Especifico I: Evaluar el efecto de administrar intratumoralmente poli

A:U desnudo sobre el crecimiento y la sobrevida en modelos experimentales de cancer.

Asimismo en una segunda parte, hemos estudiado la contribucion particular que las
células del sistema inmune ejercen en nuestro modelo experimental. Para ello,

desarrollamos el siguiente objetivo especifico:
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Obijetivo Especifico I1: Analizar el rol de las células del sistema inmune en el

modelo terapéutico de administracion intratumoral de poli A:U.

En nuestro modelo, quisimos indagar mas profundamente si la sefializacion de los
IFN tipo I era crucial para el efecto observado. En este sentido, también quisimos conocer
las fuentes de IFN tipo I en el huésped y mediante qué via se producian. Por ello, nos

propusimos los siguientes objetivos especificos:

Objetivo Especifico Il1: Investigar las poblaciones celulares responsables de la

generacion de IFN-B endogeno necesario para inducir una respuesta inmune antitumoral.

Objetivo Especifico 111.1: Explorar los mecanismos moleculares que conducen a

la induccion de IFN- en respuesta al tratamiento con poli A:U.

Objetivo Especifico I11.11: Analizar el rol de la sefializacion de IFN tipo | sobre

las células del huésped en el control del desarrollo tumoral en modelos preclinicos de
administracion intratumoral de poli A:U.

Por ultimo, quisimos analizar si la terapia combinada de Poli A:U y
quimioterapéuticos convencionales permitia disminuir la dosis de estos ultimos,
manteniendo la eficacia del tratamiento y disminuyendo sus efectos adversos. Para ello

nos propusimos el siguiente objetivo especifico:

Objetivo Especifico IV: Evaluar el efecto de administrar poli A:U desnudo

intratumoral en terapia combinada con antineoplasicos tradicionales como modelo

terapéutico alternativo.
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PARTE |: DESARROLLO DE MODELOS PRECLINICOS
DE ADMINISTRACION TERAPEUTICA ANTITUMORAL
UTILIZANDO AGONISTAS DE RECEPTORES TIPO
ToLL 3

OBJETIVO ESPECIFICO |: EVALUAR EL EFECTO DE
ADMINISTRAR INTRATUMORALMENTE POLI A:U DESNUDO

SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA SOBREVIDA EN MODELOS
EXPERIMENTALES DE CANCER.

David Andrés Nocera 50



Capitulo Il Resultados

GENERACION DEL MODELO PRECLINICO

Durante el desarrollo de la presente tesis, establecimos un modelo experimental
terapéutico de administracion intratumoral (i.t.) de poli A:U desnudo (es decir, sin ser
acomplejado a ninguna otra sustancia tales como liposomas, carrier, o nanoparticulas),
de manera tal de evitar otras variables que pudieran influenciar/complejizar el efecto del
tratamiento. Asimismo, nos motivd la premisa de poder direccionar la captacion del
ARNdc a células que tengan mayor capacidad endocitica (como células del Sistema
Inmune, en particular de linaje mieloide) respecto a las células tumorales. Por otro lado,
optamos por la administracion local del ligando de TLR3, con la idea de poder focalizar
nuestro estudio al sitio del tumor, reduciendo la posibilidad de tener efectos sistémicos
colaterales

Con el objetivo de establecer el modelo experimental, inicialmente empleamos
células de melanoma murino B16 y se inocularon 1x10° células subcutaneamente (s.c.)
en el flanco derecho trasero de ratones singénicos de la cepa C57BL/6 de entre 8 y 14
semanas de edad. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio palpable, alrededor del dia
10 post inoculacion (p.i.), éstos fueron medidos y los ratones se dividieron en dos grupos
de manera tal que los promedios del volumen tumoral en ambos grupos fueran
equivalentes antes de iniciar el tratamiento. Los ratones del grupo control, el cual se lo
denominé “PBS”, recibieron 4 inyecciones i.t. del vehiculo, espaciadas cada dos dias (200
pl de PBS c/dosis), mientras que el otro grupo de ratones fueron tratados con 4 dosis
espaciadas cada dos dias de 50 ug de poli A:U en 200 pul del vehiculo (grupo pAU).

El crecimiento tumoral fue monitoreado dia de por medio, junto con la sobrevida

de los ratones en ambos grupos experimentales (tal cual lo detalla la Figura II1.1).
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1x105 B16 s.c.

P

Seguimiento deltumory la sobrevida de ratones tratados
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II. 50 pg pAU/250pl de PBS i.t. (B16+pAU) 'T -

Figura I11.1. Disefio experimental. Ratones C57BL/6 inyectados con 1x10° células B16 en
250 ul de PBS, fueron tratados i.t. con 4 dosis (cada dos dias) de 50 g de poli A:U en 200 pl
de PBS (grupo pAU) o 200 ul de PBS (grupo PBS) (n= 10 /grupo) tras la aparicion del tumor
(dia 10 p.i., volumen tumoral > 18 mm?®). El crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado
dia de por medio. Para estudios posteriores, los ratones fueron sacrificados a distintos tiempos
habiendo recibido 2, 3 0 4 dosis de tratamiento (dias 13, 15 y 17 p.i., respectivamente) y se
recuperaron distintos 6rganos de interés como bazo, ganglio linfaticos inguinales (GD y GND)
y tumor.

A medida que fueron administradas las sucesivas dosis de poli A:U, observamos
una disminucion del volumen tumoral respecto al grupo control, que fue estadisticamente
significativa a partir del dia 16 p.i. (luego de completado el esquema de 4 dosis) y se hizo
mas marcada en los dias posteriores (Figura I11.2-A).

Estas diferencias también pudieron corroborarse a simple vista o incluso al medir
el peso de los tumores al dia 20 p.i. (Figura II1.3). Cabe destacar que si bien en algin caso
aislado observamos regresion del tumor (o remision), en términos generales siempre
observamos un retardo o disminucidn en la cinética de crecimiento tumoral (Figura I11.3).

Asimismo, al realizar el seguimiento en el tiempo de ambos grupos observamos que
el tratamiento con poli A:U prolongé significativamente la sobrevida de los ratones
tratados respecto al grupo PBS; la mediana de sobrevida indic6 que mientras el 50 % de
los ratones del grupo PBS sobrevivieron hasta el dia 23 p.i., aquellos del grupo pAU
sobrevivieron hasta el dia 34 p.i. (Figura II1.2-B). Incluso, mientras que la totalidad de
los ratones del grupo PBS murieron al dia 28 p.i., el 100 % de los ratones del grupo pAU
murieron al dia 53 p.i. Dicho de otra forma, el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo

aumenta significativamente la mediana de vida de los ratones en un 47,8 %.
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Figura I11.2. EI tratamiento i.t. de melanoma murino B16 con poli A:U retarda el
crecimiento tumoral y aumenta la sobrevida de los animales tratados. A) El crecimiento y
volumen tumoral fue monitoreado dia de por medio (n= 10 /grupo). ** p< 0,01; *** p< 0,001,
mediante ANOVA de dos vias. B) Curva de sobrevida de ratones C57BL/6 tratados seguin se
describe anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida para ambos grupos
PBS y pAU, dias 23 y 34 p.i.,, respectivamente (n= 10/grupo), las curvas difieren
significativamente entre si: p< 0,001, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox).

34

N
1

B16+PBS B16+pAU

Figura 111.3. Poli A:U retarda el crecimiento tumoral en ratones tratados. El panel
izquierdo muestra fotografias de 2 ratones C57BL/6 representativos de ambos grupos al dia 20
p.i. (de izquierda a derecha, PBS y pAU respectivamente). La linea punteada roja delimita el
area correspondiente al tumor. El grafico de barras muestra una disminucion significativa del
peso de tumores (mediaxSD) del grupo pAU respecto al grupo control, al dia 20 p.i. * p<0,05;
mediante test T (n=10/grupo).
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Todos los efectos observados anteriormente nos permitieron pensar que nuestro
disefio experimental podria resultar ser una posible estrategia terapéutica para el
tratamiento del cancer. Ahora bien, podria tratarse de un efecto particular sobre esta linea
celular, o para el tipo de cancer evaluado y que no fuera generalizable a otros tipos de

tumores.

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U EN OTROS MODELOS TUMORALES
SINGENICOS EN LA CEPA C57BL/6

Con el objetivo de evaluar si el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo era efectivo
en otros modelos murinos de cancer, inoculamos s.c. 5x10° células de la linea de
carcinoma de vejiga MB49. Debido a que ésta linea posee una cinética de crecimiento
mas lenta (comparada a la de melanoma B16), el tratamiento consistié en 6 dosis de poli
A:U o PBS administradas cada dos dias (a partir del dia 11 p.i.).

Tal como se observa en la Figura II1.4-A, el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo
retardo significativamente el crecimiento tumoral comparado al tratamiento control luego
de 5 dosis, manteniéndose estas diferencias atn al dia 29 p.i. Dicho efecto, también se vio
acompanado por un incremento significativo en la sobrevida de los animales del grupo
pAU respecto al grupo PBS, reflejado en la mediana de sobrevida (58,5 vs 49 dias,
respectivamente). Mas aun, mientras que solo el 11% de los animales del grupo PBS
sobrevivio al dia 61 p.i., el 43% de los ratones del grupo pAU seguia con vida (Figura
II1.4-B). En consecuencia, el tratamiento i.t. con poli A:U de tumores MB49 aument6 en
casi un 20% la mediana de vida de los ratones tratados.

Para confirmar nuestra hipdtesis de que la disminucién tumoral observada fuese
generalizable a otros modelos de tumores solidos, inoculamos s.c. 1x10° células de la
linea murina de linfoma E.G7ova.

El andlisis de las curvas de volumen tumoral indic6 un retardo en el crecimiento en
el grupo pAU vs PBS, que fue gradualmente significativo a partir del dia 20 p.i. (una vez
completado el esquema de las 4 dosis) hasta el dia 28 p.i. inclusive (Figura I11.4-C).

Ademads, estos cambios también se vieron reflejados en un aumento
estadisticamente significativo en la sobrevida de los animales que recibieron poli A:U
respecto al grupo PBS, ya que el 50% de los animales sobrevivieron al dia 52 y 35 p.i.
respectivamente (Figura II1.4-D). Por lo tanto, en las condiciones anteriormente
ensayadas, poli A:U fue capaz de extender la mediana de vida de los ratones portadores

de tumores E.G70va en un 48,5 % (de forma similar a lo que ocurrié en el modelo B16).
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Figura I11.4. EIl tratamiento i.t. con poli A:U de tumores MB49 y E.G7ova retarda el
crecimiento tumoral y aumenta la sobrevida de los animales tratados. MB49: A) El
crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado dia de por medio (n= 9/grupo). ** p< 0,01;
*** p< 0,001, mediante ANOVA de dos vias. B) Curva de sobrevida de ratones C57BL/6
tratados segun se describe anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida de
los grupos PBS y pAU, dias 49 y 58,5 p.i., respectivamente (n= 9/grupo). Las curvas difieren
significativamente entre si: p< 0,05, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox). E.G7ova: C) El
crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado dia de por medio (n= 9/grupo). * p< 0,05; **
p< 0,01; *** p< 0,001, mediante ANOVA de dos vias. D) Curva de sobrevida de ratones
C57BL/6 tratados segun se describe anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de
sobrevida de los grupos PBS y pAU, dias 35y 52 p.i., respectivamente (n=9/grupo), las curvas
difieren significativamente entre si: p< 0,001, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox).
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U EN MODELOS TUMORALES EN LA CEPA
BALB/c

Teniendo en cuenta que, los 3 modelos anteriormente descriptos son desarrollados
en la cepa C57BL/6 (asociado prototipicamente hacia un perfil de respuesta Th1) (Jones
y col., 2013), podria suceder que el efecto de poli A:U estuviese favorecido por dicha
cepa y que dichas conclusiones no fuesen trasladables a modelos tumorales en otro
background genético como el BALB/c (asociado mas hacia un perfil de respuesta Th2)
(Oliveira y col., 2014). Para responder a este interrogante, decidimos evaluar nuestro
disefio experimental en dos modelos murinos que utilizan las lineas celulares de
carcinoma de mama 4T1 (s.c. 1x10° células) y la de adenocarcinoma de colon CT26 (s.c.
1x10% células), ambas singénicas al background genético BALB/c.

El andlisis de las curvas de crecimiento tumoral en el modelo 4T1 mostré que el
grupo pAU presentaba un marcado retardo en el volumen tumoral luego de una unica
dosis (dia 26 p.i.), y dicha significancia se mantuvo (e incluso se exacerbd) completado
el tratamiento (Figura II1.5-A).

Por otro lado, los resultados obtenidos al monitorear la sobrevida mostraron que si
bien las curvas no difirieron significativamente entre si, se pudo observar una tendencia
favorable en los ratones tratados con poli A:U, ya que el 50% sobrevivio al dia 53 p.i.
mientras que ningln raton del grupo PBS sobrevivio al mismo dia. En este sentido, el
tratamiento con pAU incremento6 en un 11,9% la mediana de vida de los ratones tratados

(Figura II1.5-B).

Cuando evaluamos el volumen tumoral en el modelo CT26, si bien el efecto de
disminucién o retardo del crecimiento del tumor en el grupo pAU fue mucho menos
evidente (comparado al modelo 4T1), pudimos observar una disminucion significativa a
los 16 dias (una vez completado el esquema de las 4 dosis) y 24 dias p.i. (Figura I11.6-A).
Por el contrario, el analisis de las curvas de sobrevida no arroj6 diferencias significativas
entre ambos grupos, con una mediana de sobrevida para el grupo PBS y pAU de 34 y 42
p.i. respectivamente. Aunque cabe destacar que el tratamiento con poli A:U increment6

la mediana de vida en un 23,5% (Figura II1.6-B).

Estos resultados sugieren que el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo es capaz de
promover una disminucion significativa en el volumen tumoral en al menos dos modelos
de cancer en el background genético BALB/c, aunque con distinta efectividad. También

demostramos que si bien no hubo cambios estadisticamente significativos en la sobrevida
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Figura I11.5. EIl tratamiento i.t. con poli A:U de tumores 4T1 retarda el crecimiento
tumoral pero no afecta la sobrevida de los animales tratados. A) El crecimiento y volumen
tumoral fue monitoreado dia de por medio (n= 8/grupo). ** p< 0,01; *** p< 0,001, mediante
ANOVA de dos vias. B) Curva de sobrevida de ratones BALB/c tratados segln se describe
anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida de los grupos PBS y pAU,
dias 43 y 51 p.i., respectivamente (n= 8/grupo), p=ns, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox).
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Figura I11.6. EIl tratamiento i.t. con poli A:U de tumores CT26 retarda el crecimiento
tumoral pero no afecta la sobrevida de los animales tratados. A) El crecimiento y volumen
tumoral fue monitoreado dia de por medio (n= 8/grupo). * p< 0,05; ** p< 0,01; mediante
ANOVA de dos vias. B) Curva de sobrevida de ratones BALB/c tratados segun se describe
anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida de los grupos PBS y pAU,
dias 34 y 42 p.i., respectivamente (n= 8/grupo), p=ns, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox).
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de los ratones tratados, la tendencia al aumento de éste parametro se mantuvo en ambos
modelos (la mediana de sobrevida se increment6 en 8 dias comparando los grupos pAU

vs PBS).

Resumiendo los resultados de esta primera parte, estamos en condiciones de afirmar
que pudimos establecer un modelo preclinico de tratamiento intratumoral con un ligando
de TLR3, y que éste fue efectivo tanto para reducir el crecimiento tumoral como para

prolongar la sobrevida de los ratones tratados.

Por lo tanto podemos concluir que en las condiciones ensayadas, el efecto
observado luego del tratamiento con poli A:U, fue reproducible en distintos modelos
murinos de cancer, lo que podria constituir las bases para una terapia alternativa

antitumoral.
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CONCLUSIONES PARTE |

1. El tratamiento intratumoral con poli A:U desnudo retarda el crecimiento tumoral y
aumenta la sobrevida de los ratones tratados en los modelos de cancer murinos B16,
MB49 y EG7ova en la cepa C57BL/6.

2. Eltratamiento intratumoral con poli A:U desnudo retarda el crecimiento tumoral pero
no aumenta la sobrevida de los ratones tratados en los modelos de cancer murinos
CT26 y 4T1en la cepa BALB/c.

3. El tratamiento intratumoral con poli A:U desnudo constituye una terapia efectiva y

reproducible en distintos modelos de cancer murinos.
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PARTE |l: CARACTERIZACION DEL ROL QUE
CUMPLEN LAS CELULAS DEL SISTEMA INMUNE EN EL

MODELO PRECLINICO ESTABLECIDO

OBJETIVO ESPECIFICO Il: ANALIZAR EL ROL DE LAS CELULAS
DEL SISTEMA INMUNE EN EL MODELO TERAPEUTICO DE
ADMINISTRACION INTRATUMORAL DE POLI A:U.
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ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U EN RATONES ATIMICOS NUDE

Se ha reportado en distintos modelos que la estimulacién via TLR3 puede inducir
la apoptosis de células tumorales a través de la via caspasa 8 (Gambara y col., 2015; X.
Zhao y col., 2012; Estornes y col., 2012). Por lo tanto, el efecto de disminucion en el
crecimiento tumoral observado en nuestro modelo podria deberse a una menor
proliferacion o a una mayor induccion de la apoptosis de las células tumorales inducida
por poli A:U (Salaun y col., 2006). Por otro lado, resultados previos del grupo indicaban
que la estimulacion in vitro con poli A:U acomplejado a PEI, no afectd el balance

apoptosis/proliferacion de las células tratadas respecto a las control (Gatti y col., 2013).

Para poder corroborar si el tratamiento in vivo podria estar alterando dicho balance,
evaluamos nuestro modelo en ratones atimicos nude, los cuales poseen una mutacion
espontanea en el gen foxnl que se asocia a una distrofia timica, por lo tanto carecen de
Linfocitos T y NKT (Anderson y col., 2015; Nehls y col., 1994). Estos ratones han sido
ampliamente empleados para el estudio de las caracteristicas de distintos modelos
tumorales en diferentes especies, incluyendo modelos xenogréaficos con lineas tumorales
humanas, ya que no poseen rechazo espontaneo (Qin y col., 1998; De Cesare y col.,
2008;Vincent y col., 2010).

Empleando nuestro modelo preclinico establecido, inyectamos células B16 en estos
ratones y procedimos a realizar el tratamiento tal cual se describi6 en la primera parte del
presente capitulo. De esta manera, si no hubiese participacion alguna de los linfocitos T
y/o NKT, y poli A:U afectara el balance apoptosis/proliferacion de las células tumorales,
entonces se deberian observar diferencias significativas en el crecimiento tumoral de
aquellos ratones del grupo pAU respecto a los del grupo PBS. Por el contrario, si el
compartimiento de linfocitos T o NKT estuvieran involucrados en la disminucién del
crecimiento tumoral observada, no se deberian obtener diferencias significativas en el

volumen tumoral de los ratones nude entre ambos grupos.

Como se muestra en la Figura I11.7, no se observaron diferencias significativas tanto
en el volumen tumoral como en la sobrevida entre ambos grupos. Esto nos permitio
descartar por un lado, que el tratamiento con pAU generase alteraciones en el balance
proliferacion/apoptosis de las células B16 (efecto directo sobre la propia célula tumoral),
y por otro lado, nos permitié asumir que las poblaciones de células T/NKT se encontraban
de alguna manera participando en la disminucion del volumen tumoral observada en

nuestro modelo experimental.
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Figura I11.7. El tratamiento i.t. con pAU es dependiente del compartimiento de Linfocitos
T/NKT. A) Ratones nude inyectados con 1x10° células B16, a partir del dia 11 p.i., fueron
tratados i.t. con 4 dosis (cada dos dias) de 50 pg de pAU en 200 pl de PBS (grupo pAU) o 200
ul de PBS (grupo PBS). El crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado dia de por medio
(n= 6/grupo). Se grafica promedio £+SEM, p=ns; mediante ANOVA de dos vias. B) Curva de
sobrevida de ratones nude tratados segln se describe anteriormente, entre paréntesis se indica
la mediana de sobrevida de los grupos PBS y pAU, dias 27,5 y 29 p.i., respectivamente (n=
6/grupo), p=ns, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox).

ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U EN RATONES DEFICIENTES EN
IL-12P40

La IL-12 es una de las principales citocinas secretadas por las CD una vez que se
activan y presentan antigenos a células T naive (no activadas), siendo crucial para la
induccion de IFN-y (Tel y col., 2014; Starbeck-Miller y col., 2014). Como ya se menciond
anteriormente en este trabajo, esta citocina esta conformada por dos subunidades,
conocidas como p35 y p40. A su vez, p40 es capaz de asociarse con otra subunidad, la
pl19, para formar asi la citocina IL-23. Tanto p19 como p35 tienen homologia con IL-6 y
G-CSF, siendo secretadas unicamente cuando se encuentran asociadas con la subunidad
p40 (Schroder y col., 2015; Langowski y col., 2006).

La participacion de IL-12 en orquestar la respuesta inmune contra los tumores ha
sido ampliamente reportada, y se le atribuye una funci6n antitumoral, basada

principalmente en la induccion de una respuesta citotoxica mediada por células T CD8+,
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NK o NKT, células que expresan los receptores para esta citocina (Starbeck-Miller y col.,
2014; Perrot y col., 2010; Biswas & Mantovani, 2010).

Considerando este efecto, y teniendo como hipdtesis que 1L-12 estaria involucrada
en la disminucién del volumen tumoral, decidimos evaluar el rol de esta citocina en
nuestro modelo in vivo, empleando ratones deficientes en 1L12p40 (1L12p407). Paraello,
inyectamos células de melanoma B16 en estos ratones y procedimos de igual manera que
en los ensayos anteriores.

Como se puede observar en la Figura 111.8-A, los resultados obtenidos mostraron
que ambos grupos experimentales tuvieron curvas similares de crecimiento tumoral, sin
diferencias significativas en el volumen tumoral, en contraposicion a lo que mostramos
previamente en ratones wt. En linea con estos resultados, el analisis de la sobrevida no
arrojo cambios significativos entre los tratamientos, teniendo medianas de sobrevida muy

similares: 29 y 31 dias p.i. para PBS y pAU respectivamente (Figura 111.8-B).
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Figura 111.8. El tratamiento i.t. con poli A:U es dependiente de la subunidad 1L12p40. A)
Ratones 1L12p407 inyectados con 1x10° células B16, a partir del dia 11 p.i. fueron tratados i.t.
con 4 dosis (cada dos dias) de 50 pg de pAU en 200 ul de PBS (grupo pAU) o 200 pl de PBS
(grupo PBS). El crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado dia de por medio (n= 6/grupo).
p=ns; mediante ANOVA de dos vias. B) Curva de sobrevida de ratones 1L12p407 tratados
segun se describe anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida de los
grupos PBS y pAU, dias 29 y 31 p.i., respectivamente (n= 6/grupo), p=ns, mediante Test Log-
rank (Mantel-Cox).

Por lo tanto, estos resultados indican que la subunidad 1L12p40 es crucial para la

disminucién del volumen tumoral y el aumento de la sobrevida de los ratones luego del
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tratamiento i.t. con poli A:U desnudo. Ademas, indirectamente, estos resultados nos
permitieron sugerir que tanto las CD, asi como otras poblaciones celulares productoras
de IL12 tales como los Mg, estarian involucradas en este fendmeno, ya que constituyen
la principal fuente de IL-12 (Tugues y col., 2014; Biswas & Mantovani, 2010; Turley y
col., 2010). Sin embargo, estos experimentos no permiten descartar la posible
participacion de IL-23, en base a lo reportado en la literatura donde se le atribuye un rol
protumoral, y a los resultados obtenidos previamente en nuestro grupo, nos inclinamos

hacia un rol preponderante de IL-12 (Andreani y col., 2007; Mantovani, 2014).

En base al conjunto de resultados obtenidos tanto en ratones atimicos nude como
en los 1L12p407 nos hizo plantear la hipotesis de que el sistema inmune en el
microambiente tumoral seria el responsable del retardo en el crecimiento del tumor

observado luego del tratamiento con poli A:U.

EFECTO DEL TRATAMIENTO I.T. CON POLI A:U EN CELULAS DEL SISTEMA INMUNE

En una primera instancia quisimos conocer si el tratamiento i.t. con poli A:U era
capaz de producir cambios en el infiltrado de las células del sistema inmune al sitio del
tumor. Para estudiar esto, empleamos el modelo B16 en ratones C57BL/6 y analizamos

el infiltrado leucocitario al dia 17 p.i., una vez completado el tratamiento.

Durante la ablacion de los tumores, se pudo observar a simple vista una marcada
diferencia en el tamafio de los ganglios inguinales de los ratones tratados con poli A:U;
ya que el ganglio que se encontraba adyacente al sitio de inoculacion del tumor (ganglio
drenante, GD) duplicaba en volumen al ganglio inguinal contralateral (ganglio no
drenante, GND). Por el contrario, este hallazgo, no fue observado en los ratones del grupo
PBS (Figura I11.9-A y -B). Asimismo, estas observaciones pudieron ser confirmadas

cuantitativamente mediante la medicion del peso de dichos érganos (Figura 111.9-C).

Dicho aumento podria deberse a que el tratamiento con poli A:U induciria una
inflamacidn local, asociada a un incremento en el reclutamiento de leucocitos al GD. Para
responder este interrogante, procedimos a cuantificar el nimero de células en ganglio,

tumor y bazo mediante el recuento en camara de Neubauer (Figura I11.10).
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Figura I11.9. El tratamiento i.t. con poli A:U produce un aumento en volumen y peso del
GD. A) Fotografia representativa de ratones que recibieron 4 dosis del tratamiento al dia 17
p.i. de ambos grupos experimentales (PBS y pAU, panel superior e inferior respectivamente).
Las flechas indican la ubicacion anatémica de los ganglios GD (izquierda) y GND (derecha).
B) Los ganglios inguinales de ratones de ambos grupos fueron cuidadosamente obtenidos
libres de tejido adiposo y posteriormente pesados en balanza granataria. C) El grafico de barras
muestra el peso en mg tanto de los ganglios GD y GND de ambos grupos (n=10/grupo). p=ns,
*** p< 0,001; mediante ANOVA de una via.

Mientras que en bazo, no hallamos diferencias significativas en el recuento celular
entre los grupos, tanto en GD como en leucocitos infiltrantes de tumor (TILSs) observamos
un marcado incremento en la celularidad en el grupo pAU respecto al PBS
(aproximadamente el doble). Del mismo modo, los nimeros absolutos en el recuento
celular indicaron diferencias significativas entre el GD y GND del grupo pAU, aunque
no vario entre el GD y GND del grupo PBS (Figura 111.10). Estos resultados sugeririan
que el tratamiento con poli A:U estaria aumentando de forma local la presencia de
leucocitos en GD, lo que se tradujo en un aumento tanto del volumen como del peso de

este tejido.
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Figura 111.10. El tratamiento con poli
A:U produce un aumento en la
celularidad en GD y tumor. Recuento
celular en cdmara de Neubauer de muestras
provenientes de bazo, GD, GND y tumor
aisladas segun se describe en Materiales y
Métodos al dia 17 p.i. (n=10/grupo) Las
barras representan la media +SD (N.A,,
nimeros absolutos), ** p< 0,01; *** p<
0,001, mediante ANOVA de una via.

celularidad N.A. (10°)

Bazo GD GnD Tumor

El andlisis por microscopia confocal de células CD45+ en cortes de tumores de
ambos grupos al dia 17 p.i. mostro que, los ratones que recibieron el tratamiento con poli
A:U, presentaron mayor infiltrado de celulas CD45+ (Figura I11.11-A). Asimismo, el
analisis por citometria de flujo de TILs confirmo estos resultados, ya que el grupo pAU
presentd un incremento significativo en el nimero de células CD45+ por gramo de tumor
comparado al grupo PBS (8,2 vs 4,0 x 10® TILs/g de tumor) (Figura 111.11-B). Por lo

tanto, el tratamiento i.t. con poli A:U aumentd el infiltrado leucocitario en tumor.
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Figura 111.11. El tratamiento con poli A:U produce un incremento en el nimero de
células CD45+ infiltrantes de tumor. A) Fotografias representativas de secciones de
tumores provenientes de ratones de ambos grupos, fueron marcadas con DAPI y anti-CD45-
Alexa546. B) Las suspensiones celulares provenientes de tumor fueron marcadas con anti-
CD45-APCcy7 y cuantificadas por citometria de flujo. Las barras representan la media +SD,
* p< 0,05; mediante test T.

Resumiendo, estos resultados sugieren que la estimulacion local con poli A:U,

generaria cambios en las sefiales del microambiente tumoral, que llevaria a un mayor
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reclutamiento de células del sistema inmune y el orquestado de la respuesta antitumoral

que en ultimo término llevaria a la reduccion del volumen tumoral.

ESTUDIO DEL EFECTO DE POLI A:U SOBRE LA PRODUCCION DE QUIMIOCINAS EX VIVO
Se sabe que las quimiocinas estan implicadas en la circulacién, el homing, la
retencion y activacion de las células inmunocompetentes. Aungue algunas de ellas son
conocidas por contribuir al crecimiento tumoral y la metéstasis, otras son responsables de
los cambios en el microambiente del tumor que conducen a la extensa infiltraciéon de
leucocitos, dando como resultado la erradicacion del tumor (Chow & Luster, 2014;
Caronni y col., 2015; Kitamura y col., 2015). Teniendo en cuenta sus propiedades
quimioatrayentes y activadoras, se ha sugerido un rol crucial para las quimiocinas en el
desarrollo de la fase efectora de la respuesta inmune antitumoral. Si bien existen
numerosas fuentes de quimiocinas en el seno del tumor, entre las cuales se encuentran las
propias células tumorales y el estroma, muchas de las quimiocinas son producidas por el
infiltrado leucocitario, principalmente por celulas de origen mieloide como Me,

neutrofilos y CD.

A continuacion, quisimos evaluar si poli A:U estaria produciendo cambios en el
perfil de quimiocinas producidas por células mieloides en el microambiente tumoral. Para
ello, se aislaron celulas CD45+CD11b+ por cell-sorting de un pool de 5 tumores PBS y
pAU al dia 17 p.i. Luego de la obtencion de los lisados, estos fueron empleados en un
Proteome Profiler Mouse Chemokine Array Kit que permite semicuantificar

simultdneamente hasta 25 quimiocinas (Figura 111.12).

En primer lugar, cuando se midid en las células mieloides sin estimulacion ex vivo,
solo pudimos detectar 5 quimiocinas: CCL2 y CXCL1 que se encontraban ligeramente
disminuidas en el grupo pAU (0,84 y 0,8 veces, respectivamente); por el contrario CCLS6,
CCL12 e IL-16 que se encontraban aumentadas con el tratamiento (1,5; 1,7 y 2,3 veces,

respectivamente).

Por otro lado, cuando se midié en células estimuladas ex vivo con LPS, detectamos
que 16 quimiocinas, aumentaban sus niveles en el grupo pAU respecto al grupo PBS.
Ademas de las 5 quimiocinas ya mencionadas anteriormente, podemos destacar: CCL11,
CCL22, CCL27, CXCL9, CXCL12 (que aumentaron mas de 10 veces) y CXCL11 (6,5

veces).
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Figura I11.12. Anélisis del perfil de quimiocinas luego del tratamiento con poli A:U. Panel
superior: Fotografias de las membranas donde se aprecia el microarreglo de quimiocinas
detectadas en las 4 condiciones ensayadas: células CD45+ CD11b+ aisladas por cell-sorting
provenientes de un pool de 5 tumores PBS y pAU al dia 17 p.i. sin estimulo, 0 24 hs de LPS
0,1 pg/ml ex vivo. Panel inferior: gréfico de barras con la correspondiente cuantificacion de
los datos obtenidos previamente, representados como veces de aumento respecto al grupo PBS
(linea punteada).

Todos estos resultados en conjunto nos permitieron concluir que el tratamiento
terapéutico con poli A:U, promueve la secrecion de un milieu de quimiocinas que en el
balance proporcionan un microambiente proinflamatorio, lo que podria promover el
reclutamiento de células efectoras, que por Gltimo llevarian a los efectos antitumorales
observados.

ANALISIS DEL IMPACTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U SOBRE LAS CELULAS
DENDRITICAS

Como consecuencia de lo observado en el crecimiento tumoral y la sobrevida en
ratones 1L12p407", resulté indispensable continuar analizando si poli A:U afectaa las CD
en nuestro modelo, ya que constituyen una fuente importante de IL-12.
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Se ha demostrado que las CD presentes en ganglios linfaticos de animales
portadores de tumor, presentan menor densidad e incluso tienen reducidos los niveles de
moléculas CMH-I11 en su membrana y de otras moléculas coestimulatorias como CD40,
CD80 y CD86 (Engelhardt y col., 2012). Ademas, se ha reportado la presencia de CD
infiltrando tumor en distintos modelos que, en general, poseen una reducida capacidad

para presentar antigenos (Boissonnas, 2013; Ataera y col., 2011; Stoitzner y col., 2008).

Teniendo estas bases y considerando la posibilidad de que en nuestro modelo luego
del tratamiento i.t. con poli A:U se produzcan cambios en las CD, estudiamos esta
poblacién en ganglio y tumor de ratones que habian recibido 3 dosis del tratamiento de
ambos grupos experimentales. Al dia de sacrificio (15 p.i.), se procedio a obtener células
mononucleares de las muestras de ganglio y tumor para analizar por citometria de flujo

la poblacion CD11c+.

Como se puede observar en la Figura I11.13-A, durante el tratamiento con poli A:U
observamos un marcado aumento en el porcentaje de células CD11c+ infiltrantes de
tumor que expresaban las moléculas CD40 y CD86 respecto al grupo PBS. Ademas,
observamos un aumento estadisticamente significativo de la intensidad de fluorescencia
media (IFM) de CD40 y CD86 expresadas en células CD11c+ infiltrantes de tumor (pero
no en GD) del grupo pAU (Figura I11.13-B). Estos resultados nos permitieron concluir
que las CD infiltrantes de tumor en los animales del grupo pAU, se encuentran mas
activadas o en un mayor estado de maduracion que las CD halladas en tumores del grupo
PBS.

Mas aun, cuando evaluamos las células CD45+CD11c+ productoras de IL-12
infiltrando tumor, observamos que hubo un aumento estadisticamente significativo tanto
en porcentajes como en IFM de CD IL12+ (Figura 111.13). Este hallazgo, nos permitio
concluir que efectivamente, el tratamiento con poli A:U indujo un incremento en la
expresion de IL-12 por parte de las CD infiltrantes de tumor, pero no de aquellas

residentes en GD.

Ademas, estos resultados sugeririan que poli A:U estaria direccionando la respuesta
inmune en el seno del tumor hacia un perfil Thl, tipo de respuesta requerida para un

eficiente control del crecimiento tumoral.
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Figura 111.13. Poli A:U aumenta la expresion de moléculas coestimulatorias e IL12 en
células CD45+ CD11c+ infiltrantes de tumor. A) Histogramas representativos del % de
células CD45+CD11c+ que expresan CD40, CD86 e IL12 en tumores del grupo PBS y pAU,
las células fueron estimuladas con PMA/iono (segln se detalla en Materiales y Métodos). Los
nameros indican media +SD, en negrita pAU B) Las barras representan la media +SD de la
intensidad de fluorescencia media (IFM), de células CD45+CD11c+ infiltrantes de tumor
(TILS) y en GD. * p< 0,05; ** p< 0,01; mediante test T (n=6/grupo; dia 15 p.i.).

ESTUDIO DE LOS LINFOCITOS T INFILTRANTES DE TUMOR

Debido a la importancia de los linfocitos T en la respuesta inmune antitumoral
(Pentcheva-Hoang y col., 2014; Tosolini y col., 2011), junto con el hecho de que una
mayor proporcion de células T se asocia con un mejor pronostico en pacientes con cancer
(Goc y col., 2014; Bald y col., 2014), quisimos estudiar qué ocurria con esta poblacion
en nuestro modelo.

Retomando nuestros resultados obtenidos en ratones atimicos nude, que indicaban
la participacion del compartimiento T en la disminucion del volumen tumoral, evaluamos
los porcentajes de células T CD4+ y CD8+ infiltrantes de tumor al dia 15 p.i., en ratones
de ambos grupos.

Como se puede observar en la Figura I11.14-A, el tratamiento con poli A:U modificd
sustancialmente la relacion de TILs CD45+CD11c- CD4+ vs CD8+ (aproximadamente
1:3), con respecto a lo que ocurrid en el grupo PBS (cercana a 1:1) (p<0,05).

Se ha descripto que la molécula Ly6C aumenta en linfocitos T CD8 tras la
activacion via TCR mediada por IL-2 y con la produccion de IFN-y. También se ha

reportado como molécula de adhesion clave para que el LiT CD8 ejerza la respuesta
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citotoxica mediada por LiT (CTL) sobre la célula blanco (Kaiser y col., 2013; Hanninen,
y col., 2011; Jaakkola, y col., 2003). Teniendo en cuenta estos datos aportados por la
literatura, quisimos analizar la expresion de la molécula Ly6C en células T CD8+
infiltrantes de tumor y en GD. Los resultados graficados en la Figura 111.14-B mostraron
un aumento significativo en la poblacion CD8+ Ly6C+ en TILs de tumores que recibieron
poli A:U (80 %) respecto al grupo PBS (57 %). Por otro lado, el analisis de esta poblacion
en GD no arrojo diferencias entre los tratamientos PBS y pAU (54,4 vs 57,5%,

respectivamente).
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Figura I11.14. Poli A:U modifica el infiltrado de LiT en tumor. A) Graficos dot plot
representativos del % de células CD4 y CD8 dentro del gate CD45+CD11c- en tumores del
grupo PBS y pAU. Los nimeros indican media £SD. B) Las barras representan la media £SD
de los porcentajes de células CD8+ Ly6C+ infiltrantes de tumor (TILS) y en GD. ** p< 0,01;
mediante test T (n=6/grupo; dia 15 p.i.).

En conclusion, el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo fue capaz de aumentar el
infiltrado de LiT a tumor, modificando a su vez la relacion CD4/CD8 debido a un
aumento de células T CD8+ y promoviendo por ultimo un aumento en la expresién de

Ly6C por parte de las células T citotoxicas, lo que favoreceria su accion citotdxica.

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U SOBRE CELULAS T REGULADORAS

Dentro de las poblaciones celulares que participan en los mecanismos de escape
tumoral, favoreciendo la evasion del sistema inmune del huésped, se encuentran las
celulas Treg, tipicamente definidas como CD4+CD25+ (Jenabian y col., 2013;
Mougiakakos, y col., 2010; Nishikawa & Sakaguchi, 2010). Se ha reportado que las Treg
se acumulan en los tejidos tumorales y aumentan en circulacion sanguinea de pacientes
con céancer (Whiteside, 2014; Nishikawa & Sakaguchi, 2010; Strauss y col., 2007). A su

vez, se ha demostrado que el factor de transcripcion forkhead box P3 (Foxp3) resulta
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fundamental para su diferenciacion y mantenimiento de la funcién supresora a través de
mecanismos de regulacion epigenética (Morikawa y col., 2014; Miyao y col., 2012). Las
Treg pueden suprimir la respuesta inmune antitumoral mediante la liberacion de
moléculas inmunosupresoras solubles como TGF-B, granzimas, galectina-1, adenosina,
prostaglandina (PGE2) o la enzima IDO (Indolamina Dioxigenasa). Ademas, también
emplean mecanismos de supresion dependiente del contacto célula-célula que incluyen la
expresion de CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4), PD-L1
(Programmed Death-Ligand 1), LAG-3 (Lymphocyte-Activation Gene 3), NRP1
(Neuropilin 1), TIGIT (T cell immunoreceptor with 1g and ITIM domains) y CD39 / 73
(Halvorsen y col., 2014; Kurtulus y col., 2014; Sawant & Vignali, 2014).

Para analizar lo que ocurria con las células Treg en nuestro modelo, generamos
tumores B16 en ratones reporteros Foxp3EC¢F que coexpresan la proteina fluorescente
verde (EGFP) y el factor de transcripcion Foxp3 bajo el mismo promotor. El desarrollo
tumoral en estos ratones fue normal, comparado a la cinética de crecimiento tumoral en
ratones C57BL/6, y el tratamiento i.t. con poli A:U también redujo significativamente el
peso del tumor, tal como se observa en la Figura 111.15-B.

Hallamos una disminucion estadisticamente significativa en el nimero de células T
CD4+ Foxp3+ por millon de TILs presentes en tumores tratados con 4 dosis de poli A:U
en comparacion con los no tratados (5 veces menos) (dia 17 p.i.). Por el contrario, el
analisis de dicha poblacion en GD de ambos grupos mostré niveles similares de células
Treg (Figura I11.15-A).

Del mismo modo, cuando evaluamos las células que expresaban FoxP3+ dentro de
la poblacion de linfocitos T CD4+CD25+, observamos una disminucion significativa
tanto en porcentaje como en IFM en TILs aislados de tumores pAU respecto a PBS
(Figura I11.16-A y B). Es decir que poli A:U no solo disminuyé el nimero de células Treg
infiltrantes de tumor sino que también disminuyo los niveles de expresion de Foxp3
(Figura 111.16-B).

En contraste, cuando analizamos estos parametros en GD de ratones de ambos
grupos no encontramos diferencias significativas entre si; aungue cabe destacar que tanto
los porcentajes como las IFM de células Foxp3 dentro de los LiT CD4+CD25+ se

encontré disminuida en GD respecto a tumor en ambos grupos (Figura 111.16-B).
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Figura I11.15. El tratamiento i.t. con poli A:U disminuye el nimero de células Treg en
tumor. A) Graficos de dispersion de puntos del nimero de células Foxp3GFP+ (gate en
CD45+CD4+) en tumores y GD del grupo PBS y pAU. B) Las barras representan la media
+SEM del peso del tumor al dia del sacrificio. * p< 0,05; *** p< 0,001; mediante test T
(n=7/grupo; dia 17 p.i.).
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Figura 111.16. El tratamiento i.t. con poli A:U disminuye el nimero de células Treg LAP+
en tumor. A) Gréficos density plot representativos de TILs aislados de ambos grupos (gate en
CD45+). Los valores indicados representan la media +SEM. B) Los gréficos de barra
representan la media £SEM del % (izquierda) e IFM (derecha) de células FOXP3+ (gate en
CD45+CD4+CD25+) en TILs y GD. C) Las barras representan la media £SEM del % (arriba)
e IFM (abajo) de células LAP+ (gate en CD45+CD4+CD25+FOXP3+) en TILs aislados de
tumores de ambos grupos. * p< 0,05; ** p< 0,01; mediante test T (n=6/grupo; dia 17 p.i.).
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Por ultimo, quisimos analizar la proporcion de células Treg que expresaban la
molécula LAP (del inglés, Latency-Associated Peptide), componente del propéptido
bioldgicamente inactivo LAP/TGF-B1. Este heterodimero es expresado transitoriamente
en la membrana plasmaética de células productoras de TGF-p, previo a la liberacién del
homodimero biolégicamente activo TGF-B, citocina ampliamente descripta como
inmunomoduladora negativa de la respuesta antitumoral (Zhu y col., 2015; Mittal y col.,
2014; Pickup y col., 2013; Oida & Weiner, 2010).

Como se puede observar en la Figura [111.16-C, las células
CD45+CD4+CD25+Foxp3+ recuperadas de tumores tratados con poli A:U, expresaron
niveles significativamente disminuidos tanto en porcentaje como en IFM del marcador

LAP, respecto al grupo PBS.

Por lo tanto, estos resultados nos permitieron concluir que, el tratamiento i.t. con
poli A:U, disminuye la presencia de células Treg en tumor y a su vez, estas células
expresan menores niveles de Foxp3 y secretan menos TGF-B, que en conjunto
propiciarian un balance en el microambiente tumoral menos supresor, que favoreceria a
la rama efectora de la respuesta inmune antitumoral.

ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U SOBRE LA RESPUESTA ANTI
TUMORAL ANTIGENO ESPECIFICA

Los resultados previamente descritos en la presente tesis, mostraban que el
tratamiento con poli A:U favorece fundamentalmente el infiltrado de células T CD8+ al
tumor, aunque en las condiciones ensayadas no nos permitieron determinar si esos LiT
eran capaces de reconocer antigenos tumorales, es decir, si eran especificos contra el

tumor.

En nuestro laboratorio contamos con una linea de melanoma murino B16, que
permite el estudio de la respuesta antitumoral antigeno especifica, ya que expresa
ovoalbumina (OVA) como antigeno tumoral (Bl6ova). Asimismo, disponemos de
ratones transgénicos OTl y OTII, que expresan TCRs especificos para péptidos de OVA
expresados en el contexto del CMH clase 1 y 11 respectivamente. Por lo tanto, empleando
estas herramientas quisimos analizar si la administracion terapéutica de poli A:U, podria

mejorar la respuesta inmune especifica contra OVA (Figura I11.17).
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Figura 111.17. Esquema experimental empleado para estudiar el efecto del tratamiento
i.t. con poli A:U sobre la respuesta antigeno especifica. Tumores inducidos B16 o0 B16ova
fueron tratados con PBS o poli A:U, y luego de la segunda dosis (12 p.i.): los ratones
recibieron via i.v. células OTI marcadas con CFSE, las cuales fueron recuperadas 3 dias
después a partir de ganglios y tumor (ensayo de proliferacion in vivo). En otro set de
experimentos los animales recibieron células OT1 u OTII via i.v, las cuales fueron recuperadas
6 dias después de GD y tumor, y se re estimularon con PMA/iono (ensayo de funcionalidad
ex vivo), para luego ser marcadas y analizadas por citometria de flujo.

Dado que habiamos observado que el tratamiento i.t. con poli A:U mejora el estado
de maduracién de CD y su capacidad de producir IL-12, en una primera instancia
quisimos conocer si esto redundaba en una mejor activacion de células T especificas
contra OVA. Para ello, decidimos evaluar in vivo la proliferacion antigeno especifica de
células OTI.

Con este fin, se indujeron tumores B16ova, y B16 (como control de proliferacion
basal), en ratones singénicos y una vez que los tumores se hicieron palpables, empezamos
con el tratamiento. Al cabo de la segunda dosis (dia 12 p.i.), se transfirieron
adoptivamente por via endovenosa células T CD8+ esplénicas obtenidas por cell-sorting,
de ratones OTI que fueron marcadas con CFSE. Luego de tres dias (dia 15 p.i.),

procedimos a la recuperacion de las células transferidas en ganglio y tumor.

Como se muestra en la Figura 111.18-A, las células OTI+CFSE+ recuperadas de los
ratones portadores de tumores B16 presentaron dos ciclos de proliferacion tanto en GD
como en GND (recuadro rojo, panel izquierdo). Este dato fue un importante control que

sirvio para poder descontar la proliferacion basal u homeostatica, producto de la
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manipulacion de las células durante el proceso de purificacion previa y de la transferencia

a un nuevo “nicho” o huésped (Kaiser y col., 2013).

Por el contrario, aquellas células OTI+CFSE+ recuperadas de ratones portadores de
tumores B160ova, evidenciaron hasta 6 ciclos de division, siendo mas notable en GD que
en GND (Figura I11.18-A panel central y derecho). Esta asimetria en la distribucion de las
células en ganglio, se hizo evidente al calcular los porcentajes de células OTI+CFSE+
dentro de la subpoblacién de LiT CD8+, habiendo un aumento mucho mas marcado en la

proporcién de éstas células en el grupo pAU (8 veces) que en el grupo PBS (2,5 veces).
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Figura 111.18. Ensayo de proliferacion in vivo con CFSE en células OTI demuestra que
poli A:U favorece la respuesta antigeno especifica A) Graficos de puntos representativos
de dilucion con CFSE+ en células OTI CD8+ transferidas y recuperadas en GND y GD de
ratones portadores B16, B16ova tratados con PBS o poli A:U. Los nimeros indican los % de
células OTI+ CFSE+ sobre el total de CD8+ en ganglio. La region en rojo delimita la
proliferacion homeostatica B) Histogramas representativos de “A” en GD, muestran los
patrones de proliferacion en las distintas condiciones ensayadas. C) Cuantificacion del
namero de células OTI con CFSE+ diluido recuperadas por millon de células CD45+ (£SEM)
en GD y GND del huésped. ** p< 0,01; mediante ANOVA de 1 via (n=3/grupo; dia 15 p.i.)

En cuanto al namero de ciclos de proliferacion, si bien no hallamos diferencias entre
los tratamientos, cuando analizamos mediante histogramas la distribucion de las células
en divisidn, observamos que con poli A:U hubo un mayor nimero de células que se
encontraban en los ciclos 4, 5y 6 (CFSE mas diluido) respecto a PBS (Figura 111.18-B).

Asimismo, al cuantificar el nimero de células CFSE diluido por millon de células CD45+
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en ganglio, notamos un aumento significativo en GD de ratones del grupo pAU respecto
al grupo PBS (4169+122 vs 1530+69, respectivamente) (Figura 111.18-C). Estas
diferencias en el patron de division estaria indicando, que poli A:U fue capaz de
incrementar el priming o bien la llegada de LiT CD8+ antigeno especificos en GD.
Aunque, cabe destacar que no pudimos recuperar eventos significativos de células

transferidas OTI infiltrando tumor a los 3 dias post transferencia (datos no mostrados).

Teniendo en cuenta estos resultados, para poder evaluar la funcionalidad de
linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos contra OVA en tumor, transferimos celulas
esplenicas purificadas por cell-sorting provenientes de ratones transgénicos OTI y OTII
a ratones portadores de tumor después de dos administraciones de poli A:U (dia 12 p.i.).
Seis dias mas tarde, y utilizando un anticuerpo especifico contra los TCR transgénicos
(VB5) estudiamos la presencia de las células transferidas en GD y tumor. Ademas,
analizamos la capacidad de estas células de producir IFN-y y la expresion en superficie
del marcador CD107a en ambos grupos experimentales (Figura 111.19). CD107a o
LAMP-1 (del inglés, Lysosome-Associated Membrane Protein 1), es una de las dos
principales glicoproteinas que componen la membrana de los lisosomas y granulos de
perforinas y granzimas; se ha reportado que su expresion transitoria en la membrana
plasmatica es indicativo de la desgranulacion de linfocitos citotoxicos CD8+ y NK
activados (Cohnen y col., 2014; Krzewski y col., 2013; Aktas y col., 2009).

El anélisis funcional de la respuesta antigeno especifica contra el tumor mediante
la evaluacion de los niveles intracelulares de IFN-y en las células transferidas, demostro
que hubo un aumento muy significativo en la frecuencia de células OTI IFN-y+ y OTII
IFN-y+ en TILs de ratones tratados con poli A:U (Figura II1.19-A). Los mismos
resultados se obtuvieron al analizar la IFM de células productoras de IFN-y OTI y OTII
del grupo pAU vs PBS infiltrando tumor. Ademas, se observd un aumento muy
significativo de la expresion del marcador CD107a tanto en porcentaje (3 veces aprox.)
como en IFM (2 veces), en las células OTI infiltrando tumores tratados con poli A:U
(Figura 111.19-B).

Asimismo, sélo pudimos observar un aumento significativo en la IFM de células
OTII productoras de IFN-y aisladas de GD del grupo pAU. Por otro lado, no se hallaron
diferencias significativas en el porcentaje ni en la IFM de células OTI productoras de

IFN-y o que expresaban CD107a en GD de ambos grupos (Figura 111.19-B).
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Figura 111.19. Poli A:U favorece la respuesta inmune antigeno especifica en tumor. A)
Histogramas representativos del porcentaje de células OTI (CD8+VB5+) que expresan
CD107a (panel izquierdo), IFN-y (panel central) y porcentaje de células OTII (CD4+Vp5+)
que expresan IFN-y (panel derecho) recuperadas en tumor post estimulo con PMA/Iono
(segin Materiales y Métodos). Los nimeros representan la media +SD, en negrita pAU. B)
Los graficos de barras muestran la media +SD intensidad de fluorescencia media para células
OTI+CD107a+ (izquierda), OTI+IFNy+ (centro) e IFM de células OTII+IFNy+ (derecha).*
p< 0,05; *** p< 0,001; mediante ANOVA de 1 via.

Este conjunto de resultados nos permitieron concluir que, el tratamiento con pAU

fue capaz de inducir un incremento en la respuesta antigeno especifica de células T CD4+

y CD8+ productoras de IFN-y, asi como un aumento en la actividad de LiT citotdxicos

especificos contra el tumor. Por lo tanto, nuestro disefio experimental, fue efectivo para

estimular la rama efectora Thl y la CTL especifica antitumoral.

David Andrés Nocera

78



Capitulo Il Resultados

CONCLUSIONES PARTE I
1. El compartimiento de LiT y o NKT estan involucrados en el control del crecimiento
tumoral y el aumento de la sobrevida en nuestro modelo preclinico de terapia

intratumoral con poli A:U.

2. La subunidad 1L12p40 esta involucrada en el control del crecimiento tumoral y el

aumento de la sobrevida observado en nuestro modelo preclinico con poli A:U.
El tratamiento i.t. con poli A:U:

3. incrementa el numero de células mononucleares en ganglios drenantes y por ende

también aumenta su peso y volumen.
4. aumenta el infiltrado de células CD45+ en tumor.

5. favorece la produccién de quimiocinas por parte de células CD45+ CD11b+

infiltrantes de tumor.

6. aumenta el porcentaje de células CD11c+ maduras (CD40+ CD86+) productoras

de IL-12 que infiltran tumor.

7. favorece el infiltrado de LiT CD8+ en tumor, modificando la relacién CD4/CDS,

y aumenta el porcentaje de células CD8+Ly6C+ en tumor.

8. disminuye el nimero de células CD4+Foxp3+ y también el porcentaje de células
CD4+CD25+Foxp3+LAP+ en tumor.

9. promueve el reclutamiento y la proliferacion de LiT CD8+ antigeno especificas

en ganglio drenante.

10. favorece un perfil de respuesta Thl antigeno especifica en tumor.
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PARTE |ll: CARACTERIZACION DEL ROL QUE
CUMPLEN LOS IFNS T1TIPO I EN EL MODELO
PRECLINICO DE ADMINISTRACION TERAPEUTICA DE

POLI A:U

OBJETIVO ESPECIFICO Ill: INVESTIGAR LAS POBLACIONES
CELULARES RESPONSABLES DE LA GENERACION DE IFN-B
ENDOGENO NECESARIO PARA INDUCIR UNA RESPUESTA INMUNE
ANTITUMORAL.

OBJETIVO ESPECIFICO Ill.1: EXPLORAR LOS MECANISMOS
MOLECULARES QUE CONDUCEN A LA INDUCCION DE IFN-B EN
RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON POLI A:U.

OBJETIVO ESPECIiFICO Ill.1l1: ANALIZAR EL ROL DE LA
SENALIZACION DE IFN TIPO | SOBRE LAS CELULAS DEL HUESPED EN
EL CONTROL DEL DESARROLLO TUMORAL EN MODELOS
PRECLINICOS DE ADMINISTRACION INTRATUMORAL DE POLI A:U.
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OBJETIVO Ill: INVESTIGAR LAS POBLACIONES CELULARES RESPONSABLES DE
LA GENERACION DE IFN-B ENDOGENO NECESARIO PARA INDUCIR UNA
RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL.

Resultados previos de nuestro grupo demostraron que poli A:U y poli IC son
adyuvantes efectivos no sélo porque activan a las CD y promueven una fuerte respuesta
adaptativa contra el tumor, sino que ellos pueden actuar directamente sobre el TLR3
presente en células tumorales e inducir la produccion de IFN tipo | enddgeno,
principalmente IFN-f (Gatti y col., 2013; Nufiez y col., 2012).

Ahora bien, ¢qué poblaciones celulares son las responsables de la generacién de
IFN-B endogeno en nuestro modelo? ¢Cudl es la contribucion relativa en la produccion
de IFN-B enddgeno de las células tumorales vs células de la inmunidad innata? Estos

interrogantes seran abordados en la presente seccion de la tesis.

ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE IFN-B POR PARTE DE CELULAS TUMORALES

Teniendo en cuenta que tras la activacion de TLR3, se produce un aumento en la
expresion del receptor (Agarwal y col., 2011), en una primera instancia, quisimos evaluar
si las células tumorales estarian respondiendo al tratamiento terapéutico con poli A:U in
vivo, midiendo los niveles de expresion TLR3. Para ello, se indujeron tumores en ratones
wt e IFNAR1” con la linea de melanoma murino B16, transformada establemente en
nuestro laboratorio para que exprese la proteina fluorescente verde (B16-GFP). Una vez
que los tumores alcanzaron un tamafio medible (dia 12 p.i.), se procedio a realizarle el
tratamiento i.t. cada dos dias con PBS o poli A:U. Al dia 15 p.i., luego de 2 dosis se
procedié al aislamiento de las células tumorales de ambos grupos y cepas de ratones
mediante cell-sorting de eventos CD45-GFP+. Luego de aislar la fraccién proteica del

lisado celular, se realizo analisis de la expresion de TLR3 por western blot.

Como se observa en la Figura I11.20, el tratamiento i.t. con poli A:U no produjo un
aumento significativo en la expresion de TLR3 en comparacion a PBS en la cepa wt. En
este sentido, tampoco se hallaron diferencias en los niveles de expresion de TLR3 en
células B16-GFP aisladas de tumores de ratones IFNAR1” entre ambos tratamientos.
Estos resultados indicaron que tras el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo no se modifica

la expresion de TLR3 en la célula tumoral, en las condiciones ensayadas.
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Figura 111.20. El tratamiento i.t. con poli A:U no modifica la expresion de TLR3 en
melanoma murino B16. A) Células B16-GFP fueron recuperadas por cell sorting de tumores
PBS y pAU en ratones wt e IFNAR1”, luego de recibir 2 dosis de tratamiento (dia 15 p.i.;
n=5/grupo). Sus lisados fueron corridos en condiciones desnaturalizantes para luego analizar
la expresion de TLR3 por western blot usando anticuerpo anti-TLR3 y en la misma membrana
como control de carga se usOé anti-pB-actina. B) Los gréficos de barras muestran la
cuantificacion de las bandas en “A” (media £SD) de la expresion de TLR3 relativizada al
control de carga por carril (cada muestra se corrié por duplicado). p> 0,05, mediante ANOVA
de 1 via.

Ademas evaluamos la produccion de IFN-B mediante ELISA en células B16
estimuladas in vitro con poli A:U a distintas concentraciones y condiciones. Debido a que
TLR3 se encuentra dentro de endosomas, utilizamos PEI ya que este le confiere a los
acidos nucleicos una carga positiva, favoreciendo la unién a la membrana plasmatica
anionica y por endocitosis, el transporte a endosomas (Sirois y col., 2013; Akinc y col.,
2005).

En la Figura I11.21, se observan los niveles de IFN-f medidos en sobrenadantes de
cultivo de 24 hs por ELISA. En las condiciones sin estimulo (B16+medio) o B16+PEI,
se observaron niveles de IFN-B muy cercanos al limite de deteccion de la técnica
(22,84£0,6 y 21,5+0,5 pg/ml respectivamente). Cuando se estimulé con el complejo
PEl/poli A:U (B16+PEI:pAU) se generaron niveles mucho mas altos de IFN-B (801
pg/ml), mientras que en la condicion “B16+pAU 50ug” se alcanzaron niveles similares a
las condiciones sin estimulo (23,1+0,7 pg/ml). Solo cuando se estimularon las células con
concentraciones de poli A:U desnudo 10 veces méas altas a las empleadas in vivo
(B16+pAU 500ug), se pudo observar una ligera produccion de IFN-B (30,52 pg/ml)
comparado a la condicion de estimulo “B16+pAU 50ug” (p<0,05).
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Por lo tanto, en las condiciones ensayadas, no pudimos observar un aumento
significativo en la produccion de IFN-B por parte de la célula tumoral luego del estimulo

in vitro con 50 pg de poli A:U desnudo.

100-
= ] Figura 111.21. Estudio in vitro de la
% 80- secrecion de IFN-p en melanoma murino
e | B16. Los niveles de IFN-B fueron evaluados
= 50- por ELISA en sobrenadantes de cultivo
= después de 24 hs de estimulo (segln
3 Materiales y Métodos). Los resultados
5 407 indican la media #SD (de pocillos
§ triplicados) de la produccion de IFN-B
3 201 (pg/ml) en las distintas condiciones. *
S p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; mediante
0= ANOVA de 1 via.
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ESTUDIO DE LA INDUCCION ENDOGENA DE IFN-B POR PARTE DE CELULAS DEL HUESPED

A continuacion, quisimos evaluar la contribucién que podrian tener distintas
poblaciones del sistema inmune en la generacion de IFN-B end6geno, necesario para
inducir una respuesta inmune especifica contra antigenos tumorales y para el control del

desarrollo tumoral en nuestro modelo preclinico.

En una primera instancia, intentamos medir si habia produccion de IFN-f in vivo,
mediante el analisis de pool de sueros provenientes de ratones portadores de tumor
tratados con 1 dosis de PBS o poli A:U. Pero mediante la técnica ELISA, en las
condiciones ensayadas, fue imposible hallar niveles detectables de IFN-B en suero 24, 48

0 72 hs post tratamiento con poli A:U (datos no mostrados).

Por lo tanto, resultaba esencial para sustentar nuestra hipotesis, contar con alguna
herramienta que nos permitiese demostrar fehacientemente que tras el tratamiento con
poli A:U, se estaba produciendo IFN-p. Para ello, establecimos una colaboracion con el
Dr. Stefan Lienenklaus, del Helmholtz Centre for Infection Research, Braunschweig-
Alemania que habia desarrollado una cepa de raton reportera para IFN-B que nos
permitiria evaluar la produccion de IFN-B endogeno en nuestro sistema (Lienenklaus y
col, 2009).
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Brevemente, estos ratones fueron modificados genéticamente de manera tal que
expresaran el gen de la luciferasa en el lugar de la secuencia codificante de IFN-p (IFN-
Bt/ABLUC)  Estos ratones, tienen el background genético C57BL/6, aunque carecen de
melanina (que interfiere con la sefial de luminiscencia), lo cual favorece la deteccion de
la actividad de luciferasa. Al emplear ratones heterocigotos, permitio evaluar la expresion
de IFN-B de un alelo y por lo tanto mantener el efecto ya observado. De tal manera que,
luego de la inyeccion i.v. de D-luciferina se pudo realizar un seguimiento cinético de la
induccidn de luciferasa mediante un sistema de captura de imagenes VIS 200 (Xenogen).
Asimismo, el flujo de fotones pudo ser cuantificado mediante un software (Living Image),
siguiendo protocolos ya establecidos por el grupo de los Dres. Stefan Lienenklaus y
Jadwiga Jablonska (Kallfass y col., 2013; Lienenklaus y col., 2009; Solodova y col.,
2011).

Para poder visualizar la produccion enddgena de IFN-B por parte del huésped in
vivo, tumores B16 fueron inducidos en los ratones albino reporteros IFN-B7/48Lu¢, Dado
que la mayoria de nuestros resultados previos se han obtenido en el dia 15 y 17 post
inoculacién tumoral (después de 3 0 4 inyecciones de poli A:U), realizamos una cinética
de estudio de la induccion de IFN-f para ver si el tratamiento con poli A:U era capaz de

inducir un incremento gradual de IFN- (Figura 111.22).

) Ensayo de
1x10%B16 50 ug pAU/200u PBS i.t. Luciferasa ex vivo

T 7 1/.4

dia UZ‘M X
[ [ \

Raton reportero 150 pg/g D-luciferin/100pl PBS i.v.

albino C57BL/6 N\ NS S
_+/AB Luc = P

IFN-B Estudio cinético de

Luciferasa in vivo

Figura 111.22. Esquema experimental empleado para el estudio cinético de la
produccién de IFN-p endogeno in vivo y el analisis ex vivo.

Previo a esto, para descartar que la inyeccion i.t. no estuviese induciendo IFN-3
como consecuencia de la injuria que se provoca en la misma zona de administracion, se

inyectaron i.t. ratones con 200 pl de PBS. La inyeccion del vehiculo no produjo un
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aumento en la sefial de actividad luciferasa detectada, por lo que los sucesivos

experimentos se realizaron Unicamente con ratones tratados con poli A:U.

Cuando los tumores alcanzaron un tamafio medible (dia 8 p.i.), un grupo de ratones
se tratd por via intratumoral con 3 inyecciones, dia de por medio con poli A:U como se
describio anteriormente. Los diferentes grupos de ratones se inyectaron con luciferina
previo al tratamiento y 6 hs después de cada dosis de poli A:U, y a estos tiempos se

registraron las imagenes correspondientes (Figura I11.22).

En la Figura 111.23, se muestran los resultados obtenidos en el estudio cinético de
ratones que recibieron 3 dosis de poli A:U. Al dia 8, se capturd la lectura basal de
actividad de luciferasa previa a realizarle el tratamiento. Luego de 6 hs de administrado
poli A:U (dia 8,25), observamos una fuerte induccion de IFN-B en la zona periférica al
sitio de inoculacion (Figura 111.23-A).

Dicha sefial fue decayendo en intensidad al cabo de 24 hs y 48 hs (dia 9 y 10 p.i.,
respectivamente), a menos gque se administrase una segunda dosis de poli A:U, generando
un nuevo pico de induccion aunque de menor intensidad comparado con la primer dosis
(dia 10,25 vs 8,25 p.i.). Este fendbmeno se repitio en la dosis siguiente (3'), donde con la
nueva administracion se inducia un pico de sefial, de menor intensidad que el precedente,
aunque cabe destacar que siempre de mayor magnitud que la lectura basal (dia 8 p.i.)
(Figura 111.23-B).

Ademas, realizamos un estudio cinético de la induccién de IFN-B luego de una
unica dosis de poli A:U al dia 8 p.i., y pudimos corroborar que a medida que transcurren
los dias hay una disminucion gradual en la intensidad, que luego de 5 dias se sigue

manteniendo elevada (2 veces) respecto a la condicion basal (Figura 111.23-B).

Paralelamente, en este estudio cinético de induccion de IFN-B, capturamos las
imagenes y lecturas de fluorescencia de la parte ventral de los ratones tratados a distintos
tiempos. Observamos el mismo efecto localizado de induccion, que correspondia a la
zona yuxtapuesta donde se administrd poli A:U, y que abarcaba tambien la region
inguinal del raton. Asimismo, observamos que a medida que se administraron las
sucesivas dosis, la sefial disminuyo en intensidad, se hizo mas localizada y luego de la 3™
dosis, se correspondia con la ubicacion del ganglio inguinal derecho del ratén, el GD del
tumor (Figura 111.24-A).
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Figura 111.23. Poli A:U induce un pico de IFN-B a las 6 hs post tratamiento. A) Ratones
albino IFN-B"Fc portadores de tumores B16 fueron tratados con poli A:U en los dias
indicados por el recuadro rojo (dias 8, 10 y 12). Para capturar cada imagen dorsal, los ratones
fueron inyectados (i.v.) con D-luciferina y anestesiados via nasal/oral con sistema continuo
de isofluorano. La actividad de luciferasa se visualizd en el equipo IVIS 200. B)
Cuantificacién de las imagenes capturadas en "A" mediante la medicién de intensidad de
luminiscencia dentro de las regiones seleccionadas de interés (ROI) en los dias representados.
Los datos se muestran como media = SEM (n = 10 ratones / grupo). ** p <0,01; *** p <0,001;
mediante Bonferroni post test de ANOVA de 2 vias.

En linea con estos resultados, no observamos practicamente induccion de IFN-§ en
la region del raton que corresponderia al higado, lo que confirmé que en nuestro modelo
preclinico, habia un efecto localizado y no a nivel sistémico, y por otro lado, que poli A:U
induciria baja actividad hepatica lo que podria relacionarse con su baja toxicidad in vivo
comparado a otros ligandos de TLR3 (Figura 111.24-A y B).
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Figura 111.24. Cinética de la induccién de IFN-B en el modelo de administracion
terapéutico de poli A:U. A) Ratones albino IFN-B*A8-u portadores de tumores B16 fueron
tratados con poli A:U en los dias indicados por el recuadro rojo (dias 8, 10 y 12). Para
capturar cada imagen ventral, los ratones fueron inyectados (i.v.) con D-luciferina y
anestesiados via oral con sistema continuo de isofluorano. La actividad de luciferasa se
visualizd en el equipo VIS 200. B) Cuantificacion de las imagenes capturadas en "A"
mediante la medicion de intensidad de luminiscencia dentro de las regiones seleccionadas de
interés (ROI) para GD (en rojo) e higado (en blanco) en los dias representados. Los datos se
muestran como media£SEM (n = 10 ratones/grupo).

Nuestros resultados indicaron que el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo fue capaz
de inducir una fuerte produccion local de IFN-B por parte de las células del huésped.

Asimismo, se pudo corroborar que luego de cada tratamiento con el ligando, hubo una
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fuerte induccion de IFN-p respecto a la condicion basal, pero de menor intensidad que la
dosis inicial.
ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE IFN-B EN DISTINTOS LINAJES CELULARES DEL

SISTEMA INMUNE
En una segunda instancia, nos propusimos investigar la contribucion diferencial de

distintos linajes celulares dentro del SI que, estando presentes en el microambiente del

tumor, podrian ser responsables de la produccion de IFN-f en nuestro modelo.

Para ello, empleamos una variante de la cepa de ratones reporteros anteriormente
usados: ratones reporteros que poseen bajo el promotor de IFN-B la secuencia de la
luciferasa flanqueada por sitios loxp (IFN-B*/1o#Lu) ‘sysceptible a la accion de la enzima
Cre recombinasa. A su vez, estos ratones fueron cruzados con ratones que expresan la
enzima Cre recombinasa bajo el promotor de determinadas moléculas caracteristicas de
distintos tipos celulares: LysM*ce CD11c*C, CD19*C® o CD4*C'® para generar
ratones que expresan el gen reportero unicamente en Mg/monocitos y granulocitos
(LysM+), o0 en CD (células CD11c+), células B (CD19+) o células CD4+ (LiT en su
mayoria) respectivamente. Por lo tanto, los ratones resultantes expresan luciferasa en
determinados tipos celulares, que en la presente tesis los denominamos ratones reporteros
especificos de linaje, mientras que los ratones IFN-p*1oxfLuc se |os considerd reporteros

globales.

Los tumores B16 se indujeron en estas distintas cepas de ratones y se llevo a cabo
el tratamiento de poli A:U, empleando la misma cinética, tal cual se describid
anteriormente. Como se puede observar en la Figura 111.25-A y -B, luego de 6 hs de la
primera dosis de poli A:U, hubo una fuerte induccion de luciferasa en ratones reporteros
globales, LysM*IFN-B*/loxBtuc y CD11c*IFN-p*IoxBLuc. Por otro lado, hubo una leve
induccion en ratones CD4*IFN-B*oxBLuc mientras que no se observé induccion de
luciferasa en ratones CD19* IFN-B*1o$Luc Esta tendencia se repitio al aplicar las dosis
restantes, aunque la intensidad de luminiscencia disminuy6 progresivamente tal cual
describimos en la seccion anterior. Por lo tanto estos resultados indicaron que la
poblacion mieloide (M /monocitos y granulocitos) y CD son la principal fuente de IFN-
B en nuestro modelo. Sorpresivamente, las células CD4+ también contribuyeron aunque
minoritariamente en la produccion de dicha citocina. Por otro lado, los Li B no son
capaces de producir IFN- tras la estimulacion con poli A:U. Cabe destacar que el mismo

efecto se vio al analizar las imagenes ventrales de los ratones reporteros, donde
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nuevamente la sefial colocalizaba con la region correspondiente al GD (datos no

mostrados).
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Figura 111.25. Las células LysM+ y CD11c+ son los principales responsables de la
produccion de IFN-p luego del tratamiento con poli A:U. A) Imagenes representativas 6
hs post tratamiento de ratones reporteros linaje-especificos portadores de tumores B16 con
poli A:U (dia 8,25). B) Cuantificacion de las imagenes dorsales capturadas en los distintos
dias indicados mediante la medicion de intensidad de luminiscencia dentro de las regiones
seleccionadas de interés (ROI). Los datos se muestran como media £ SEM. C) Analisis ex
vivo de la actividad de Luciferasa de muestras representativas extraidas de tumor, GD y GND
al dia 12,25 p.i. Se muestra la media + SD de los % de unidades relativas de luciferasa (RLU)
respecto al global (n = 10 ratones / grupo). *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; mediante
analisis de pos test Bonferroni a partir de ANOVA de 2 vias.
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Una limitacion de la técnica empleada en el “imaging” in vivo es que la intensidad
de la sefial obtenida en la toma dorsal, puede solaparse con la obtenida en la toma ventral
debido a que el sitio donde se implanta el tumor es delgado y los detectores del equipo
poseen alta sensibilidad. Es decir, que podria haber una sobrevaloracién por la sumatoria
de luminiscencias (dorsal y ventral) de los valores obtenidos en tumor respecto a aquellos

obtenidos en GD, o viceversa.

Para poder dilucidar con mas detalle si los distintos linajes contribuian de igual
forma en tumor y GD, se aislaron muestras representativas de dichos tejidos y se
midieron los niveles de Luciferasa ex vivo en lumindmetro luego de 3 dosis de poli A:U
(dia 13,25 p.i.). Ademas se empled como tejido control, el GND. Los valores de actividad
de luciferasa en los ratones reporteros linaje-especificos, tratados con poli A:U se
relativizaron a los valores medidos en ratones reporteros "globales": en tumor
3,69x106+4x10%, GD 4,68x10°+2,9x10* y GND 6,45x10°+3,8x10* RLU/[g de tejido x

seg de integracion] (considerados como el 100 %) (Figura I11.25-C).

Al analizar las mediciones de luciferasa ex vivo en tumor, observamos
sorpresivamente que mientras las células LysM+ producen el 93+3,5 % del IFN-B, las
células CD11c+ solo producen el 45,8+4,3 %, indicando que aproximadamente la mitad
del IFN-pB es producido por una poblacion de celulas LysM+CD11c- (mieloides pero no
dendriticas). Por otro lado, el andlisis de GD mostré un aumento en la contribucion de
las CD (60,3+4,8 %) y una disminucion en las células LysM+ (75+4,6 %) comparado
con tumor. Ademas resultd llamativo el hecho de que haya un 25+4,4 % del IFN-B
producido en GD que proviene de células LysM-CD11c-, lo que sugiere que en este tejido
existiria otro linaje no mieloide que estaria aportando dicha citocina. Asimismo cuando
analizamos GND, observamos que a diferencia de lo que ocurrié en GD, el linaje
LysM+CD11c+ fue responsable de casi la totalidad del IFN-p. Por lo tanto, este resultado
también pone en evidencia la capacidad de poli A:U para inducir cambios funcionales en

las poblaciones analizadas en el ganglio centinela del tumor (GD).

A continuacion, analizamos si el tratamiento con poli A:U modifica la expresion
de TLR3 en diferentes poblaciones de células mieloides que infiltran los tumores en

ratones wt e IFNAR1” que fueron tratados con 3 dosis de poli A:U (dia 15 p.i.).

Como se muestra en la Figura 111.26, llamativamente encontramos un porcentaje
muy bajo de células CD45+TLR3+ infiltrantes de tumor en ratones IFNAR1” dentro de
todas las subpoblaciones analizadas (panel inferior, de izquierda a derecha: células
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CDllc+, CD11b+F4/80+ y CD11b+GR1+). Ademas, estos porcentajes no se
modificaron luego del tratamiento con poli A:U. En contraste, cuando analizamos los
ratones wt del grupo PBS, el mayor porcentaje de células TLR3 + se encontré dentro de
la subpoblacion CD11b+F4/80+ y el tratamiento no afectd claramente este porcentaje
(aumento 1,2 veces). Las otras dos poblaciones analizadas mostraron una respuesta mas
definida al tratamiento con poli A:U, ya que observamos un aumento de casi 2 veces en
la frecuencia de células CD11c+TLR3+ (p <0,05) y para nuestra sorpresa, un aumento de
alrededor de 3 veces en la frecuencia de células CD11b+Gr1+TLR3+ (p <0,01). Estos
hallazgos estarian indicando que si bien las tres subpoblaciones mieloides respondieron
al tratamiento con poli A:U en el microambiente tumoral sobreexpresando TLR3, tanto

las CD como las células CD11b+Grl1+ lo hicieron con mayor intensidad (Figura 111.26).

CD1lc+ CD11b+F4/80+ CD11b+Gr1+
. 36.542.9 % 37.73.4] £ ] 29.8+3.6 * m=—pAU
] ¢ 313+83f] | i PBS
" | 21.6+4.4 (11242 Koo

2.9+0.6
2.8+0.7

% del max

IFNARL"

Figura 111.26. Expresion de TLR3 en TILs de linaje mieloide en ratones portadores de
tumores B16 wt e IFNAR1™. Histogramas representativos de la expresion de TLR3 en
diferentes poblaciones CD45 + infiltrantes de tumor: células CD11c + (panel izquierdo),
CD11b +F4/80 + (panel central) y CD11b + GR1 + (panel derecho), respectivamente. Los
nameros indican los porcentajes mediostSEM, el grupo pAU se muestra en negrita (n = 5
ratones / grupo). *p <0,05; **p <0,01; mediante analisis de pos test Bonferroni a partir de
ANOVA de 1 via.

Estos resultados nos permitieron definir con mas detalle los obtenidos previamente
en ratones reporteros linaje-especificos. Por lo tanto, luego del tratamiento con poli A:U
mientras que las CD producirian alrededor del 50 % del IFN-$ en tumor, el otro 50 %
seria aportado por células LysM+ y probablemente células CD11b+Grl+, un hallazgo

muy interesante y que no se habia reportado previamente.
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OBJETIVO EsPECiFICcO IIl.l: EXPLORAR LOS MECANISMOS MOLECULARES QUE
CONDUCEN A LA INDUCCION DE IFN-B EN RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON
POLI A:U.

ESTUDIO IN VIVO DE LAS VIAS SENALIZACION INVOLUCRADAS EN LA INDUCCION DE IFN-
B

Se sabe que los niveles de produccion del IFN-B dependen de su regulacion
transcripcional. El paradigma actual indica que para la induccion de IFNs tipo | se
reclutan factores de transcripcion o IRFs (factores reguladores de interferon) que se
activan por fosforilacion en respuesta a cascadas de sefializacién activadas por una
infeccion viral o estimulacion de algin TLR. El promotor de IFN-B contiene cuatro
dominios reguladores positivos que estan ocupadas por diferentes factores de
transcripcion. IRF3 se une tempranamente debido a su expresion constitutiva mientras
que IRF7 se une mas tarde , con una cinética retrasada, debido a su expresion inducible
a través de un ciclo de retroalimentacion positiva dependiente de IFN-I ((Lazear y col.,
2013; Honda y Taniguchi, 2006; Perry y col., 2005; Gautier y col., 2005).

A diferencia de IRF3, que se expresa constitutivamente en todos los tipos celulares,
la expresion de IRF5 y IRF7 esta restringido a células B y CD, aungue su expresién es
inducible por IFN tipo I en otros tipos celulares. A diferencia de TLR3, TLR7 y TLRS
activan IRF5 e IRF7 pero no IRF3. Tanto IRF5 como IRF7 transducen sefiales de manera
dependiente de MyD88, en contraste con IRF3, que transduce sefiales de activacion de
TLR3 através de TRIF (Kawasaki & Kawai, 2014).

Asimismo, para que toda esta via de sefalizacion sea inducida, es necesario que
TLR3 resida en endosomas. UNC93B1 (Unc-93 homdlogo B1) es un factor regulador
importante que controla el trafico de los TLR intracelulares (TLR 3, 7 y 9), pero no de
TLR localizados en la superficie celular. Se ha demostrado que UNC93B1 es una
proteina accesoria indispensable para la activacion de los TLR endosomales ya que su
delecion afecta la translocacion de TLR de RE a endosomas (Blasius & Beutler, 2010;
Garcia-Cattaneo y col., 2012; Kawai & Akira, 2011).

Con el fin de explorar los mecanismos que conducen a la induccion de IFN- en
respuesta al tratamiento con poli A:U, se reprodujo el modelo experimental en ratones
reporteros IFNB*/ABLuc 'TENR*/ABLuc |IRF3-/- [FNB*/ABLuc |RF57 - IFNB* /2B Luc |RF7 -
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y IFNB* /A8 Lue UNC93B1’ disponible en el laboratorio de los Dres Jablonska y
Lienenklaus . Los tumores se generaron como se describio anteriormente y se evaluo la
cinética en estas distintas cepas de ratones reporteros deficientes en distintas moléculas
de la via de sefalizacion de IFN tipo I (Figura I111.27).

Mediante el estudio cinético de induccidn de IFN- en estos ratones, observamos
que 6 hs luego del tratamiento con poli A:U hubo una disminucion marcada en la sefial
de luminiscencia detectada en tumor de ratones deficientes para IRF3 y UNC93B1, pero
no asi en ratones deficientes para IRF5 e IRF7 (Figura I11.27-A y B). Asimismo,
observamos la misma tendencia luego de sucesivas dosis de poli A:U (dias 10,25y 12,25
p.i.).

Para poder dilucidar con mas detalle la induccion de IFN-B en tumor y ganglio, se
aislaron muestras representativas de dichos tejidos y se midieron los niveles de
Luciferasa en luminometro. Los valores de actividad de luciferasa en los ratones
reporteros deficientes en IRF y UNC93B1 se relativizaron a los valores medidos en
ratones reporteros wt: en tumor 3,69x10°+4x10% GD 4,68x10°+2,9x10* y GND
6,45x10°+3,8x10* RLU/[g de tejido x seg de integracion] (considerados como el 100 %)
(Figura 111.27-C).

La medicién ex vivo de la actividad de luciferasa en tumor de ratones sacrificados
después de 3 dosis de poli A:U confirm6 que la induccion de IFN-B era dependiente de
exclusivamente de IRF3 y UNC93b1; aunque para nuestra sorpresa, no ocurrié 1o mismo
en GD, ya que notamos ademéas un decaimiento a casi el 60 % en la sefial de
luminiscencia tanto en ratones IRF57 como IRF77 (Figura 111.27-C). En contraste, en
GND observamos una dependencia de las moléculas IRF3 y UNC93b1, tal cual ocurrio
en tumor, aunque con un porcentaje de inhibicion menor en la luminiscencia (36,4+4,5

y 44,3+3.9 % respectivamente).

Estos hallazgos ponen en evidencia las diferencias que existen en las vias de
sefializacion que emplean las poblaciones celulares presentes en tumor, de aquellas
responsables de producir IFN-B en GD. Probablemente, esto sea reflejo también de las
diferencias que existen en el microambiente de citocinas, asi como en el tipo y proporcion

de poblaciones entre ambos tejidos, descriptas a lo largo de esta tesis.
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Figura 111.27. IRF3 y UNC93B1 son necesarios para la produccion de IFN-p luego del
tratamiento con poli A:U. A) Imagenes representativas de ratones reporteros deficientes en
moléculas de sefializacion portadores de tumores B16 6 hs post tratamiento con poli A:U
(dia 8,25). B) Cuantificacion de las imagenes dorsales capturadas en los distintos dias
indicados mediante la medicion de intensidad de luminiscencia dentro de las regiones
seleccionadas de interés (ROI). Los datos se muestran como media = SEM. C) Analisis ex
vivo de laactividad de Luciferasa de muestras representativas extraidas de tumor, GD y GND
al dia 12,25 p.i. Se muestra la media + SD de los % de unidades relativas de luciferasa (RLU)
respecto al global (n = 10 ratones / grupo). *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; mediante
analisis de pos test Bonferroni a partir de ANOVA de 2 vias.

Por lo tanto, podemos concluir que luego del tratamiento i.t. con poli A:U, se

produce la activacion de TLR3 en células mieloides, proceso dependiente de la proteina
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chaperona UNC93BL1 y por ende de su localizacion en endosomas, que conlleva a la
transduccion de sefial dependiente de IRF3, pero no de IRF5 e IRF7, que finalmente
induce entre otros eventos la produccion de IFN-B, citocina clave para poder montar una

respuesta inmune antitumoral efectiva.

OBJETIVO ESPECIFICO II1.11: ANALIZAR EL ROL DE LA SENALIZACION DE IFN
TIPO | SOBRE LAS CELULAS DEL HUESPED EN EL CONTROL DEL DESARROLLO
TUMORAL EN MODELOS PRECLINICOS DE ADMINISTRACION INTRATUMORAL DE
POLI A:U.

ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DEL RECEPTOR DE INTERFERONES TIPO | EN EL
DESARROLLO TUMORAL Y LA SOBREVIDA EN NUESTRO MODELO EXPERIMENTAL

Dado que poli A:U es un analogo sintético de ARNdc capaz de ser reconocido por
TLR3, la activacion de la via TRIF conduciria a una fuerte induccioén de IFN tipo I. Los
IFN tipo I inhiben directamente la proliferacion de tumor y las células infectadas por virus
y aumentan la expresion de CMH clase I, mejorando asi el reconocimiento de antigenos
(Mcnab y col., 2015; Gonzéalez-Navajas y col., 2012). Por otra parte, los IFN tipo I
reprimen la expresion de oncogenes e inducen la expresion de genes supresores de
tumores, que pueden contribuir a los efectos inhibitorios de IFN-I en las células malignas
en conjuncion con los efectos anti angiogénicos (Spaapen y col., 2014; Wang y col.,
2011).

En el contexto tumoral, el IFN-B endogeno presente en niveles fisioldgicos, tiene
un importante rol en la inmunovigilancia y en el control del desarrollo tumoral (Jablonska
y col., 2010). Los IFN tipo I también han demostrado estar involucrados en la regulacion
del sistema inmunoldgico, ejerciendo sus efectos sobre las células inmunes, ya sea
directamente , a través de la activacion de IFNAR, o indirectamente (i) por la induccion
de quimiocinas, que permiten el reclutamiento de células inmunes en el sitio de la
infeccidn; (ii) por la secrecion de una segunda oleada de citocinas, lo que podria regular
aun mas el numero de células y funciones (como por ejemplo, IL-15, que desempena un
papel critico en la proliferacion y mantenimiento de las células NK y células T CD8 de
memoria); o (iii) por la estimulacion de otros tipos celulares criticos para la activacion de
ciertas células inmunes , tales como las CD que resultan clave para la activacion de células

T virgenes (Fuertes y col., 2013; Hervas-Stubbs y col., 2011).
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Trabajos previos del grupo demostraron que el tratamiento con poli A:U
acomplejado a PEI fue capaz de reducir significativamente el crecimiento tumoral en
ratones deficientes en TLR3, aunque de manera transitoria y con menor eficiencia que en
ratones wt. Estos resultados ponian en evidencia que, si bien la propia célula tumoral
puede contribuir positivamente a la disminucion del volumen tumoral, las células del
huésped también podian estar contribuyendo en el control del crecimiento tumoral
(Figura 1.6).

En nuestro modelo, manejamos como hipoétesis que, luego de la estimulacion local
con poli A:U, se induciria un microambiente proinflamatorio con la presencia de IFN-f,
el cual actuaria a nivel de las células del sistema inmune a través de su receptor IFNAR,
favoreciendo el orquestado de una respuesta antitumoral efectiva, descripta anteriormente
en la Parte II de la presente tesis. Es por esto que quisimos evaluar los efectos del
tratamiento con poli A:U en un contexto donde las células del huésped carecen de la
sefializacion inducida por IFN tipo I.

Por lo tanto, se indujeron tumores de melanoma murino B16 en ratones deficientes
en la cadena de baja afinidad del receptor para interferones tipo I (IFNAR17) y
procedimos a realizar el tratamiento tal cual se describio en la Parte | de este capitulo. De
esta manera, si el receptor IFNAR presente en las células del huésped estuviera
involucrado en la disminucion del crecimiento tumoral observada, no se deberian obtener
diferencias significativas en el volumen tumoral de los ratones IFNAR1”- entre ambos
grupos. Por el contrario, si no hubiese participacion alguna de IFNAR en el huésped o
fuese un fendmeno causado principalmente por la sefializacion via IFNAR presente en la
propia célula tumoral, entonces se deberian observar diferencias significativas en el
volumen tumoral de aquellos ratones tratados con poli A:U.

A partir del dia 9 p.i. se comenz6 con el tratamiento y a medida que fueron
administradas las sucesivas dosis de pAU, no observamos una disminucion
estadisticamente significativa del volumen tumoral, aun luego de completado el esquema
de 4 dosis respecto al grupo control (Figura I11.28-A).

Conforme a lo publicado en la literatura, los ratones deficientes en IFNAR tuvieron
una mayor susceptibilidad al desarrollo tumoral que los ratones wt (Spaapen y col., 2014)
(Figura 111.29). Comparando las medias del volumen tumoral al dia 20 p.i., pudimos
corroborar que ratones del grupo PBS y pAU en ratones IFNAR 1" presentaban tumores
significativamente mayores comparado al grupo de ratones PBS en la cepa wt (2,5 veces

mas).
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Figura 111.28. El tratamiento i.t. de melanoma murino B16 con poli A:U no modifica el
crecimiento tumoral y la sobrevida de los animales tratados IFNAR1”. A) El crecimiento
y volumen tumoral fue monitoreado dia de por medio (n= 8 /grupo). p=ns, mediante ANOVA
de dos vias. B) Curva de sobrevida de ratones IFNAR1” tratados segln se describe
anteriormente, mediana de sobrevida grupos PBS y pAU, 21y 21,5 p.i., respectivamente (n=
8/grupo), las curvas no difieren significativamente entre si, mediante Test Log-rank (Mantel-
Cox).

Ademas, al realizar el seguimiento en el tiempo de ambos grupos de ratones
IFNAR1”" portadores de tumor, observamos que el tratamiento con poli A:U no prolongd
la sobrevida de los ratones tratados respecto al grupo PBS (Figura I11.28-B).

Por lo tanto, las sefales intracelulares que los IFN-I generan via su receptor son
requeridas para el control del crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida de ratones
tratados 1.t. con poli A:U desnudo. Por el contrario, no podemos descartar la participacion
directa del receptor IFNAR presente en las células de melanoma B16.

Si bien estos resultados no permitieron discernir la posible fuente de IFN-I, resulto
evidente la participacion crucial y directa del receptor IFNAR en células del huésped.
Ademas, estos resultados indirectamente estarian indicando que tras la estimulacion con
poli A:U, hay una producciéon de IFN-I , al menos local, ya que la disminucién tumoral

observada en ratones wt del grupo pAU depende de la activacion del receptor IFNAR.

Estos resultados nos permitieron hipotetizar que tras la estimulacion local con el
ligando de TLRS3, se produciria IFN-I, el cual seria reconocido por su receptor IFNAR

presente en las células del huésped, posiblemente células del sistema inmune, que
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generarian cambios fenotipicos y funcionales en éstas células, resultando fundamental

para el control del volumen tumoral y el aumento de la sobrevida de los animales tratados.

4000

Figura 111.29. Los tumores B16 en
ratones wt son significativamente
menores que en ratones IFNAR1". Las
barras indican la media £SEM del volumen
tumoral al dia 20 p.i. en ratones de ambas
cepas del grupo PBS y pAU (n=8/grupo). *
p < 0,05 **p < 0,01; *** p < 0,001:
mediante ANOVA de 1 via.
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ANALISIS DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U SOBRE EL INFILTRADO
LEUCOCITARIO EN RATONES IFNAR1”"

A continuacién, quisimos evaluar si la carencia de la sefial dada por los IFN-I que
se producia en el microambiente tumoral, podria estar afectando la llegada de leucocitos
al tumor. Con este fin, se realizaron cortes de tumores de ambos grupos experimentales
al dia 17 p.i. y se procedio a la marcacién con DAPI y anti CD45, tal cual lo hicimos
previamente en ratones wt y se muestra en la Figura I11.11-A (parte 1). EI analisis por
microscopia confocal determind que tras el tratamiento con poli A:U, no se incrementd
la presencia de células CD45+ en tumor, comparado al grupo PBS en ratones deficientes
en el receptor IFNAR (Figura 111.30-A). De hecho, resulté muy dificil poder obtener
fotografias con presencia de células CD45+ por encontrarse en baja densidad en tumor;
en algunos campos se pudo observar que su distribucion en la arquitectura del tumor fue

fundamentalmente a nivel de la vasculatura y mucho menos frecuente en parénquima.

Estos resultados fueron confirmados mediante el analisis por citometria de flujo de
TILs, ya que el grupo pAU presentd similar niamero de células CD45+ por gramo de
tumor comparado al grupo PBS (2,08+0,38 vs 2,22+0,51 TILs/g de tumor) (Figura 111.30-
B). Por lo tanto, el tratamiento i.t. con poli A:U en ratones IFNAR1” no produjo cambios
en el infiltrado leucocitario en tumor, revelando que las sefiales via IFNAR son un proceso

necesario para la migracion y reclutamiento de células del sistema inmune a tumor.
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Figura 111.30. El tratamiento con poli A:U no modifica el nUmero de células CD45+
infiltrantes de tumor en ratones IFNAR1”. A) Fotografias representativas de secciones de
tumores provenientes de ratones de ambos grupos, fueron marcadas con DAPI y anti-CD45-
Alexa546. B) Las suspensiones celulares provenientes de tumor fueron marcadas con anti-
CD45-APCcy7 y cuantificadas por citometria de flujo. Las barras representan la media +SD,
* p< 0,05; mediante test T.

ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE LAS CD EN RATONES IFNAR1” PORTADORES DE
TUMOR

La funcién principal de las CD es la captacion y el procesamiento de antigenos para
la presentacion a células T. Los IFN tipo | tienen multiples efectos en las CD, afectando
su diferenciacion, maduracién y migracion (Hervas-Stubbs y col., 2011). Por
consiguiente, quisimos estudiar si la reduccion de infiltrado leucocitario en ausencia de
IFNRAL, podria verse acompafiada por una disminucion en la funcionalidad de las CD.
Teniendo en cuenta que en nuestro modelo en ratones wt, el tratamiento i.t. con poli A:U
modificd el estado de activacion de las células CD11c+, analizamos esta poblacion en
ganglio y tumor de ratones IFNAR1" al dia 15 p.i. (luego de administradas 3 dosis).

El analisis por citometria de flujo de la poblacion CD11c+ indic6 que el tratamiento
con poli A:U no modificé el porcentaje de células CD45+ CD11c+ infiltrantes de tumor
que expresaban las moléculas CD40 y CD86 (Figura 111.31-A). Ademas, no observamos
diferencias en la IFM de CD40 y CD86 en células CD45+ CD11c+ que infiltran tumor
(Figura 111.31-B). Cuando comparamos éstas moléculas coestimulatorias en células

CD11c+ residentes de GD, no observamos cambios luego del tratamiento.

Cuando evaluamos las células CD45+CD11c+ productoras de IL-12 infiltrando
tumor, no observamos diferencias ni en porcentajes ni en IFM entre los tratamientos. Este
hallazgo se correlacion6 con los resultados obtenidos de CD IL-12+ en GD (Figura I11.31-
B).
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Cabe destacar que sorpresivamente, los valores basales (grupo PBS) de CD86
evaluados en GD de ratones IFNAR1” (Figura 111.31) se encontraban aumentados

respecto a los valores basales obtenidos en GD de ratones wt (Figura 111.13).

En conjunto, estos resultados estarian indicando que la presencia y sefializacion de
IFN-1 favoreceria el estado de maduracion de las CD tras la estimulacion con poli A:U, y
a su vez incrementaria la frecuencia de células productoras de IL-12, clave para montar

una respuesta Th1l antitumoral.
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Figura 111.31. Poli A:U no modifica la expresion de moléculas coestimulatorias e 1L-12
en células CD45+CD11c+ infiltrantes de tumor en ratones IFNAR1”. A) Histogramas
representativos del % de células CD45+CD11c+ que expresan CD40, CD86 e IL12 en
tumores del grupo PBS y pAU. Los nimeros indican media £SD, en negrita pAU. B) Las
barras representan la media +SD de la intensidad de fluorescencia media (IFM), de células
CD45+CD11c+ infiltrantes de tumor (TILs) y en GD. p> 0,05; mediante ANOVA de 1 via
(n=6/grupo; dia 15 p.i.).

ESTUDIO DEL EFECTO DE POLI A:U SOBRE EL INFILTRADO LINFOCITARIO EN RATONES
IFNARL"

Varios estudios sugieren que los IFN-I pueden ejercer un efecto directo sobre las
células T y particularmente sobre los linfocitos T CD8. Se ha reportado que los IFN-I
promueven la produccion de IFN-y por parte de LiT CD8 en una manera dependiente de
STAT4 (Srivastava y col., 2014) y son capaces de promover la supervivencia de las LiT
CD8 en ratones wt, pero no en ratones deficientes en IFNAR (Starbeck-Miller y col.,
2014). Kolumam y col. (2005) aportaron datos contundentes de que las células T CD8
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son blanco directo de la estimulacion mediada por IFN-I in vivo. Mediante la transferencia
adoptiva de LiT CD8 especificos del virus de la coriomeningitis linfocitica provenientes
de ratones IFNAR”- 0 wt a ratones huéspedes wt, demostraron que los IFN-I son capaces
de actuar directamente sobre las células T CD8, permitiendo su expansion clonal y

diferenciacion a célula de memoria (Tough, 2012).

Teniendo en cuenta los datos aportados por la literatura, quisimos evaluar si la
sefializacion en respuesta a IFN-1 producidos tras la estimulacién con poli A:U, afecta al
compartimiento de LiT. Para ello, evaluamos los porcentajes de células T CD4+ y CD8+
infiltrantes de tumor al dia 15 p.i., en ratones IFNAR1”- de ambos grupos.

Como se puede observar en la Figura 111.32-A, el tratamiento con poli A:U no
modificé significativamente la presencia de LiT infiltrantes de tumor comparado a PBS
(16,2+2,1 vs 14,7+5,9 % respectivamente). En linea con este resultado, tampoco se vio
alterada la relacion de TILs CD45+ CD4+ y CD8+ en el grupo pAU, con respecto a lo
que ocurrio en el grupo PBS (aproximadamente 2:1 para ambos grupos). Estos resultados
fueron muy llamativos teniendo presente aquellos obtenidos en ratones wt (relacion
CD4/CD8 para el grupo PBS de 1:1, y para el grupo pAU 1:3) (Figura 111.14).

o

A PBS pAU
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5.1+1.2
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Figura 111.32. Poli A:U no modifica el infiltrado de LiT hacia tumor. A) Gréficos de
puntos representativos del % de células CD4 y CD8 dentro del gate CD45+CD11c- en
tumores del grupo PBS y pAU. Los nimeros indican media £SD. B) Las barras representan
la media £SD de los porcentajes de células CD8+ Ly6C+ infiltrantes de tumor (TILS) y en
GD. * p< 0,05; mediante test T (n=6/grupo; dia 15 p.i.).

Teniendo en cuenta estos datos, quisimos analizar si la falta de sefializacion via
receptor IFNAR podria estar afectando el fenotipo de estas células. Para ello, analizamos
la expresion de la molécula Ly6C en LiT CD8+ infiltrantes de tumor y en GD. Los
resultados mostraron un aumento significativo en la poblacién CD8+ Ly6C+ en TILs de
tumores que recibieron poli A:U (37,5£5,5 %) respecto al grupo PBS (30,8+1,9 %). Por
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otro lado, el andlisis de esta poblacién en GD no arrojo diferencias entre los tratamientos
PBSy pAU (17,6+2,4 vs 17+1,3 % respectivamente) (Figura 111.32-B).

En conclusion, el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo en ratones IFNAR1” no
alter el infiltrado de LiT al tumor, ni modifico la relacion CD4/CD8.

ANALISIS DEL TRATAMIENTO I.T. CON POLI A:U EN CELULAS T REGULADORAS
IFNAR1"

Para analizar lo que ocurria con las células Treg en ausencia de sefializacion via
IFN-I en nuestro modelo, generamos tumores B16 en ratones IFNAR1”. En la Figura
111.33-A se observa el desarrollo tumoral al dia del sacrificio (17 p.i.) luego de completado
el esquema del tratamiento en ambos grupos. Para poder identificar la poblacion de Treg
se emple6 marcacién intracelular mediante un anticuerpo dirigido al factor de

transcripcion Foxp3, en combinacidn con otras marcas de superficie.
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Figura 111.33. El tratamiento i.t. con poli A:U no modifica el nimero de células Treg en
ratones IFNAR1”. A) Las barras representan la media +SEM del peso del tumor al dia del
sacrificio (n=7/grupo; dia 17 p.i.). B) Graficos de dispersion de puntos del nimero de células
Foxp3+ (gate en CD45+CD4+) en tumores y GD del grupo PBS y pAU. p >0,05; mediante
test T.

No observamos diferencias significativas en el nimero de células T CD4+ Foxp3+
por millon de células CD45+ infiltrantes de tumor entre ambos grupos de ratones
IFNAR1” (Figura 111.33-A). Ademas, el andlisis de dicha poblacién en GD de ambos
grupos mostro similares niveles de células Treg (Figura 111.33-B).

A continuacién, evaluamos los niveles de expresion de Foxp3 dentro de la

poblacién de LiT CD4+CD25+, y no observamos diferencias tanto en porcentaje como
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en IFM en TILs aislados de tumores de ambos grupos (Figura 111.34-A y B). A su vez,

cuando analizamos el porcentaje e IFM en GD de ratones de ambos grupos no

encontramos diferencias significativas entre los mismos (Figura 111.34-B).
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Figura I111.34. El tratamiento i.t. con poli A:U no altera el nUmero de células Treg LAP+
en tumor. A) Gréficos representativos de densidad de puntos de CD4 vs FOXP3 en TILs de
ambos grupos (gate en CD45+). Los valores indicados representan la media +SEM. B) Los
graficos de barra representan la media +SEM del % (izquierda) e IFM (derecha) de células
FOXP3+ (gate en CD45+CD4+CD25+) en TILs y GD. C) Las barras representan la media
+SEM del % (arriba) e IFM (abajo) de células LAP+ (gate en CD45+CD4+CD25+FOXP3+)
en TILs aislados de tumores de ambos grupos. * p< 0,05; mediante test T (n=6/grupo; dia 17

Por ultimo, quisimos analizar la proporcion de células Treg LAP+. Como se puede

observar en la Figura 111.34-C, las células CD45+CD4+CD25+Foxp3+ recuperadas de

tumores tratados con poli A:U, expresaron porcentajes significativamente aumentados del

marcador LAP. Este aumento no se vio reflejado cuando analizamos la IFM de dicha

poblacion.

Por lo tanto, a partir de estos resultados pudimos concluir que luego del tratamiento

con poli A:U, la ausencia de sefiales producidas por IFN-I no modifica la presencia de

células Treg, que a su vez expresan similares niveles de Foxp3 en el microambiente

tumoral.

David Andrés Nocera

103



Capitulo Il Resultados

ANALISIS DE LA CAPACIDAD DE POLI A:U DE POTENCIAR LA RESPUESTA INMUNE
ESPECIFICA CONTRA ANTIGENOS TUMORALES EN RATONES IFNAR1-

Por ultimo, para poder evaluar la funcién efectora de LiT CD4+ y CD8+ antigeno-
especifico de tumor, transferimos células esplénicas obtenidas por cell sorting
provenientes de ratones transgénicos OTI y OTII a ratones portadores de tumores B16ova
que habian recibido dos dosis de poli A:U (dia 12 p.i.). Seis dias mas tarde, analizamos
la capacidad de estas células de producir IFN-y, y la expresion en superficie del marcador

CD107a, en ambos grupos experimentales (Figura I11.35).

El anlisis funcional de la respuesta antigeno especifica contra el tumor mediante
la medicion de IFN-y, demostrd que no hubo diferencias en la frecuencia y en la IFM de
células OTI+IFN-y+ y OTII+IFN-y+ en tumores de ratones transferidos IFNAR1” de
ambos grupos (Figura 111.35-A). Resultados similares se obtuvieron al analizar la IFM de
células productoras de IFN-y OTI y OTII del grupo pAU vs PBS en tumor. Ademas, en
las células OTI infiltrando tumores tratados con pAU, no se observaron diferencias en la

expresion del marcador de CD107a tanto en porcentaje como en IFM (Figura 111.35-B).
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Figura 111.35. Poli A:U no modifica la respuesta inmune antigeno especifica en GD ni en
tumor. A) Histogramas representativos del porcentaje de células OTI que expresan CD107a
(panel izquierdo), IFN-y (panel central) y porcentaje de células OTIIl que expresan IFN-y
(panel derecho) recuperadas en tumor. Los numeros representan la media £SD, en negrita
pAU. B) Los gréaficos de barras muestran la media £SD intensidad de fluorescencia media
para células OTI+CD107a+ (izquierda), OTI+IFN-y+ (centro) e IFM de células OTI+IFN-y+
(derecha). p> 0,05, mediante ANOVA de 1 via.

David Andrés Nocera 104



Capitulo Il Resultados

Asimismo, no se hallaron diferencias significativas en el porcentaje ni en la IFM de
células OTI y OTII productoras de IFN-y u OTI CD107a+ recuperadas de GD entre
ambos grupos (Figura 111.35-B).

Por lo tanto, la ausencia de sefializacion via IFNAR en células del sitema inmune
del huésped (peronoen Li OTIy OTII), impidio el efecto de poli A:U sobre la produccion
de IFN-y y la expresion de CD107a en LiT CD4 y CD8 antigeno-especificos, a diferencia
de su contraparte wt (Figura 111.19).
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CONCLUSIONES PARTE |11

1.

El tratamiento i.t. con poli A:U desnudo no modifica la expresion de TLR3 presente

en las células B16 tanto en ratones wt como en IFNAR1™".

La estimulacion in vitro de células B16 con poli A:U desnudo no promueve la

produccion de IFN- por parte de la célula tumoral.

El tratamiento i.t. con poli A:U desnudo produce un fuerte induccion local de IFN-f
a las 6 hs post tratamiento, que decae en intensidad con el correr de los dias, a menos
que se administre una segunda dosis de poli A:U.

Las células LysM+ y CD11c+ son las principales responsables de la produccion de

IFN-B en tumor y ganglio, luego del tratamiento i.t. con poli A:U desnudo.

El tratamiento i.t. con poli A:U desnudo, aumenta la expresion de TLR3 en células
CD11b+ Grl+, CD11c+ y CD11b+ F4/80+ infiltrantes de tumor en ratones wt pero
no en ratones IFNAR1",

Las moléculas IRF3 y UNC93B1 son cruciales y participan directamente en la
induccion de IFN-B en tumor y ganglio, luego del tratamiento i.t. con poli A:U

desnudo.

La sefializacion via el receptor de IFNAR presente en células de huésped esta
involucrada en el control del crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida

observado en nuestro modelo preclinico de terapia intratumoral con poli A:U.

Los tumores B16 en ratones wt son significativamente menores que en ratones
IFNAR1".

El tratamiento i.t. con poli A:U desnudo en ratones IFNAR1":

9. no modifica el nimero de células CD45+ infiltrando tumor.

10. no afecta el porcentaje de células CD11c+ maduras (CD40+ CD86+) productoras
de IL-12 que infiltran tumor.

11. no modifica el porcentaje de LiT CD8+ infiltrantes de tumor ni la relacion

CD4/CD8, pero aumenta el porcentaje de células CD8+ Ly6C+ en tumor.

12. no afecta el nimero de células CD4+ Foxp3+ en GD ni en tumor, ni tampoco el
porcentaje de células CD4+ CD25+ Foxp3+ LAP+ en tumor.

13. no favorece un perfil de respuesta Th1 antigeno especifica en tumor.
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PARTE IV: DESARROLLO DE TERAPIA COMBINADA
ANTITUMORAL EN MODELOS PRECLINICOS

UTILIZANDO QUIMIOTERAPEUTICOS
CONVENCIONALES Y AGONISTAS DE RECEPTORES
TIPO TOLL 3

OBJETIVO ESPECIFICO IV: EVALUAR LA EFICACIA DE LA
ADMINISTRACION CONJUNTA DE POLI A:U Y ANTINEOPLASICOS
CONVENCIONALES EN MODELOS PRECLINICOS DE TERAPIA
COMBINADA.
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ESTUDIO DE EFICACIA DE LA ADMINISTRACION CONJUNTA DE POLI AU Y
DOXORUBICINA EN MODELOS PRECLINICOS DE TERAPIA COMBINADA

Doxorubicina, es un antibidtico (antraciclina) de primera linea que se ha utilizado
para el tratamiento del cancer durante méas de 30 afios. Mientras que puede proporcionar
la cura en muchos casos, doxorubicina tiene la contraparte negativa de causar toxicidad
en la mayoria de los dérganos principales, especialmente ha sido asociada a
cardiotoxicidad, lo que obliga a que el tratamiento sea dosis-limitante (Tamargo y col.,
2015;Kalam & Marwick, 2013).

Dentro de los principales mecanismos de accion de doxorubicina se pueden
mencionar: i) capacidad de union a enzimas asociadas al ADN como topoisomerasa | y
I, afectando el desenrrollamiento de las hebras y por ende la transcripcion; ii)
intercalante de bases en el ADN; iii) activacion de varias sefiales moleculares de AMPK
(proteina quinasa inductora de la apoptosis activada por AMP) alterando el balance Bcl-
2/Bax y conduciendo a la apoptosis (Tacar y col., 2013). Ademas, recientemente se ha
demostrado que las antraciclinas estimulan la produccién de IFN-1 por parte de células
malignas, lo cual seria crucial para una respuesta éptima a la quimioterapia (Sistigu y
col., 2014).

Teniendo en cuenta los “éxitos y desventuras” del uso de antraciclinas para el
tratamiento del cancer, sumado a los resultados obtenidos en nuestro modelo preclinico
de administracion terapéutica de poli A:U, quisimos evaluar la eficacia de la terapia
combinada administrando simultaneamente poli A:U y doxorubicina en ratones
portadores de tumores B16. Para ello, utilizamos dos dosis distintas de doxorubicina
(12,5 y 2,5 mg/kg) y mantuvimos las condiciones y el esquema experimental de
administracion de poli A:U (Figura 111.36). La eleccién de las concentraciones de
doxorubicina se realiz6 en base a los reportes en bibliografia de las dosis empleadas
actualmente en humanos, en ensayos clinicos y preclinicos (Al-Jamal y col., 2013;
Formelli y col., 1988; Jeung y col., 2008; Nakasone y col., 2012; Shurin y col., 2009;
Sturgeon y col., 2014; Tacar y col., 2013; J.-Y. Zhao y col., 2014).

Brevemente, inoculamos 1x10® células B16 en ratones C57BL/6 y once dias
después, los dividimos al azar en seis grupos experimentales: PBS (inyectados con 200
pl del vehiculo), pAU (50 ug/dosis), DOXO (en altas dosis de 0,25 mg/ratdn),
DOXO/pAU (altas dosis de 0,25 mg/raton en combinacion con poli A:U 50 ug/dosis),
Doxo (en bajas dosis de 0,05 mg /ratén) y Doxo/pAU (bajas dosis de 0,05 mg/raton en
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combinacion con poli A:U 50 pg/dosis). Tanto el tratamiento con PBS como con poli
A:U, en los distintos grupos experimentales, consistio en la inyeccion i.t. de 4 dosis
administradas dia de por medio, mientras que doxorubicina fue administrada via i.v. y

consistio en 2 dosis espaciadas por 7 dias una de otra (Figura 111.36).

Seguimiento deltumeory ia sobrevida de ratones tratados

Dia 0 > 15 17 hagd 211 >Dia 30

& o 13
——— S, ﬂ i:— - - obtencion
| J

de sangre:

cs7BL/S |. 250yl PBS i.t. (PBS) analisis
I1. 50 ug pAU/250pI PBS i.t. (PAU) bioguimico

1x106 B16 s.c.

lll. Doxo 0,25mg/ratdni.v. (DOXO)

IV. Doxo 0,25mg/raton i.v.+ 50 ug pAU i.t. (DOXO/pAU)
V. Doxo 0,05mg/ratén i.v. (Doxo)

VI. Doxo 0,05mg/raton i.v.+ 50 ug pAU i.t. (Doxo/pAU)

Figura 111.36. Esquema del modelo preclinico empleado para el estudio de la terapia
combinada doxorubicina-poli A:U.

El analisis de las curvas de crecimiento tumoral indic6 que hubo una disminucién
significativa en el volumen tumoral en ratones de todos los grupos tratados (pAU, Doxo,
Doxo/pAU, DOXO y DOXO/pAU) respecto al grupo PBS (Figura 111.37-A). Estas
diferencias se pudieron percibir notablemente a partir del dia 17 p.i., una vez completado
el esquema de 4 dosis de poli A:U y luego de 6 dias de haber recibido la primer dosis de
doxorubicina (p<0,05).

Asimismo, se observo diferencias significativas en las curvas de crecimiento del
grupo que recibio la terapia combinada Doxo/pAU vs el grupo que recibi6 la monoterapia
con Doxo (p<0.05). Contrariamente, el grupo DOXO/pAU no manifesto un crecimiento
tumoral diferente al observado en el grupo DOXO. Ademas, no hallamos diferencias
estadisticamente significativas al comparar ambos grupos de terapias combinadas
(Doxo/pAU y DOXO/pAU) con el tratamiento monoterapico de poli A:U (pAU).
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Figura 111.37. Efecto de la terapia combinada doxorrubicina/poli A:U en modelo
preclinico sobre el crecimiento y la sobrevida de ratones portadores de tumores B16. A)
Curvas de crecimiento tumoral en ratones tratados con PBS, pAU, Doxo (monoterapia en
bajas dosis, 0,05 mg/raton), Doxo/pAU, DOXO (monoterapia en altas dosis, 0,25 mg/ratén)
y DOXO/pAU. Los datos se muestran como media £ SEM de 2 experimentos independientes
(n= 15 ratones /grupo). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; Bonferroni pos test en ANOVA de
2 vias. B) Curvas de sobrevida de los grupos de ratones en “A”. Las medianas de sobrevida
se indican entre paréntesis. *p<0,05; ***p<0,001; mediante Test Log-rank (Mantel-Cox).
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A continuacion, evaluamos el impacto del tratamiento en la sobrevida de los ratones
portadores de tumor. Si bien la curva de crecimiento tumoral del grupo DOXO/pAU
mostré una tendencia a una mayor disminucion, la sobrevida de estos ratones fue similar
a la del grupo PBS (medianas de sobrevida, dias 20 y 23,5 p.i. respectivamente). En linea
con estos resultados, la monoterapia con DOXO tampoco fue beneficiosa para la
sobrevida de los ratones tratados, ya que el 50 % de los ratones murieron al dia 24 p.i
(mediana de sobrevida: 24,5) (Figura 111.37-B).

Por lo tanto la administracién de doxorubicina en altas dosis para ambos
tratamientos (DOXO y DOXO/pAU) resulto perjudicial para la sobrevida de los ratones
portadores de tumor B16 tratados. Esto también fue evidente a simple vista, ya que al
menos un 40-60 % de los ratones en estos grupos presentaban una sintomatologia
relacionadas a anomalias en el movimiento, hematoma en la zona del tumor y caquexia
(datos empiricos no mostrados).

Por otro lado, el tratamiento con doxorubicina en bajas dosis mejoro
significativamente la sobrevida de los ratones tratados respecto al grupo PBS, mientras
que en los grupos pAU y Doxo/pAU la sobrevida se increment6 aun mas. Si bien la
mediana de sobrevida para el grupo Doxo fue el dia 28,5 p.i., el 50 % de los ratones de
los grupos pAU y Doxo/pAU sobrevivieron hasta los dias 34 y 39 p.i. respectivamente
(p<0,05).

Dicho de otra forma, comparando las medianas de sobrevida, el tratamiento i.v. con
Doxo en baja dosis aumento significativamente un 19 % la mediana de sobrevida de los
ratones, el tratamiento i.t. con poli A:U lo hizo en un 44,7 %, y el tratamiento combinado
Doxo/pAU aument6 la mediana de sobrevida de los ratones en un 65,9 %. Ademas, cabe
destacar que, la terapia combinada aumento la sobrevida respecto a la monoterapia con
Doxo. Si bien no hubo diferencias significativas entre ambos tratamientos que emplean
poli A:U, los ratones del grupo Doxo/pAU tuvieron un 15% mas de sobrevida respecto al
grupo pAU.

Por lo tanto, podemos decir que la terapia combinada Doxo/pAU demostré tener la
mayor eficacia y un efecto sinérgico favorable teniendo en cuenta la efectividad
dosis/respuesta en la reduccion del volumen del tumor y la sobrevida de los animales

tratados.
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ESTUDIO DEL EFECTO DE LA TERAPIA COMBINADA SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS
DE LOS RATONES TRATADOS

Dentro de los efectos adversos en terapias que emplean antraciclinas, se pueden
describir la induccion de la apoptosis y necrosis en el tejido sano del paciente, pudiendo
causar toxicidad en cerebro, higado, rifidn y corazon (Tacar y col., 2013). Por lo tanto,
result6 esencial evaluar los efectos que pudiera provocar la utilizacion de doxorubicina
en nuestro modelo preclinico. Para ello, evaluamos los niveles sanguineos de enzimas
clave: ALT (alanina aminotransferasa) y AST (aspartato aminotransferasa), ambas
implicadas en la funcion hepatica, CK (creatinin quinasa), una enzima indicadora de
insuficiencia cardiaca, y LDH (lactato deshidrogenasa), una enzima que indica dafio
tisular. Para ello, se obtuvo sangre al dia 21 p.i. de ratones representativos de cada
tratamiento (n=5/grupo), y se procedio al analisis de estas enzimas, seteando los niveles

normales con plasma proveniente de ratones libres de tumor (control) (Figura 111.38).
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Figura 111.38. La terapia combinada Doxo/pAU presenta reducida toxicidad respecto a
la monoterapia Doxo. Al dia 21 p.i. se obtuvo sangre de 5 ratones representativos de cada
grupo experimental y se analizaron los valores enzimaticos séricos de aspartato transaminasa
(AST) (A), alanina aminotransferasa (ALT) (B), lactato deshidrogenasa (LDH) (C) creatinina
quinasa total (CK-Nac) (D). Los datos se muestran como media £ SD de 2 experimentos
independientes y la linea punteada representa la media de los parametros medidos en ratones
libres de tumor (n=5 ratones/grupo). * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, Bonferroni post test
sobre ANOVA de 1 via.

David Andrés Nocera 112



Capitulo Il Resultados

Los ratones tratados del grupo pAU mostraron niveles enzimaticos similares a los
encontrados en ratones del grupo control (Figura 111.38). Por el contrario, y acorde a la
literatura, observamos un aumento severo en todos los niveles enzimaticos en los
animales tratados con doxorubicina monoterapia tanto en bajas como en altas dosis (Zhu
y col., 2014; Tacar y col., 2013; Carvalho y col., 2009). Sorprendentemente, la terapia
combinada Doxo/pAU disminuyd los valores de ALT, AST, LDH y CK en comparacion
con los niveles de Doxo-monoterapia, hasta incluso reducirlos a valores muy cercanos a
los encontrados en ratones control (Figura 111.38). Sin embargo, la terapia combinada
DOXO/pAU tuvo efectos menos claros sobre los parametros evaluados: ya que por un
lado mejoro los niveles de AST y principalmente de CK, aunque no modificé los niveles
de ALT y LDH respecto a la monoterapia DOXO.

Para concluir la tabla I11.1 resume otros pardmetros bioquimicos y hematoldgicos
analizados que también resultaron interesantes para contextualizar los efectos de los

distintos tratamientos ensayados en la presente tesis.

En cuanto a los niveles de &cido Urico, no variaron significativamente entre los
grupos pAU, Doxo, Doxo/pAU y DOXO; aunque si observamos un aumento en 1,8 veces

en aquellos ratones del grupo DOXO/pAU respecto al grupo control (p<0,05).

Por altimo, analizamos parametros hematolégicos como el recuento de leucocitos
(WBC) y gldbulos rojos en sangre asi como los niveles de hemoglobina (HGB) vy el
hematocrito (HCT), los cuales pueden verse afectados como consecuencia de la
quimioterapia (Uhm y col., 2009). Si bien el tratamiento con poli A:U o doxorubicina
disminuy6 significativamente el recuento de glébulos blancos, la combinacion de
doxorubicina en altas dosis con poli A:U (DOXO/pAU) disminuyd marcadamente los
valores hallados de WBC respecto al grupo control. Asimismo, el recuento de glébulos
rojos y el HCT sdlo se vieron disminuidos en el grupo DOXO/pAU (p <0,05), mientras
que los niveles de HGB no se modificaron significativamente en ninguno de los

tratamientos respecto al valor control.
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grupo /

__parametro
Creatinina

(mg/dL)
Ac. Urico
(mg/dL)
ALP (U/L) 1243 4,1 135,3+4,8 79 #3,1 * 105,7 #11,9 83,7176 * 118+17,4 48 +5,7 ***

control PBS pAU Doxo Doxo/pAU DOXO DOXO0/pAU

0,14+0,03 0,11+0,01 0,097+0,03 0,07+0,03 0,083%0,03 0,10+0,04 0,050,03*

3,6 +0,85 3914 4,3 +0,85 5,2 £2,09 4,2 +0,26 5,719 7,1+0,97 *

WBC (10°/ul) | 6,68 +1,5 4,79 1,1 3,371 * 3,75+1,3* 4,14 +0,9 2,790,4* 1,98 #0,7 **

RBC (10°%/ul) 8,05 0,9 6,66 0,9 6,9 10,9 6,03 +1,3 6,62 0,8 6,85 0,5 4,99 +1,2 *

HGB (g/dL) 13,2 +0,4 12,2 +0,9 12,2 41,5 9,5+2,6 9,8 1,2 9,1+2,1 8,3 %2

HCT (%) 44 +3,1 35+4,8 41,7 £3,7 31,2 48,2 35,1 44,2 39 +6 26 16,4 *

Tabla I11.1. Parametros bioquimicos y hematolégicos medidos en ratones tratados con
las distintas terapias. ALP= fosfatasa alcalina; WBC= globulos blancos; RBC= glébulos
rojos; HGB= hemoglobina; HCT= hematocrito. Los valores indican la media £ SD. * p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, muestran las diferencias significativas respecto al control,
Bonferroni post test en ANOVA de 1 via.

Por lo tanto, estos resultados sumados a los valores enzimaticos anteriormente
descriptos, fueron reveladores ya que sugieren que la terapia combinada doxorubicina en
bajas dosis y poli A:U no sélo mejora el control de crecimiento del tumor sino que
también reduce los efectos secundarios toxicos en comparacién con la monoterapia
doxorubicina en baja y alta dosis, y la terapia combinada DOXO/pAU.
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CONCLUSIONES PARTE IV
1. Laterapia combinada Doxo/pAU demuestra un efecto sinérgico favorable, respecto a
los demas tratamientos empleados, para el control del crecimiento tumoral y el

aumento de la sobrevida de los ratones tratados.

2. La terapia combinada Doxo/pAU muestra menos toxicidad, ya que disminuye los
niveles eziméaticos de ALT, AST, LDH y CK en comparacion con los niveles

encontrados en ratones tratados con Doxo-monoterapia.

3. Los ratones que recibieron las terapias DOXO y DOXO/pAU presentan aumentada

toxicidad, respecto a los ratones de los demas tratamientos empleados.

4. La terapia combinada Doxo/pAU demuestra tener mayor eficacia, con efecto
beneficioso sobre el control del crecimiento tumoral/sobrevida de los ratones tratados,
reduciendo los efectos toxicos secundarios de doxorubicina.

David Andrés Nocera 115



CAPITULO IV: DISCUSION



Capitulo IV Discusion

GENERALIDADES SOBRE EL MODELO PRECLINICO

En la actualidad se encuentran en evaluacion preclinica y clinica multiples
estrategias de inmunoterapia contra el cancer. Algunas de ellas implican la administracion
de agentes inmunoestimuladores como las citocinas que tienen el objetivo de inducir
inmunidad contra las células tumorales (Aranda y col., 2014; Hussein, y col., 2014;
Vacchelli, y col., 2013; Bolhassani, y col., 2011). Desafortunadamente, la administracién
sistémica de citocinas recombinantes como IFN-f3 e IL-12, tiene importantes limitaciones
debido principalmente a su corta vida media, a la administracion en cantidades
farmacologicas que pueden tener efectos contrarios a los buscados y a la posibilidad de
generar toxicidad sistémica (Antonelli y col., 2015; Wang y col., 2011; Lee & Margolin,
2011). Es por esto que la administracion local, podria ayudar a mejorar su efecto
terapéutico al mismo tiempo que se pueden emplear dosis mucho mas bajas, limitando a
su vez efectos sistémicos y por ende potencial toxicidad (Jeught, y col., 2014; Mahvi y
col., 2007; Qian y col., 2006).

La inyeccion intratumoral directa de agentes contra el cancer se ha evaluado
extensamente en las ultimas décadas. Sin embargo, hasta ahora no ha logrado establecerse
como una via alternativa de administracion en la practica clinica habitual (Marabelle y
col., 2014; Kar y col., 2011; Sterman y col., 2006).

Durante el desarrollo de la presente tesis, establecimos un modelo experimental
terapéutico de inyeccion intratumoral del ligando de TLR3, poli A:U. Optamos por la
administracion local, con la idea de poder focalizar nuestro estudio al sitio del tumor,
reduciendo la posibilidad de tener efectos sistémicos no deseados.

Decidimos emplear poli A:U desnudo, por varias razones:

i) si bien los AN “libres” son mas sensibles a la actividad de endonucleasas
plasmaticas, estudios farmacocinéticos indican que la administracion local en el tejido
puede aumentar su biodisponibilidad (Juliano y col., 2009);

ii) ademas, se ha reportado que la endocitosis y pinocitosis son los principales
mecanismos que operan en la internalizaciéon de AN (Y. Wang y col., 2015; Loke y col.,
1989); por lo tanto los oligonucledtidos desnudos tienden a localizarse en
endosomas/lisosomas, hecho que resulta favorable para el reconocimiento de poli A:U
por TLR3 (Dias & Stein, 2002);

iii) con el fin de poder direccionar la captacion del ARNdc a células de linaje mieloide
(como Mg y CD), que tienen mayor capacidad endocitica respecto a las c¢lulas tumorales

en particular (Lorenzi y col., 2011; Peiser y col., 2002; Loke y col., 1989);
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IV) por otro lado, la utilizacion de poli A:U desnudo, es decir, sin ser acomplejado a
ninguna otra sustancia tales como liposomas, carrier, o nanoparticulas, nos permitié un
claro abordaje de los efectos del tratamiento en si mismo, evitando otras variables que
pudieran influenciar/complejizar nuestro estudio.

La mayoria de los esquemas terapéuticos que emplean ligandos de TLR3 hasta
ahora han utilizado otras vias de administracion o han acomplejado el mimético de
ARN(dc viral a un agente de transfeccion que facilite su entrada en la célula para poder
desarrollar una respuesta antitumoral efectiva (Conforti y col., 2010; Matsumoto y col.,
2015). Nuestros resultados obtenidos en el esquema experimental empleado en la presente
tesis, soportan ampliamente el uso de poli A:U desnudo para inmunoterapia contra el
cancer, promoviendo una importante induccion de IFN-B, una buena respuesta de los
ratones al tratamiento asociada con una fuerte inmunidad antitumoral, traduciéndose en
una marcada disminucion en el crecimiento del tumor y en un considerable aumento de
la sobrevida.

La linea de melanoma B16 ha sido ampliamente usada como modelo clasico de
estudio del cancer en raton desde su inmortalizacion por el grupo de Fidler en 1973 (Fidler
y col., 1973). Partiendo de la base que trabajamos con modelos sélidos de tumores
sumamente agresivos, a partir de lineas celulares que han sufrido procesos de seleccion
por inmunoedicién in vivo y seleccion in vitro (Fidler y col., 1976; Mittal y col., 2014),
resulta 16gico pensar que no hayamos visualizado fendémenos de regresion completa del
tumor.

Ademas, demostramos que la estrategia terapéutica con poli A:U desnudo fue
reproducible en otros modelos de cancer murino en el background genético C57BL/6
como en adenocarcinoma de vejiga MB49 y en linfoma E.G70ova logrando visualizar
disminucién del crecimiento tumoral y aumento de la sobrevida de los ratones tratados.

Teniendo en cuenta que la cepa C57BL/6 es mas refractaria a desarrollar tumores
comparado con la cepa BALB/c (http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html), debido a
diferencias en el background genético, quisimos validar nuestro esquema terapéutico en
tumores singénicos BALB/c como carcinoma de mama 4T1 y adenocarcinoma de colon
CT26. Si bien hubo diferencias en la eficacia entre ambos modelos, en ratones BALB/c
observamos un retardo del crecimiento tumoral entre los tratamientos aunque esto no fue
acompafiado de un aumento significativo en la sobrevida.

Estos resultados estan en linea con la literatura ya que se ha reportado ampliamente

que las cepas de ratones C57BL/6 y BALB/c estan prototipicamente asociadas a perfiles
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Thl y Th2 respectivamente. Por ejemplo, en un estudio comparativo, Shibuya y
colaboradores (1998) demostraron que CPA esplénicas requieren cofactores adicionales,
incluyendo IL-1a y TNF-a, para el 6ptimo desarrollo de una respuesta Thl inducida por
IL-12 en ratones BALB/c, pero no en ratones C57BL/6. Por otro lado, en un modelo de
fibrosis hepatica inducido por toxina, donde la citocina IFN-y resulta clave para la
resolucion de la patologia, ratones C57BL/6 desarrollaron menos fibrogénesis que los
ratones BALB/c (Shi y col., 1997). A su vez, se ha demostrado que los ratones de la cepa
BALB/c son mas susceptibles al desarrollo de rinitis alérgica que ratones de la cepa
C57BL/6 debido a un incremento de eosinéfilos, IgE e IL-5 en las vias respiratorias
(Okano y col., 1999).

Mills y colaboradores (2000) demostraron que los M@ provenientes de cepas
asociadas a un perfil Th1 son mas facilmente activados para producir 6xido nitrico (ON)
en respuesta a IFN-y o LPS que los Mo de cepas asociadas a perfil Th2 (Murray y col.,
2014). En 2014, Oliveira y colaboradores identificaron que Mo de ratones BALB/c son
innatamente menos productores de ON debido a una defectuosa produccion de IFN-
mediada por la via de activacion de TLR4/STAT-1. En modelos de infeccion con virus del
herpes simple (C57BL/6 resistente, BALB/c susceptible), se ha reportado que las
diferencias que existen entre ambas cepas se debe fundamentalmente a la cinética y
cantidad de produccion de IFN-I (Halford y col., 2004).

Por lo tanto, todos estos datos pueden justificar las diferencias en cuanto a la
eficacia del tratamiento i.t. con poli A:U desnudo, encontradas en los modelos empleados
en las distintas cepas de ratones. Asimismo, también hay que contemplar las diferencias

inherentes a cada modelo de cancer empleado.

Nuestros resultados indican que tanto la via de administracion, como los pg de poli
A:U empleados por dosis y el esquema del tratamiento fueron acertados para poder
observar dichos efectos entre los grupos. Asimismo, el tratamiento i.t. con poli A:U fue
empleado con éxito en similares esquemas terapéuticos en distintos modelos murinos con
diferentes cinéticas de crecimiento, tanto en el background genético C57BL/6 como en el
BALB/c. Por lo tanto, podemos afirmar que en las condiciones ensayadas, el efecto
observado luego del tratamiento con poli A:U, fue reproducible en distintos modelos
murinos de cancer, lo que podria constituir las bases para una terapia alternativa

antitumoral.
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IL-12 LA “VEDETTE” DEL PERFIL DE RESPUESTA TH1

En otro grupo de experimentos, evaluamos la participacion de la citocina 1L-12
mediante la induccion de tumores B16 y posterior tratamiento con poli A:U en ratones
deficientes en IL12p40. La IL-12 es producida principalmente por CD, CPA que son
capaces de captar antigenos tumorales y luego migrar a ganglio linfatico, y una vez alli
realizar la presentacion antigénica a células T no activadas (M. L. Broz y col., 2014;
Asselin-Paturel & Trinchieri, 2005). IL-12 es secretada como una citocina pro-
inflamatoria temprana en respuesta a infecciones, y sirve como nexo entre la respuesta
inmune innata y adaptativa. Sefiales adicionales de amplificacion tales como el IFN-y,
IL-15 o interacciones CD40L-CD40 son necesarias para una 6ptima produccion de 1L-12
biologicamente activa. Por el contrario, IL-12 es regulada negativamente a través de
citocinas tales como IL-10 y TGF-B1 (Tugues y col., 2014).

Nuestros resultados mostraron la ausencia de diferencias significativas tanto en las
curvas de crecimiento tumoral como en las de sobrevida entre ambos grupos
experimentales, reportando el rol protagénico de la subunidad IL12p40 en nuestro modelo
preclinico. Si bien la deficiencia en la subunidad IL12p40 en estos ratones también se
corresponde con una ausencia de IL-23, no abordamos el estudio de esta citocina y su
posible participacion en nuestro modelo. Diferentes estudios referidos a IL-23
demuestran que actiia como citocina proinflamatoria que antagoniza los efectos de IL-12
e IFN-y, promoviendo la incidencia y el crecimiento tumoral (Grivennikov y col., 2010;
Langowski y col., 2006). Ademas, IL-23 induce células productoras de IL-17,
estimulando a su vez el infiltrado de neutrofilos y M¢ que promueven la angiogénesis y
mediadores de la inflamacion en el microambiente tumoral (Qian y col., 2013; Langowski
y col., 2007).

Es por esto que, la participacion de IL12p40 en el orquestado de la respuesta inmune
antitumoral por parte de las CD fue de vital importancia evaluarla en nuestro modelo
experimental. Como hemos comentado previamente, la secrecion de IL-12p70 activa
(compuesta por las subunidades IL-12p35 e IL12p40) es uno de los eventos
fundamentales y decisivos en la presentacion antigénica y en el desarrollo de un perfil de
respuesta Th1 (Hervas-Stubbs y col., 2011; Gautier y col., 2005). Ademas, la induccion
de bajos niveles de IFN-I durante la estimulacion de CD a través de PRR es esencial para
una Optima produccion del heterodimero de IL-12p70 (Trinchieri, 2010). Del mismo
modo, IFN-I son necesarios para una optima secrecion de IL-12p70 por parte de CD

diferenciadas de médula 6sea, tal como lo demuestran estudios que utilizan ratones
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deficientes en el receptor IFNAR (Gauzzi y col., 2010). Se sabe que las CDc inmaduras
transducen senales via STAT1 en respuesta a IFN-0/B, mientras que las CD maduras lo
hacen a través de STAT4 (Longman y col.,, 2007). Ademads, previamente hemos
demostrado que los niveles de IFN-B producidos por las células tumorales estimuladas
con ligandos de TLR3 (poli I:C y poli A:U) son suficientes para mejorar el estado de
maduracion de CD y revertir el efecto supresor de factores derivados de células tumorales
en la maduracion de CD (Gatti y col., 2013; Nunez y col., 2012; Perrot y col., 2010).

Teniendo presente todas estas consideraciones, analizamos el estado de maduracion
de las CD tanto en GD como en células CD11c+ infiltrantes de tumor, a través de la
medicion de moléculas coestimuladoras CD40 y CD86 y midiendo ademas la frecuencia
de células CDllc+ productoras de IL-12. Luego del tratamiento con poli A:U,
observamos un marcado aumento de células CD11c+ infiltrantes de tumor que expresaban
las moléculas CD40 y CD86 y que ademas eran mejores productoras de IL-12, respecto
al grupo PBS. Todos estos parametros se vieron afectados al evaluar esta misma poblacion
en ratones deficientes en el receptor de IFN-I. Nuestros resultados, coinciden con reportes
previos en la literatura que indican que la participacion de IFN-I puede promover la
maduracion de CD e incrementar su capacidad para producir IL-12 (Manh y col., 2013;
Frick, y col., 2010).

Ademas, estos datos concuerdan con los reportados por nuestro grupo previamente
en donde la activacion de TLR3 presente en lineas tumorales humanas y murinas genera
niveles de IFN-B suficientes para revertir la supresion que ejercen factores tumorales

solubles sobre la maduracién de CD y su capacidad aloestimulatoria (Gatti y col., 2013).

Con respecto a las CD derivadas de ganglio no encontramos diferencias
significativas en cuanto a la expresion de las moléculas analizadas. Este resultado puede
resultar llamativo, considerando que en GD se lleva a cabo el proceso de presentacion
antigénica, comparando los resultados obtenidos en tumor de estos ratones. No obstante,
es posible que el efecto de poli A:U en ganglio se viera enmascarado, debido a que
realizamos el estudio luego de 5 dias de iniciado el tratamiento (dia 15 p.i.). También
existe la posibilidad de que la activacion y maduracion de las CD sea mas marcado en el

mismo tumor, donde se realiza el tratamiento.

Investigaciones previas realizadas en nuestro laboratorio, pudieron determinar
que las células B16 activadas via TLR4 in vitro son capaces de generar tumores de tamario

reducido, con una curva de crecimiento disminuida, comparados con los tumores
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generados por celulas no estimuladas. Este efecto es mediado por la estimulacion del
TLR4 presente en la célula tumoral. Esta disminucion del tamafio tumoral estd asociada
a una mayor respuesta Thl (mayor infiltrado de LiT productoras de IFN-y, de células
CD11c+IL12+) y este efecto desaparece en ratones nude e 1L12p407- (Andreani y col.,
2007; Nufez y col., 2012).

Aunque la respuesta inmune especifica contra tumor es fundamental para el control
del cancer, cambios en el estado vascular también son relevantes para el desarrollo de
tumores. En este sentido, la sobreexpresion de IL-12 en tumores de melanoma B16
demostro ser capaz de regular la vasculatura tumoral, ya sea a través de la regulacion de
moléculas de adhesion que pueden facilitar el reclutamiento de leucocitos 0 mediante la
inhibicion de la angiogénesis en una manera dependiente de IFN-y (Eisenring y col.,
2010). Los efectos inhibidores de 1L-12 en los vasos del tumor se han asociado con un
aumento de los niveles de las quimiocinas CXCL9 y CXCL10, y una disminucion en la

produccién del factor VEGF y metaloproteinasa-9 (Tugues y col., 2014).

TLR3, INTERFERONES TIPO | Y LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL

Los interferones tipo | fueron las primeras citocinas descubiertas , hace mas de 50
afios, en funcion de un papel crucial y no redundante en la defensa antiviral. Los IFN-I
también median efectos protectivos en contextos fisiopatoldgicos antagénicos, como el
cancer y la esclerosis maltiple (Liu y col., 2014). Por el contrario, la respuesta de IFN-I
puede ser perjudicial en una serie de circunstancias, incluyendo las infecciones
bacterianas o fungicas, enfermedades autoinmunes como lupus, y, paraddjicamente,
ciertas infecciones virales cronicas como Hepatitis C (Reder & Feng, 2014). Solo
recientemente se ha comenzado a tener una imagen integrada de los mecanismos celulares
y moleculares que regulan la produccion de IFN-1 y sus funciones subyacentes
(Tomasello y col., 2014). La exposicion cronica a IFN-I, y cambios en las sefiales en el
microambiente durante la evolucion de las enfermedades, pueden contribuir a describir
un escenario tan complejo, en el que los efectos a corto y a largo plazo de la exposicion
IFN-1 puede dar lugar a conclusiones aparentemente opuestas (Piconese y col., 2014).

La administracion farmacoldgica de IFN-I utilizada en la terapia antitumoral no
ha tenido el éxito esperado debido a la gran cantidad de efectos adversos (Wang y col.,
2011; Antonelli y col., 2014). Ademas de la cinética de su produccion, se ha demostrado
que los efectos de los IFN-I son extremadamente dependientes de su concentracion. Se
ha sugerido que el mecanismo de control del tumor con dosis altas y sostenidas de IFN-3
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intratumoral difiere de la mediada por dosis transitorias bajas (Spaapen y col., 2014).
Ademas, altos niveles de IFN-I disminuyen la expresion de IFNGR1 e inhiben la
activacion inducida por IFN-y de la expresion de CMH de clase 11, el estallido oxidativo
y la actividad bactericida de los M. Sin embargo, bajos niveles de IFN-I sobre éstas
celulas pueden potenciar la respuesta secundaria de IFN-1 y -Il e IL-6, al favorecer la
expresion y activacion de STATL (Trinchieri, 2010). A pesar de que se sabe que niveles
bajos de IFN-I tienen claros efectos antitumorales, s6lo recientemente se ha comenzado
a demostrar la manera de estimular su produccién enddgena, asi como las células que lo
producen, las células diana y la importancia relativa de esta citocina en el complejo
entorno presente en el microambiente tumoral.

De esta manera, los agonistas de TLR3 adquieren un protagonismo unico, ya que
podrian promover la induccién de IFN de tipo | a niveles que son capaces de potenciar la
respuesta inmune sin poner en juego sus circuitos inhibitorios.

En el presente trabajo de tesis, se muestra que en un entorno de administracion
terapéutica de poli A:U, se produce un pico de IFN-B que pudo ser facilmente visualizado
al cabo de seis horas post tratamiento. Asimismo, dicha sefial fue decayendo a lo largo de
los dias, a menos que se administrase una segunda dosis de poli A:U. Nuestros datos son
consistentes y coinciden con los reportados por otros autores (Reder & Feng, 2014). Los
datos obtenidos por medicion ex vivo de la actividad luciferasa en los ratones reporteros
"globales” indican que la mayor parte del IFN-B se produce dentro del tumor y en GD.
Curiosamente, el estudio cinético de la actividad luciferasa después de la segunda y
tercera dosis revelaron que los niveles de IFN-B disminuyen en comparacion con los
niveles observados después de la primera dosis de poli A:U.

Recientemente Porritt y Hertzog (2015), han resumido los reportes de numerosas
moléculas que estarian involucradas en mecanismos de regulacion de la produccion de
IFN-B: RNF125 (IFN-inducible ring finger protein 125) es inducida por IFN-B y
promueve la degradacion proteasomal mediada por ubiquitina de receptores PRR
(Arimoto y col., 2007); A20, es una enzima con funcion ubiquitin ligasa/desubiquitinasa
que suprime la activacion mediada por TLR3 y la induccion de IFN-f mediante la
interaccion e inhibicién de TRIF (Wang y col., 2004); TRIP, es una ubiquitina ligasa E3
que dirige la degradacion de TBK1, afectando la activacion IRF3 y la expresion de IFN-
B inducido a través de las vias TLR3/4 y RIG-1 (Zhang y col., 2012); SMAD2 y SMAD3,
capaces de interactuar directamente e inhibir IRF3 y STAT1, lo que resulta en una
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reduccion de la produccion y consecuente sefializacion de IFN-B, respectivamente (Y.
Sugiyama y col., 2012).

Ademas, se conoce que la respuesta de IFN-I esta estrictamente controlada, y poco
después de su exposicidn, las células atraviesan un estado de desensibilizacion a IFN-I,
que en algunos casos puede durar hasta varios dias (Schneider y col., 2014). Existen al
menos dos mecanismos descriptos de desensibilizacién mediada por ISG (Interferon-
stimulated genes): -USP18 (ubiquitin-specific peptidase 18) también conocida como
Ubp43 en ratdn, interfiere con el reclutamiento de la subunidad IFNAR1 al complejo
ternario del receptor IFNAR, lo que resulta en una desensibilizacion a sefiales mediadas
por IFN-B. Si bien se ha sugerido que IFN-B puede ser menos sensible que IFN-a2 a la
desensibilizacion mediada USP18, su capacidad de sefializar a través de la via JAK-STAT
se ve afectada (Wilmes y col., 2015). Asimismo, frente a una segunda ronda de
estimulacion con IFN-B, la respuesta desencadenada es menos robusta que la primera
(Frangois-Newton y col., 2011). SOCS (suppressor of cytokine signaling) inhibe la
sefializacion JAK-STAT mediante su union a residuos de tirosina fosforilados, ya sea en
el receptor IFNAR o en las proteinas JAK, resultando en la inhibicién de launiéna STAT
asi como la actividad JAK (Schneider y col., 2014). Cualquiera de estos mecanismos
mencionados anteriormente podrian explicar el decaimiento en la sefial de luciferasa
luego de sucesivas dosis (22 y 3?) respecto al pico inicial luego de 6 hs de administrada la
12 dosis del tratamiento i.t. con poli A:U desnudo. Sin embargo, la sefial de luminiscencia
observada después de dosis sucesivas aparecio mas localizada en GD, lo que sugiere que
las celulas del sistema inmune serian las Unicas células que producen IFN-p en las etapas
posteriores del tratamiento.

Anteriormente, habiamos demostrado un control del crecimiento tumoral
transitorio cuando el modelo terapéutico se realizo en ratones deficientes en TLR3, en un
contexto donde poli A:U sélo puede ser reconocido por el TLR3 presente en las células
tumorales. De hecho, la inhibicion del crecimiento del tumor se mantuvo Unicamente
mientras durdé el tratamiento con poli A:U (Gatti y col.,, 2013). Sin embargo, en
condiciones terapeuticas mas fisioldgicas en las que poli A:U se administra i.t. a ratones
wt, el control de crecimiento del tumor fue mucho mas robusto y el efecto duré mas
tiempo. Esto indica que, en nuestro modelo preclinico, las células del huésped son blanco
del tratamiento i.t. con poli A:U desnudo. De hecho, hemos identificado que las células
CD11c+ son una importante fuente de IFN-B producido in vivo, lo que confirma los datos

publicados por otros autores (Fuertes y col., 2011; Diamond y col., 2011). Curiosamente,
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las células CD11c+ representaron solo el 50% de la produccion de IFN-B en tumor,
mientras que las células LysM+ contribuyen casi el 100%. Este hallazgo sugiere la
existencia de una poblacién mieloide CD11c-, que reside en tumor y es capaz de secretar
IFN-B. Sorprendentemente, cuando evaluamos las poblaciones CD45+ infiltrantes de
tumor que podrian estar reconociendo poli A:U mediante la expresion TLR3, tanto células
CDl1lc+ como CD11b+F4/80+ e, inesperadamente, ceélulas CD11b+Grl+
sobreexpresaron los niveles de TLR3 luego del tratamiento con poli A:U. Ademas, la falta
de sefializacion de IFN-1 genera una severa caida en los niveles de expresion de TLR3 en
células CD45+ infiltrantes de tumor, que el tratamiento con poli A:U no es capaz de
revertir. En tal sentido, existen evidencias que implicarian que los niveles de TLR3 estan
regulados por los niveles de IFN-I: se ha demostrado que la administracion exogena de
I[FNa2 aumenta la expresion de TLR3 en cultivos in vitro en fibroblastos humanos
(Agarwal y col., 2011).

En ratones, el IFN-B es producido por células CD11c + muy temprano luego de la
implantacion del tumor, y el priming de LiT antitumorales es defectuoso en ratones que
carecen del receptor IFNAR o del factor STAT1 (Diamond y col., 2011; Fuertes y col.,
2011). Del mismo modo, los genes implicados en la via de IFN-I1, incluyendo el factor de
transcripcion IRF7 y sus genes blanco, asi como STAT1, se ven regulados negativamente
en metéstasis en hueso comparado con el tumor de mama primario 4T1.2. Por lo tanto,
actualmente se le atribuye a IFN-B un nuevo mecanismo de supresion de la metastasis
dependiente de la sefializacion via IFNAR en el huésped (Bidwell y col., 2012; Wu y col.,
2015).

Esté claro que la activacion de TLR3, promueve una fuerte induccion de IFN-1y
es por esto que desde hace afios existe un interés en el desarrollo de agonistas TLR3.
Nuestro trabajo ha confirmado que poli A:U es ligando TLR3 y ha aclarado algunos
aspectos importantes de su sefializacion in vivo. El hecho de que la molécula UNC93B1
sea absolutamente necesaria para la produccion de IFN-B en nuestro modelo, implica que
el reconocimiento de poli A:U es mediado por un receptor endosomal. Ademas, el hecho
que solo el factor de transcripcion IRF3 (y no IRF7 ni IRF5) estd directamente
involucrado, confirma que se requiere la via dependiente de TRIF para la produccién de
IFN-B en nuestro modelo; por el contrario, la via dependiente de MyD88 asociado con
TLR7, otro receptor endosomal que se ha implicado en la respuesta a poli A:U, no estaria
participando en nuestro modelo (T. Sugiyamay col., 2007; G. N. Zhao y col., 2014).
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Un enfoque para evaluar el rol del sistema inmune en el control del desarrollo del
tumor luego del tratamiento con poli A:U, es simplemente eliminar componentes
especificos del sistema inmune murino y supervisar el desarrollo de tumores en los
ratones tratados. EI empleo de ratones atimicos nude en nuestro modelo experimental,
nos permitio descartar por un lado, que el tratamiento con poli A:U tuviese un efecto
directo sobre la propia célula tumoral alterando el balance proliferacion/apoptosis de las
células B16; y por otro lado, nos permitid asumir que la poblacion de células T se
encontraba de alguna manera participando en la disminucién del volumen tumoral
observada en nuestro modelo experimental. Si bien mediante este experimento no
podemos descartar la participacion de células NKT, asociadas con un mejor pronostico
en diferentes tipos de tumores (Vivier y col., 2012; Conforti y col., 2010), pacientes con
melanoma con altos niveles de infiltracion de células T CD4+ y CD8+ sobreviven mas
tiempo que aquellos cuyos tumores contienen un bajo nimero de LiT (Goc y col., 2014;
Bald y col., 2014; Rao y col., 2010; Harlin y col., 2009; Hakansson y col., 2001).
Teniendo en cuenta estos datos aportados por la literatura, decidimos focalizarnos en el
estudio de las consecuencias del tratamiento con poli A:U sobre la respuesta inmune
adaptativa.

La erradicacion de células neoplasicas mediada por el sistema Inmune requiere la
induccidn de una respuesta antitumoral fuerte y de larga duracion por parte de células T
(Mittal y col., 2014). Sin embargo, la generacion de células T efectoras especificas de
tumor no necesariamente resulta en la eliminacion del tumor. El LiT citotoxico debe
primero poder migrar hacia el sitio del tumor, infiltrar el tejido tumoral, e interactuar con
su diana para finalmente poder gatillar sus funciones efectoras indispensables para la
destruccion del tumor (Franciszkiewicz y col., 2012). Por tal motivo, analizamos el
infiltrado de LiT en tumores de ambos grupos experimentales, y resultdo muy interesante
el hecho que poli A:U no sélo incrementa el infiltrado de LiT a tumor, sino que también
disminuye considerablemente la proporcion CD4/CD8. Ademaés, estos resultados
indicaron que el tratamiento con poli A:U tuvo una gran repercusion fundamentalmente
sobre las células CD8. Se ha reportado que los IFN-I promueven la expresion del receptor
de quimiocinas CXCR3 en células T CD8+ y su reclutamiento, asi como la supervivencia
de células T de memoria (Smyth, 2005; Lim y col, 2014). Esto justificaria el aumento en
proporcién de los LiT CD8 recuperados en tumor.

Asimismo observamos un incremento en LiT CD8+ que expresaban la molécula

Ly6C, clave para que el LiT CD8 ejerza la CTL sobre la célula blanco (Jaakkola, y col.,
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2003), lo que indico que poli A:U es capaz de potenciar la CTL en tumor. A su vez,
Hénninen y colaboradores (2011) demostraron que Ly6C desempefia un importante rol
en la adhesion de Li a endotelio, participando en el homing y clustering de las células T
CD8 debido al aumento en la expresion de LFA-1. Esto podria explicar los altos niveles
de expresion de Ly6C encontrados en LIiT CD8 tanto en GD como en TILS.
Recientemente se ha reportado en un modelo de infeccion con virus del herpes 68, que la
expresion de Ly6C por parte de LiT CD4+ efectores se correlaciond positivamente con
la expresion de T-bet y KLRG1, con la produccién de IFN-y y TNF-a, asi como con la
capacidad de éstas células de colaborar en la proliferacion y funcion de células citotoxicas
(Huy col., 2015).

Cuando estudiamos la poblacion de LiT CD8+Ly6C+ en ratones IFNAR1",
resulté llamativo que hubo una disminucion drastica en los porcentajes de células
CD8+Ly6C+ tanto en tumor (~2 veces) como en GD (~3 veces) en ratones IFNAR17 vs
wt. Este hallazgo fue consistente con los reportes de otros laboratorios y remarca la
importancia del rol que cumplen los IFN-I en el priming de LiT CD8, y que si bien podria
haber un efecto directo de los IFN-I sobre esta poblacion celular, no se pueden descartar
otros mecanismos compensatorios que directa o indirectamente puedan influir sobre los
LiT CDS8.

Recientemente se ha publicado un trabajo donde los autores sintetizaron un nuevo
compuesto, cM362-140 capaz de inducir especificamente la via TLR3/TICAM-1,
favoreciendo una efectiva respuesta citotoxica especifica antitumoral mediada por LT
CD8 y NK en ratones portadores de tumor E.G70va, reduciendo ademas los efectos
toxicos de la produccion sistémica de citocinas como IL-6 y TNF-a (comparado con poli
I:.C) (Matsumoto y col., 2015). Aunque cabe destacar que para poder evidenciar esta
respuesta antitumoral, emplearon el ligando acomplejado a Jet-PEI y lo administraron i.t.
conjuntamente con Ovalbimina. En contraste, en nuestro modelo preclinico pudimos
evidenciar la respuesta inmune especifica transfiriendo células OTI y OTII naive (sin
previa activacion in vitro), a ratones portadores de tumores B16 tratados i.t. con dos dosis
de poli A:U desnudo. Asimismo, el tratamiento terapéutico aqui presentado tiene la
ventaja que para su aplicacion no seria necesario conocer un antigeno inmunogénico
tumoral determinado.

Se ha demostrado que la exposicion transitoria de LiT CD8 a IL-12 e IFN-I no
promueve la supervivencia ni confiere una temprana ventaja proliferativa in vivo, sino

que sostiene la expresion en superficie de CD25, lo cual prolonga la division de las células
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T CD8 en respuesta a niveles basales de IL-2, a través de la activacion de la via PI3K 'y
la expresion de FoxM1, un regulador positivo de genes del ciclo celular (Starbeck-Miller
y col., 2014). Estos datos aportados por la bibliografia, sustentarian los resultados
obtenidos en el ensayo de proliferacion in vivo, donde el tratamiento i.t. con poli A:U
potencid la proliferacion de LiT OTI antigeno especificos.

El grupo del Dr. Stephen Rosenberg, fue el primero en cosechar LiT infiltrantes
de tumor de los propios pacientes con melanoma metastasico, amplificarlos en cultivo
con IL-2, y reinfundirlos para aprovechar y potenciar su capacidad de lisis especifica.
Aunque algunos pacientes experimentaron una mejora clinica, la gran mayoria no lo
hicieron. Esto puso en evidencia que la induccidn de una respuesta antitumoral especifica
no se correlaciona necesariamente con un mejor respuesta a nivel clinico; ya que hay que
contemplar la resistencia de células tumorales por mecanismos de evasion de la respuesta
inmune como la capacidad inmunosupresora del microambiente tumoral y el
inmunoediting que produce la CTL (las células tumorales menos susceptibles a la lisis
especifica viviran y se dividiran méas que aquellas facilmente eliminadas por TILs) (Wilke
y col., 2013). Ademas, la produccién endégena de IFN-I por las células de la inmunidad
innata es un evento clave para inducir el priming de los LiT CD8 especificas de antigenos
tumorales (Diamond y col., 2011; Fuertes y col., 2011).

Nosotros creemos que la base del éxito de nuestra terapia con poli A:U, radicaria
en su capacidad de mejorar la funcionalidad de CD en tumor, favoreciendo ademas un
microambiente caracterizado por la presencia de citocinas como IFN-B, IL-12 e IFN-y y
un milieu de quimiocinas, disminuyendo a su vez la fase regulatoria de la respuesta que,
en su conjunto propiciarian un microambiente tumoral inflamatorio altamente favorable
para una eficiente respuesta inmune antigeno especifica. De hecho, la ausencia de la
sefiales via el receptor IFNAR comprometio el reclutamiento de TILs y la funcionalidad

de los mismos.

EL ROL DE LAS TREG EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL

Las funciones normales de las células Treg son mantener la homeostasis inmune,
prevenir la autoinmunidad y limitar la inmunopatologia. Sin embargo, ha sido
ampliamente reportado que, tanto en modelos de ratobn como en pacientes con cancer, el
desarrollo tumoral se asocia a menudo con un enriquecimiento de células Treg en sangre

periférica, ganglios linfaticos drenantes y tumor (Whiteside, 2014; Smyth y col., 2014;
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Hindley y col., 2011). Es por esto que resulto indispensable, avocarnos al estudio de los
efectos del tratamiento terapéutico con poli A:U sobre esta poblacion.

En una primera instancia, observamos que el tratamiento con poli A:U disminuyo
drasticamente el nimero de células Treg dentro de la poblacion CD45+ infiltrantes de
tumor en ratones Foxp3-GFP portadores de tumores B16. Similares resultados obtuvimos
cuando analizamos la frecuencia de células Treg dentro de las CD4+ infiltrantes de tumor.
En linea con estos hallazgos, en un modelo de terapia génica de tumores CT26 con un
vector que codifica para IFN-a, los autores encontraron que existe una correlacion entre
los niveles de expresion de IFN-a en los tumores con la concentracion de IL-6 producida
por células CD11c+ infiltrantes de tumor en respuesta a IFN tipo I, y una disminucion

significativa en la frecuencia de células Treg (Hashimoto y col., 2014).

Ademas, la disminucidn en la expresion de Foxp3 en tumor, podria asociarse por
un lado, a una disminucion en la capacidad supresora de esta poblacion (teniendo en
cuenta el porcentaje), ya que se modifica la relacion de células T efectoras/Treg (Lemos
y col., 2014); y por otro lado, podria asociarse a una disminucién en la capacidad
supresora individual de estas células (teniendo en cuenta la IFM), ya que los niveles de
Foxp3 determinan la funcionalidad de la célula Treg (Sakaguchi y col., 2013; Rudensky,
2012).

En los Gltimos afios, ha habido un nimero creciente de trabajos que cuestionan el
“compromiso de linaje” de células Treg sugiriendo que conservan plasticidad, capacidad
de cambiar su identidad y convertirse a células Th en respuesta a cambios en su entorno
(Whiteside, 2014; Sawant & Vignali, 2014; Hori, 2010). Se ha demostrado en un modelo
terapéutico de tumores B16 tratados con CPG-OVA, que una gran fraccién de las células
Treg periféricas se reprogramaron para ejercer actividad colaboradora, mediante el
aumento en la expresién de CD40L y produccion de citocinas proinflamatorias I1L-2, IL-
17 y TNFa, promoviendo la presentacion cruzada de antigenos inicial por parte de CD a
LiT CD8+ (Sharma y col. 2010). Por otro lado, Bacher y colaboradores (2013)
demostraron que el IFN-o inhibe la produccién de AMPciclico via ERK/MEK en células
Treg humanas, sin afectar su programa de diferenciacién pero limitando su actividad

supresora en tumor.

En nuestro modelo preclinico, luego del tratamiento i.t. con poli A:U, disminuyd
drasticamente el niamero de células Foxp3/millén de TILs, disminuyendo ademas la
frecuencia e IFM de Foxp3 dentro de las células CD4 y su fenotipo supresor evaluado
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mediante la expresion de LAP. En este sentido, los resultados obtenidos en ratones
IFNAR1” mostraron que en ausencia de sefiales de IFN-I, el tratamiento con poli A:U no
modifica dichos parametros respecto a PBS, aunque cabe destacar que se duplico el
namero de células Foxp3/millon de TILs respecto a lo que ocurrid en ratones wt del grupo
pAU.

Por lo tanto, los datos aportados por la bibliografia sustentarian los resultados
obtenidos en nuestro modelo preclinico de administracion i.t. de poli A:U, en donde la
presencia y transduccion de sefiales dadas por IFN-I, podria tener un efecto en la
disminucién del reclutamiento de células Treg a tumor, en la interconversion de Trega T
efctora, en la capacidad supresora de las Treg, 0 una combinacion de estos eventos, entre
otros. Actualmente, nuestro grupo se encuentra estudiando con mas detalle los posibles
mecanismos que estarian operando en nuestro modelo, tratando de dar luz a la intrincada

relacion Treg/IFN-I.

LAS QUIMIOCINAS EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL

Para determinar si poli AU estaba produciendo cambios en el perfil de quimiocinas
producidas por células mieloides en el microambiente tumoral, aislamos células
CD45+CD11b+ infiltrantes de tumores tratados y analizamos el perfil de 25 quimiocinas
mediante microarreglo de proteinas. Sin estimulacion ex vivo, pudimos detectar una leve
disminucién en la produccion de CCL2 y CXCL1 en el grupo pAU, mientras que por el

contrario, CCL6, CCL12 e IL-16 se encontraban aumentadas con el tratamiento.

Se ha reportado que las células CD11b + Ly6C+ son la principal fuente de CCL2
y CCL7 en el microambiente del tumor, por lo tanto, se establece un loop de
retroalimentacion positiva para el reclutamiento de dichas células a las lesiones
neoplasicas (Ma y col., 2013). Se ha asociado a CCL2 principalmente con la promocion
del crecimiento del tumor a través de reclutamiento de las células mieloides, en particular
los monocitos/Mg con funciones prometastasicas (Qian y col., 2012). También, el
bloqueo de CCL2 en un modelo de mesotelioma disminuye el reclutamiento de células
Treg, aumentando los efectos de la inmunoterapia (Fridlender y col., 2010). Sin embargo,
otro estudio demuestra que las células Tyo utilizan la via CCR2/CCL2 para migrar hacia
tumor, donde ejercen una clave funcion antitumoral (Lanca y col., 2013). Por lo tanto, la
actividad bioldgica del eje de sefializacion CCR2/CCL2 exhibe un grado significativo de

dependencia segun el contexto en el que se active. Del mismo modo, la transduccion de
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sefial via CCL2/CCR2 mejora la inmunovigilancia mediante la activacion de una
respuesta Thl y el reclutamiento de células T efectoras CD8+ hacia lesiones neoplasicas,
pero también puede estimular la progresion de neoplasias malignas ya establecidas (Ma
y col., 2013).

Acharyya y colaboradores (2012) demostraron en cancer de mama que CXCL1/2
atrae a células mieloides CD11b+Grl+ a tumor, que a su vez producen quimiocinas
incluyendo S100A8/9 que aumentan la supervivencia y la resistencia a la quimioterapia.
A su vez, otros autores también han demostrado que CXCL1 induce la proliferacion de
ceélulas epiteliales de cancer de ovario a traves de la activacion de CXCR2 y consecuente
induccion de factor de crecimiento epidérmico EGF (Bolitho y col., 2010). Asimismo
CXCL1 tiene un potente efecto proangiogénico y es secretado por células tumorales
difusas de pacientes con carcinoma gastrico (Eck y col., 2003). Recientemente, Jablonska
y col. (2014) demostraron que la migracion de neutrofilos a tumor esté influenciada por
IFN-B endogeno a través de la regulacion de gradientes de CXCL1 y CXCL2, ya que el
tratamiento de neutréfilos infiltrantes de tumor en ratones IFNB1” con IFN-B
recombinante revierte la sobreexpresion de CXCL1 y CXCL2 a niveles hallados en
ratones wt. Teniendo en cuenta nuestros resultados, el tratamiento con poli A:U
disminuye en un 20% la expresion de CXCL1 por parte de células CD11b+ infiltrantes
de tumor, aunque luego de la reestimulacion ex vivo, aument6 més de 8 veces la expresion
de CXCL1 en ésta poblacion.

Curiosamente, tanto CCL2 y CXCL1 fueron reportadas previamente ser
producidas de forma espontanea por CD CD11b+ aisladas de pulmon de ratones
normales, mientras que estas quimiocinas no fueron producidas por CD esplénicas en
ausencia de estimulo (Stock y col., 2014). Se ha demostrado que CCL2 es una quimiocina
importante para el reclutamiento de células CD8+ citotoxicas al sitio del tumor (Melero
y col., 2014). Ademas, LiT especificos para mesotelina expandidos ex vivo y que
sobreexpresan el receptor de homing CCR2b (cuyos ligandos son CCL2/12), mejoraron
significativamente el éxito de la transferencia celular adoptiva y la eficacia de la terapia
antitumoral en modelo murino de mesotelioma pleural maligno (Moon y col., 2011).
También, se ha demostrado que dentro del compartimiento mieloide que infiltra tumor,
los Mo de fenotipo M1 son las principales células productoras de CCL12 en un modelo
murino de cancer de mama espontdneo PyMTChOVA (M. L. Broz y col., 2014).

En cuanto a la quimiocina CCLS6, existen reportes que le atribuyen una funcion

dual: si bien puede promover la apoptosis del tejido tumoral y adyacente mediante la
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cambios en la interaccion con la oncoproteina Myc, la sobreexpresion de CCL6 también
puede alterar el comportamiento del tumor disminuyendo su dependencia de factores de
crecimiento y promoviendo la invasividad como resultado de la apoptosis del tejido local
(Atsumi y col., 2014; Yiy col., 2003). En un modelo murino de sepsis peritoneal, Coelho
y colaboradores (2007) demostraron que CCL6 suprime la mortalidad a través del
reclutamiento de células de la inmunidad innata efectoras con mayor capacidad
microbicida y de generar IFN-y. Ademads, se ha demostrado que los IFN tipo I regulan la
expresion de la proteina ICSBP (IFN consensus sequence-binding protein), induciendo
un efecto inmunoprotector mediado por las quimiocinas CCL6 y CCL9 en un modelo
murino y muestras de pacientes con leucemia mielogénica cronica (Nardi y col., 2009),
datos que estarian en linea con nuestros resultados.

En cuanto a IL-16, es una citocina pleiotropica con un papel fundamental en la
fisiopatologia de las enfermedades inflamatorias. Puede ser producida tanto por células
inmunes como no inmunes, incluyendo LiT CD8+ activados, mastocitos, CD, fibroblastos
y células epiteliales, y sirve como quimioatrayente para los monocitos/ M¢ y eosinéfilos
(Fridmany col., 2012). Ademas, IL-16 puede inducir la activacion del LiT CD4+, a través
del entrecruzamiento de CD4 (que conlleva a la fosforilacion de la proteina tirosina
quinasa p56Ick) y también reclutar a LiT CD4+ al sitio de inflamacion (Mahindra &
Anderson, 2012). En este sentido, se ha demostrado que IL-16 participa en el
reclutamiento de LiT CD4+ CD62L+ a estructuras ganglionares terciarias, 1o que se
asocia con un mejor pronostico de sobrevida a largo plazo de pacientes con cancer de
pulmén (de Chaisemartin y col., 2011). Por otro lado, IL-16 ha sido implicada en el
desarrollo y progresion del tumor, ya que se encontré sobreexpresada en diferentes tipos
de cancer: como gastrico, colorectal y mieloma mdltiple (Milke y col., 2013; Atanackovic
y col., 2012). Nuestros resultados soportarian una funcién antitumoral de IL-16, ya que
hallamos niveles aumentados de dicha citocina, tanto en células CD11b+ infiltrantes de
tumor sin estimulo como estimuladas ex vivo, aisladas de ratones del grupo pAU.

Se ha propuesto que el IFN-y derivado de un perfil de respuesta Thl en el
microambiente tumoral actla a nivel de Mg, estimulando su funcion citotoxica sobre las
células tumorales e induciendo ademas la produccion de quimiocinas con funciones
angiostaticas CXCL9/MIG y CXCL10/1P-10 in vivo (Wilke y col., 2013; Haabeth y col.,
2011). Ademas de los Mg, las CD constituyen una fuente adicional de estas quimiocinas
inflamatorias (Eberlein y col., 2010).
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La estimulacion con ligandos de TLR3 induce la expresion de los ligandos de
CXCR3 (CXCL9, CXCL10y CXCL11), que promueven el infiltrado de LiT CD4+ Th1,
CD8 + y células NK a tumor. La expresion intratumoral de estas quimiocinas también se
ha asociado con un pronostico favorable en la sobrevida de pacientes con cancer
colorrectal, renal, sarcoma de Ewing, melanoma y carcinoma hepatocelular (Chew &
Abastado, 2013; Wilke y col., 2013).

TERAPIAS COMBINADAS ANTITUMORALES: NUEVAS PERSPECTIVAS

Durante décadas, el desarrollo de farmacos antineoplésicos se ha basado en la
convicciodn de que el cancer constituiria una enfermedad genética y epigenética de células
autonomas (Hanahan & Weinberg, 2011). Por lo tanto, durante mucho tiempo los agentes
quimioterapéuticos han sido vistos como una especie de antibioticos para las células
malignas, es decir, productos quimicos dirigidos preferentemente a las células cancerosas
limitando su proliferacion o mejor ain, causando su muerte (Zitvogel y col., 2013).

En este sentido, las antraciclinas (y en particular doxorubicina) han sido
empleadas con éxito en terapias antitumorales de pacientes con leucemia, linfoma de
Hodgkin, cancer de vejiga, mama, estdbmago, pulmon, ovarios, tiroides, sarcoma de
tejidos blandos, mieloma multiple (Bracci y col., 2014). Inicialmente se pensé que su
principal mecanismo de accion era mediante el intercalado en las bases de los AN,
frenando la maquinaria replicativa y de reparacion del ADN, impidiendo la transcripcién
y por lo tanto induciendo la apoptosis o necrosis celular. Durante la Gltima década, ha
habido una revolucién conceptual, teniendo en cuenta a los tumores como entidades que
pueden ser detectadas y destruidas por el sistema inmunologico (Bezu y col., 2015). De
hecho, en respuesta a la quimioterapia, las células malignas pueden enviar una serie de
sefiales de alerta del peligro incipiente no sélo a las células vecinas, sino también a nivel
sistémico (Zitvogel y col., 2013). Asi, las células cancerosas sensibles a agentes
antineoplasicos emiten un amplio espectro de moléculas asociadas a la muerte celular
(CDAM, cell death-associated molecules), en donde algunas pueden ejercen potentes
efectos adyuvantes, proceso definido como “muerte inmunogénica” (ICD, immunogenic
cell death) (Pol y col., 2015).

Se ha descripto que las antraciclinas y oxaliplatino, pueden inducir la exposicion
de calreticulina en la superficie de las células tumorales apoptédticas. La expresion de
calreticulina podria contribuir a la captura de cuerpos apoptoticos por CD y por lo tanto

promover la respuesta inmune mediada por células citotoxicas especificas de tumor
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(Palucka & Banchereau, 2012). Ademas, se ha reportado que la quimioterapia con
antraciclinas produce la liberacién de ATP por células tumorales muertas, reclutando
células mieloides al tumor y estimulando su diferenciacion local a células
CD11b+Ly6C+CD11c+, con capacidad de fagocitar y presentar eficientemente antigenos
tumorales a LiT in situ (Ma y col., 2013). A su vez, existen reportes que implican a la
proteina de union a la cromatina no histona HMGB1 (high-mobility group box 1) como
intermediario de la muerte inmunogénica: por ejemplo, el knockdown de HMGB1
mediante ARNi y su neutralizacion con anticuerpos suprime la respuesta inmune
antitumoral protectiva inducida tras el tratamiento de células tumorales con antraciclinas.
La liberacion al citoplasma de HMGB1 puede desencadenar la autofagia, mientras que su
liberacion extracelular puede ser agonista de PRR presentes en CD y Mg, como TLR4 y
RAGE (receptor for advanced glycation endproducts), activando mecanismos
proinflamatorios (Kroemer y col., 2013). Recientemente, se ha sugerido que las
antraciclinas pueden provocar la liberacion de ARN propio de las células cancerosas
estresadas o que mueren, el cual podria actuar como un ligando endégeno para TLR3 y
por lo tanto inducir la produccion de IFN-B, mediando efectos antitumorales adicionales
(Sistigu y col., 2014).

Si bien todos los mecanismos de accidn de doxorubicina suenan alentadores para
erradicar un tumor, cabe destacar que la principal limitante de la quimioterapia es la falta
de especificidad/selectividad. Por lo tanto, luego de su administracion, antraciclinas libres
pueden difundirse tanto en el tejido tumoral asi como en los tejidos normales, donde
pueden inducir efectos secundarios graves, limitando su dosis efectiva y su aplicacion
clinica (Thorn y col., 2012; Zhu y col., 2014). El efecto adverso mas grave de
doxorubicina es su cardiotoxicidad: su acumulacion puede causar la pérdida lenta de
miofibrillas y vacuolizacion de las células del miocardio y, eventualmente, insuficiencia
cardiaca, incluso hasta 20 afios después de finalizada la quimioterapia (Kalam &
Marwick, 2013; Zhu y col., 2014).

Con el fin de poder emplear doxorubicina intentando conservar su eficacia como
antineoplasico pero a su vez reducir los efectos adversos, disefiamos un esquema de
tratamiento de terapia combinada antitumoral de doxorubicina en dos dosis diferentes

con poli A:U.

El analisis de las curvas de crecimiento tumoral indicé que la terapia combinada

doxorubicina en baja dosis administrada en combinacion con poli A:U tuvo un efecto
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mejorado comparado con ambas monoterapias. Se ha reportado que agentes
quimioterapéuticos (entre ellos doxorubicina) en concentraciones no tdxicas aumentan la
presentacion antigénica en CD a través de un mecanismo dependiente de IL-12 (Shurin
y col., 2009).

El efecto mas marcado de la terapia combinada se observo en la sobrevida de los
ratones, en donde la terapia combinada Doxo/pAU aumenté la mediana de sobrevida de
los ratones en un 65,9 % respecto al grupo PBS. Esto podria ser debido a una disminucién
de los efectos secundarios toxicos, evaluados mediante la medicion de los niveles de
enzimas clave asociadas con el dafio tisular, los cuales se reducen significativamente en
comparacion con los niveles de Doxo-monoterapia (tanto en dosis bajas como altas).
Estos resultados sugieren un efecto protectivo de poli A:U frente al dafo tisular, que
podria estar mediado por IFN-B. De hecho, se ha demostrado que la sefializacién de IFN-
| es requerida para la proteccidn contra dafio hepatico mediado por células del sistema
inmune, mediante la induccion de IL-1ra en hepatocitos y en células mononucleares de

higado, disminuyendo la inflamacion (Conrad y col., 2014; Petrasek y col., 2011).

Por otro lado, el analisis de WBC demostr6 que a excepcion del grupo Doxo-pAU
los distintos tratamientos inducen una leucopenia, al menos al dia 25 p.i. Estos resultados
fueron consistentes con datos reportados en la literatura para doxorubicina (Bracci y col.,
2014). El metaandlisis de multiples estudios clinicos indican que una linfopenia severa
(<1000 Li/ul) afecta negativamente la respuesta a la quimioterapia de distintos tipos de
canceres solidos (Ray-Coquard y col., 2009). En concordancia, modelos murinos de
neoplasias (incluyendo canceres trasplantables, asi como tumores primarios inducidos
quimicamente) responden mucho mas eficiente a antraciclinas cuando se inducen en
ratones inmunocompetentes que cuando se desarrollan en huéspedes inmunodeficientes
(Kroemer y col., 2013).

Por lo tanto, nuestros hallazgos aportan nuevos conocimientos para el desarrollo
de terapias combinadas que involucren la utilizacion de antineoplasicos convencionales
en combinacion con ligandos de TLR3 con capacidad de inducir IFN-I en la terapia
antitumoral. A su vez, nuestros resultados reflejan el efecto mejorado que puede resultar
de la combinacion de farmacos con diferentes mecanismos de accion, que pueden servir
como antecedente en el disefio de futuros ensayos que involucren la quimio-

inmunoterapia.
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ANALISIS ESTADISTICO

El manejo de datos, analisis y representacion grafica se realizé con Prism 5.0
(GraphPad Software). La significancia estadistica se calculé con andlisis 2 colas
utilizando el post test de Bonferroni para 1 0 2 vias ANOVA'y Test T de Student, mientras
que para estudios de sobrevida se empled el anélisis de Kaplan-Meyer, y un valor de p
menor de 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (* p <0,05; ** p <0,01; ***
P <0.001).

ANIMALES

Los ratones C57BL/6 y los ratones atimicos nude fueron adquiridos de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de la Plata, Argentina. Los animales de
la cepa C57BL/6 y derivados genéticamente modificados IFNAR1”, Foxp3-GFP, OTI,
OTII, asi como animales de la cepa BALB/c fueron adquiridos en los Laboratorios
Jackson. La cepa de raton deficiente en 1L-12p40 (I1L-12p407) fueron adquiridos de la
Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia, de la Universidad Nacional de San L.uis,
Argentina (gentilmente cedidos por la Dra. Silvia Di Genaro). Estos animales son
portadores de una mutacion nula para el gen de 1L-12p40, por lo que no son capaces de
secretar la subunidad p40 como tampoco el heterodimero IL-12p70 biolégicamente activo
(Magram vy col., 1996). Los animales fueron mantenidos en el Bioterio del CIBICI-
CONICET (Centro de Investigaciones en Bioguimica Clinica e Inmunologia, CONICET)
de acuerdo con los requisitos experimentales del comiteé ético.

Los ratones transgénicos reporteros IFN-B-luciferasa (Ap-LUC) fueron empleados
durante mi estancia en el laboratorio de los Dres. Jablonska y Lienenklaus. Estos fueron
generados mediante la sustitucion del gen que codifica IFN-$ con el gen reportero de la
luciferasa de luciérnaga usando el protocolo estandar de recombinacion homdloga
(Lienenklaus y col., 2009). Los ratones AB-luc fueron entonces recombinados con ratones
IRF37, IRF57, IRF7”- 0 UNC93b1" para generar ratones IRF3”- IFN-B*/A-¢ |RF57 |FN-
B IRF7- IFN-B*/Auc y UNC93b17- IFN-B*2c  respectivamente. Para recibir la
expresion del linaje especifico de reportero, IFN-B*/A¢ se cruzaron con ratones CD19cre,
CD4cre, LysMcre (proporcionados por la Dra. Angela Schippers, HZI) y ratones
CD11ccre (aportados por el Prof. Dr. Ulrich Kalinke, Twincore) para generar ratones que
expresan el gen reportero exclusivamente en células CD19+ (LiB), CD4+ (LiT), LysM+
(células mieloides), o CD11c+ (CD), respectivamente. Adicionalmente ratones IFN-b
+/Db-lue g cruzaron con ratones albino C57BL/6 (C57BL/6-Tyr c-2J., cedidos por Thomas
Blankenstein (MDC, Berlin) para mejorar la visualizacion de luciferasa in vivo. Todos los
ratones fueron endocriados en el bioterio del Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung
(HZI)- Braunschweig-Alemania bajo estrictas normas éticas de la Union Europea
(FELASA) y mantenidos bajo condiciones de higiene SPF.

CITOMETRIA DE FLUJO

La tincion superficial de las suspensiones celulares de bazo, ganglios linfaticos y
tumor; se realiz6 usando protocolos estandar indicados por el fabricante.
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Los siguientes anticuerpos fueron de BD Biosciences: anti-CD45-APC-Cy7
(30-F11), anti-VB5.1/2-PE (MR9-4), anti-CD8b-PE (H35-17.2), anti-CD8b-FITC
(53-6.7), anti-CD4-APC (RM4-5), anti-Gr1-PE (RB6-8C5), anti-CD107a-APC (1D4B),
anti-IFNy-FITC (and APC, XMGL1.2) y anti-IL-12p70-PE (C15.6). Los siguientes
anticuerpos de BioLegend: anti-CD4-PECy7 (RMAA4-5), anti-B220-APC (RA3-6B2),
anti-Ly6C-APC (HK1.4), anti-CD11b-FITC (M1/70), anti-F4/80-Alexa647 (BM8), anti-
CD86-FITC (GL1), anti-CD40-PE (3/23), anti-F4/80-APC (BM8), anti-CD11c-APC
(and PCP, N418). Mientras que los anticuerpos anti-TLR3 (40C1285) y anti-l1gG de raton-
Alexa488, fueron adquiridos en Abcam.

Para el estudio de la expresion de antigenos en CD, se utilizaron anticuerpos
monoclonales anti-CMH Il conjugado a FITC, anti-CD80 conjugado a PE, anti-CD86
conjugado a FITC (BD-Pharmingen) y anti-CD40 conjugado a PE (e-Biosciences) dentro
de la poblacion de CD CD11c+ marcada con anti-CD11c conjugado a APC (BD-
Pharmingen). Se realiz6 localizando dentro del gate para linfocitos, excluyendo
autofluorescencia, aquella poblacién de células CD8+CD11c- (representan alrededor de
7 a 12 % de esplenocitos totales). Simultdneamente se sortean las células CD11c+. Para
la purificacion de células por Cell-sorting, las células fueron marcadas con los respectivos
anticuerpos, durante 1 hora a 4°C en buffer de citometria. Posteriormente las células
fueron lavadas y resuspendidas en FacsFlow para citometria. Las muestras fueron
adquiridas en un FacsCanto Il BD y los analisis se realizaron utilizando el programa
FlowJo (Tree Star, Inc.).

CITOMETRIA DE FLUJO INTRACELULAR

Para la tincion de citocinas, las células fueron estimuladas con PMA (100 ng / ml)
e ionomicina (250 ng / ml) por un total de 4 horas a una concentracion de 1 x 106 células
/ ml. En las Gltimas 3 horas, se afiadio brefeldina (3 M), las células se fijaron y se
permeabilizaron con Cytofix/Cytoperm (catalogo 554722, BD Biosciences), y se tifieron
con anti-IFN-FITC (y APC, XMG1.2), anti- IL-12p70-PE (C15.6) (ambos de BD
Biosciences). Para la tincion de anti-TLR3, las muestras se tifieron primero con el
anticuerpo contra los marcadores de superficie pertinentes, a continuacion, se
permeabilizaron con Fixation/Permeabilization Kit (catalog 00-5521-00, eBioscience) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, seguido de otra ronda de permeabilizacion
con paraformaldehido al 1% mas 0,5% de Tween-20 en PBS a temperatura ambiente
(T.A.) durante 30 minutos, después se tifieron con anticuerpo anti-TLR3 (40C1285 clon,
Abcam) a 4°C durante 45 minutos. Después de una segunda etapa de tincién a 4°C durante
45 minutos con anti-ratén-Alexa488 anticuerpo policlonal (Abcam), las células se lavaron
dos veces y se analizaron segun se detalla anteriormente.

DETECCION DE LUCIFERASA

Para la determinacion de la actividad enzimatica de la luciferasa, se obtuvieron
fragmentos de tejido (50ug), y se colocaron inmediatamente en hielo seco, siendo
almacenados a -80°C hasta su uso. Las muestras se homogeneizaron en volumenes
proporcionales de Reporter Lysis Buffer usando Lysing Matrix A en homogeinizador
FastPrep-24 (MP Biomedicals). Los lisados se mezclaron con LARII (Promega) y se
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midi6 en un lumindémetro (Berthold). Para la toma de imagenes y deteccion de luciferasa
in vivo, los ratones fueron inyectados i.v. con 150 mg/kg de D-luciferina (Synchem) en
PBS, anestesiados utilizando sistema continuo de administracion de Isoflurano (Baxter)
y registrado mediante un sistema de formacion de imagenes IVIS 200 (CaliperLS). El
flujo de fotones se cuantificd usando el programa Living Image 3.2 (CaliperLS) y se
expresa en fotones/s/cm2/estereorradian.

ENSAYO DE PROLIFERACION IN VIVO POR DILUCION DE CFSE.

Carboxifluorescein-succinimidil éster (CFSE) es un fluorocromo capaz de marcar
a las células por la formacién uniones covalentes con proteinas citoplasmaticas, siendo
retenido dentro de la célula y conservando su viabilidad. Por lo tanto, si una célula
marcada con CFSE se encontrase en proceso de division, el colorante al encontrarse
anclado a las proteinas, se repartird en cantidades iguales entre las células hijas,
decayendo su intensidad de fluorescencia a la mitad. Esto permite identificar ciclos
discretos de division celular, hasta que la fluorescencia sea demasiado baja para ser
distinguida de la auto fluorescencia propia de la célula (Wells y col., 1997).

Se prepar6 una solucién de CFSE a 10 uM en PBS 5% SFB (solucion 2X) -stock
CFSE 5mM, concentracion final en suspension celular 5 uM. Se tom6 1 ml de la solucién
CFSE 2X y luego de mezclar con 1 ml de la suspension celular de linfocitos en PBS, se
incubd 30 minutos a T.A. en oscuridad (tubo de 15 ml recubierto con papel aluminio en
posicién horizontal). A continuacién se procedi6 a lavar con PBS 2% SFB y centrifugar.
Una vez contadas las células se resuspendieron 15 x 108 cél/ml con solucién fisioldgica
estéril, se alicuotaron en jeringas para insulina (sin volumen muerto 27G) 200 ul de la
suspension celular (CFSE+) y transfirieron i.v. a ratones C57BL/6. Ademas se emplearon
ratones sin transferir (como control negativo) y ratones portadores de tumores B16 (para
control de proliferacion homeostatica) que no recibieron ningun tratamiento. Luego de 3
0 6 dias, se extrajeron los GD, GND y tumores de los ratones transferidos y se analizaron
las poblaciones de interés por citometria de flujo.

ENSAYO PRE-CLINICO DE QUIMIO-IMMUNOTERAPIA COMBINADA

Once dias después de la inoculacion de células tumorales, los ratones se dividieron
al azar en 6 grupos: PBS, pAU (50 pg/raton), Doxo (monoterapia en bajas dosis, 0,05
mg/ratén), Doxo/pAU (bajas dosis de doxorubicina 0,05 mg/ratén en combinacion con pAU
50 pg/ratén), DOXO (monoterapia en altas dosis, 0,25 mg/ratén) y DOXO/pAU (altas dosis de
doxorubicina 0,25 mg/ratén en combinacion con pAU 50 pg/ratén), (n = 15 ratones/grupo
combinando 2 experimentos independientes). PBS y pAU se administrd i.t. cada dos dias,
mientras que doxorubicina i.v. cada 7 dias. 3 dias después de la segunda dosis de
doxorubicina (dia 21 después de la inoculacién del tumor), se obtuvo la sangre de 5
ratones/grupo y se procedio a la deteccion de los distintos parametros bioquimicos y
enzimaticos (en suero) en un autoanalizador Advia 1200 (Siemens).

EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA ADOPTIVA

Ensayo de proliferacion in vivo. Células OT-1 CD8+ u OT-lII CD4+ fueron
obtenidas de bazo de respectivos ratones por FacsAriall (BD Biosciences) y marcadas
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con CFSE. Después del lavado, 3x106 células CD8+CFSE+ se transfirieron via inyeccion
retro-orbital a ratones receptores C57BL/6 portadores de tumor (de los grupos pAU o
PBS como se indicd). 3 o 6 dias despues, se cosecharon las células de bazo, GD, GND y
tumores y a continuacion se marcaron con Vf5.1/2 (mAb especifico para analizar OT-I
CD8 + o OT-Il CD4 +) y se analizo proliferacion celular por citometria de flujo. Para
medir los marcadores de funcién y la produccion de citocinas intracelulares, las células
OT-Il1 T OT-I se incubaron con anticuerpos especificos.

INDUCCION DE TUMORES IN VIVO: MODELO TERAPEUTICO CON POLI A:U

Los tumores se indujeron en huéspedes singénicos [ratones C57BL/6, IFNAR1™,
Foxp3-GFP (C.Cg-Foxp3tm2Tch/J), IFNp*ABLuc  |ENR*HIoxBLuc | ygM,  |FNR*IoxBLuc
CD11c, IFNR*oxBLluc CD19 o IFNR*1oxBLuc CD4, IFNBHABLuc |IRF3) IFNB*AP Lue IRF57,
IFNB+/AB Luc IRF77 y IFNB*ABLuc UNC93b™] y ratones “nude”, mediante la inyeccion
s.c. de 1 x 106 de células B16, o cuando se indica con 1 x 10° EG7ova, 0.5 x 108 células
MB49; y en ratones singénicos (BALB/c) mediante la inyeccion s.c. de 1 x 10° células
CT26 y 1 x 10° células 4T1. Las lineas celulares fueron resuspendidas en 250 pl de PBS
esteril, en el flanco derecho de cada animal. El desarrollo tumoral fue monitoreado dia de
por medio, midiendo los didmetros perpendiculares del tumor con un calibre métrico. El
volumen del tumor fue estimado como (d2 x D)/2, donde d y D corresponden a los
didmetros menor y mayor respectivamente. Tras la aparicion del tumor (dia 10 p.i.,
volumen tumoral > 18 mm?), fueron tratados i.t. con 4 dosis (cada dos dias) de 50 pg de
poli A:U (Invivogen) en 200 pl de PBS (grupo pAU) o 200 ul de PBS (grupo PBS). Los
animales que fueron mantenidos para analisis de sobrevida, por razones éticas, se
sacrificaron cuando los tumores alcanzaron un volumen mayor a 2500 mm?2. La mediana
de vida se calcul6 segun la siguiente formula:

My= |[MpAU-MPBS|. 100
MPBS

Mv (mediana de vida); Mpau (mediana de sobrevida grupo pAU); Mpgs (mediana
de sobrevida grupo PBS)

INMUNOFLUORESCENCIA

Escaneo Confocal. Los animales se sacrificaron después de 4 dosis de pAU por
dislocacion. Los tumores fueron extirpados y fijados en 10% de buffered
paraformaldehido en PBS durante 24 horas. Luego se deshidrataron con un 30% de
sacarosa en PBS durante al menos 72 h. Los tumores deshidratados fueron incorporados
en OCT, y almacenados a -80°C. Los tumores congelados se dividieron en secciones de
12 micras de espesor mediante criostato (Leica). Las secciones fueron bloqueadas con
TBS conteniendo 3% de albumina de suero bovino (BSA) y 0,1% de Triton X-100
(Sigma-Aldrich) 4 °C durante la noche, y después se incubaron con anticuerpo de conejo
anti-raton CD45 (Biolegend) en TBS 3% de BSA durante 2 horas. Después de 2 rondas
de lavado, las secciones se incubaron con anticuerpo de cabra anti-conejo AlexaFluor 546
(Invitrogen) en TBS 3% de BSA durante 1 hora. Las laminas fueron tefiidas 5 minutos a
T.A. con DAPI y luego fueron montadas en en Fluorsave (Calbiochem). Las laminas se
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analizaron bajo microscopio confocal de fluorescencia (Olympus FVV1000). Las imagenes
fueron procesadas con el software Adobe Photoshop 7.0.

OBTENCION DE CELULAS INFILTRANTES DE TUMOR

Las células infiltrantes de tumor se obtuvieron como se describié previamente
(Andreani y col., 2007).

LiINEAS CELULARES

Las lineas celulares murinas B16-FO (melanoma), B16ova (melanoma que secreta
establemente Ovalbimina), E.G7ova (linfoma que secreta establemente Ovalbdmina),
CT26 (adenocarcinoma de colon) y 4T1 (adenocarcinoma de mama hormona
independiente) fueron adquiridas en la Coleccion Americana de Cultivo Tipo (ATCC).
La linea celular murina de cancer de vejiga MB49 fue proporcionada gentilmente por el
Dr. IC Summerhayes (Lahey Clinic, Burlington, MA). Todas lineas celulares se
cultivaron en placas de cultivo de 100 mm con medio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium High glucose) o en flask de cultivo de 75 mm con medio RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute), para el caso de la linea E.G7ova (Gibco, Life
Tchnologies) suplementado con L-glutamina 2mM, 40pg/ml de gentamicina y 10% de
Suero Bovino Fetal (SBF). Para el mantenimiento de la expresion constitutiva de
Ovalbumina, tanto las lineas B16ova como E.G7ova fueron cultivadas por al menos 4
dias en presencia del antibidtico de seleccion G418 (geneticina, Invivogen). Las células
se cultivaron a 37°C en atmdsfera himeda con tension de CO- al 5%.

PREPARACION / EMPLEO DE POLI A:U

La resuspension, almacenamiento y utilizacion de “poli A:U” polyadenylic—
polyuridylic acid (Invivogen) se hizo siguiendo estrictamente las recomendaciones del
fabricante. Brevemente, para la resuspencion se afiadieron (con jeringa estéril apirégena
en cabina de flujo laminar) 10 ml de agua libre de endotoxina estéril (suministrados en el
kit) al vial que contenia 10 mg de poli A:U liofilizado (concentracion final 1mg/ml). Se
procedié a agitar la solucion vigorosamente mediante Vortex hasta lograr su completa
solubilizacion (3 ciclos de 30 segundos). A continuacion, para aumentar la solubilidad,
se calento la solucién durante 10 minutos a 50°C, y se dejo enfriar a T.A. para asegurar
la hibridacion apropiada. Luego, se procedio al alicuotado en tubos de 1 ml tipo eppendorf
calidad “RNAase/DNAse free” 3 veces autoclavados y se llevaron inmediatamente a
freezer -20°C para su almacenamiento hasta el momento de su uso. Cada vez que se
empled poli A:U para el tratamiento in vivo, se procedio a descongelar adicionando al
tubo PBS (Gibco) en cantidad suficiente para obtener una concentracién final de 50 ug
de poli A:U en 200 pl de PBS/raton. Para la estimulacion in vitro de células de melanoma
murino B16, se incubd por 30 minutos 60 g de PEI con o sin 8 ug de poli A:U (PEIL:pAU)
para favorecer la formacién de complejos. Luego, 1x108 células B16 se estimularon por
4 hs en estufa a 37°C con PEI o PEIL:pAU en 200 pl de medio sin SFB, se lavaron 3 veces
con PBS y se incubaron con medio completo por 20 hs adicionales (B16+PEI y
B16+PEl:pAU respectivamente). Ademas, 1x106 células B16 se estimularon por 24 hs
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con 50 o0 500 pg de poli A:U desnudo cada 200 pl de medio completo en un volumen
final de 1 ml (B16+pAU 50 pg y B16+500 pg respectivamente).

PURIFICACION DE LINFOCITOS T APARTIR DE BAZO DE RATON OT-1U OT-I1l POR CELL-
SORTING

Se extrajo el bazo de ratones jovenes (8 a 10 semanas de edad) en placa con RPMI
2% SFB, en condiciones asépticas. Se obtuvo la suspension celular por disgregacion
mecénica en malla metélica (100um), se pasé a tubo nuevo estéril y se procedio a
centrifugar a 2000 rpm, descartando el sobrenadante. A continuacion, se agregé 4 ml de
buffer de lisis (Sigma-Aldrich), incubando a T.A. de 3 a5 minutos. Se procedio6 a 2 rondas
de lavado con RPMI 2% SFB y centrifugado a 1500 rpm. Luego de resuspender las
células en 2 ml de buffer MACS Yy filtrar con malla 80 um, se cont6 dilucion 1/200 de la
suspension celular en Turk, llevandose a una concentracion de 80 x 108 cél/ml. Una vez
marcados con respectivos anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11c, se procedio a la
recuperacion de células por cell sorting FacsAriall (BD Biosciences) que cumplian los
requerimientos (tamafo, granularidad, singuletes, CD4+CD8-CD11c- o CD8+CD4-
CD11c-) con una pureza mayor al 90%.

WESTERN BLOT

Para el andlisis de la expresion proteica de TLR3, células B16-GFP fueron
recuperadas por cell sorting de tumores PBS y pAU en ratones wt e IFNAR1”, luego de
recibir 2 dosis de tratamiento (dia 15 p.i.; n=5/grupo). A continuacion, se lavaron y lisaron
sobre hielo por 20 min en solucion de lisis (Tris-HCI 62.5 mM (pH 6.8), SDS 2% plv,
glycerol 10%, DTT 50 mM, y Azul de bromofenol 0.01% p/v). Estas suspensiones fueron
calentadas a 100°C por 5 min. Las proteinas en el lisado celular se separaron por SDS-
PAGE al 10% y luego fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). Las
membranas se bloquearon durante 2 hs a 37°C en buffer bloqueante (TBS conteniendo
5% de leche descremada mas 0,1% de Tween 20) y luego se incubaron toda la noche a
4°C con anticuerpos primarios anti-TLR3 de raton (clon 40C1285, Abcam). Las
membranas se lavaron con TBS-0,1% Tween 20 y se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes conjugados a la peroxidasa del rabano (cell signaling). La
inmunodeteccion se realizé con un kit de Western Blot Chemiluminescence (Amersham
Bioscience, Piscataway, NJ) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Para determinar la igualdad en la carga proteica, las mismas membranas fueron
utilizadas midiendo la expresion de p-actina (Cell signaling). Las membranas
posteriormente, se incubaron con anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a la enzima
peroxidasa del rabano (Cell Signaling). La inmunodeteccion se realizé como se describid
anteriormente.

MICROARREGLO DE PROTEINAS (PROTEIN ARRAY)

Para el estudio de la produccion de citocinas/quimiocinas, se obtuvieron y
purificaron mediante cell sorting células CD45+ CD11b+ infiltrantes de tumores PBS o
pAU (pool de 5 ratones por grupo). Sin posterior estimulo o con 24hs de estimulacion 0,1
pg/ml de LPS, las células se homogeneizaron en el buffer de lisis celular 1X que contiene
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inhibidores de la proteasa (Promega) y se emplearon 200 pg de proteina. La expresion de
25 quimiocinas de raton se determing utilizando el Proteome Profiler Mouse Chemokine
Array Kit (R&D Systems, Inc.) segun las instrucciones del fabricante. Las imagenes
digitales fueron capturados y cuantificadas usando el programa Image Studio 3.1 (LI-
COR Biosciences) y la abundancia relativa de proteina se normalizo a las controles de
carga internos.
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