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Resumen

Datos epidemioldgicos han revelado una relacion inversa entre la incidencia de
algunas infecciones parasitarias y el desarrollo de cancer. Se ha reportado ademas que la
inmunizacién con extractos proteicos del pardsito Trypanosoma cruzi previene la
aparicion de tumores en un 60% de ratones inyectados con la linea tumoral murina
derivada de carcinoma de pulmon, LL/2.

Considerando estos hallazgos, se postula la existencia de reacciones
inmunoldgicas cruzadas donde el desarrollo de una enfermedad puede afectar el curso de
la otra. Sin embargo, las bases moleculares de este proceso son aun desconocidas. En
este contexto, el objetivo del presente trabajo se centra en profundizar la caracterizacion
de antigenos compartidos entre el parasito T. cruziy la linea de pulmoén murino LL/2. Para
ello se desarrollaron anticuerpos policlonales contra T. cruzi, los cuales mostraron
reactividad con extractos proteicos tumorales. La identificacion de las proteinas
reconocidas por dichos anticuerpos se realizd mediante analisis protedmico en geles
bidimensionales, en conjunto con Western Blots mono y bidimensionales.

Mediante espectrometria de masa, se identificaron g proteinas de LL/2 sujetas a
reactividad cruzada no presentes en tejido de pulmon normal. De éstas, 8 proteinas, de
las que se destacan Bip, Pin-1, Cofilin-1 y HnrpA2/Bi, estan asociadas con la
transformacion maligna y han sido descritas como posibles blancos moleculares para
terapia o como marcadores de estadio clinico.

Adicionalmente se optimizaron técnicas para la purificacion de estos antigenos
tumorales sujetos a reactividad cruzada, lo que permitira la confirmacién de la identidad
de los mismosy continuar la caracterizacion molecular de dichas proteinas.

En conjunto, la identificacion de los antigenos tumorales aqui descritos podria
contribuir al desarrollo de nuevos métodos de diagnostico asi como profundizar en el
conocimiento de interacciones inmunoldgicas entre cancer y parasitos y en el desarrollo

de nuevas estrategias terapéuticas.
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Introduccion

Cancer

Biologia del cancer

Durante el desarrollo normal y a lo largo de la vida adulta, intricados sistemas de
regulacion génica, regulan el balance entre renovacion celular y muerte, el cual determina
el tamano corporal adulto y la tasa de crecimiento en alcanzar ese tamano. En algunos
tejidos , la proliferacion celular ocurre como una estrategia de continuo recambio (Lodish
2003). Sin embargo, ocasionalmente se generan células que no responden a los
mecanismos de control del crecimiento celular, dando origen a clones que pueden
expandirse y generar lo que se denomina tumor o neoplasma (Goldsby et al, 2003).

Un tumor que no es capaz de crecer indefinidamente, y por tanto no invade tejidos
sanos se denomina benigno. Sin embargo, aquellos tumores que continvan creciendo y se
convierten progresivamente en invasivos son malignos, siendo el término cancer utilizado
especificamente para este Ultimo tipo de tumores (Goldsby et al, 2003). Los tumores
malignos pueden generar metastasis, donde pequenos grupos de células malignas se
separan del tumor, invaden la sangre o vasos linfaticos y son transportados asi a otros
tejidos donde contintUan proliferando. De esta manera un tumor primario puede originar
un tumor secundario en otro tejido (Goldsby et al, 2003).

La mayoria de los tumores se forman por alteracion en los genes tanto por
factores ambientales como carcindgenos, radiacion UV, virus, o por factores intrinsecos
tales como errores en el copiado o reparacion de genes o determinados por herencia de
una dotacion génica determinada. Sin embargo, raramente una Unica mutacion lleva al
comienzo de un tumor, tipicamente, una serie de mutaciones en multiples genes genera
progresivamente tipos celulares que proliferan mas rapidamente y que escapan a las
restricciones de crecimiento. Eventualmente, uno de estos clones puede crecer y
multiplicarse para formar un tumor, pudiéndose considerar entonces que originalmente
los tumores tienen un origen monoclonal (Lodish et al, 2003).

La pérdida de regulacion en el ciclo celular esta relacionado con mutaciones en

cuatro grupos de genes implicados en el inicio de cancer: proto-oncogenes, genes
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supresores de tumores, los genes que regulan la apoptosis y los genes reparadores del
ADN (Lodish etal, 2003, Kumar et al, 2007)

Un oncogén es cualquier gen que codifique una proteina capaz de transformar
células de tejido sanas a tumorales. Generalmente estos genes codifican para moléculas
de sefializacion de promocion del crecimiento y sus receptores, factores de transcripcion o
proteinas de supervivencia. La conversién o activacion de un proto-oncogén en un
oncogén generalmente requiere una mutacion de ganancia de funcion (Lodish et al
2003).

Por otra parte, los genes supresores de tumores generalmente codifican para
proteinas que inhiben la proliferacion celular y por tanto, mutaciones que generen la
pérdida de funcion contribuye al desarrollo del cancer. Entre estos genes se encuentran
proteinas intracelulares que regulan o inhiben la progresion de etapas especificas del ciclo
celular, receptores o transductores de sefiales de hormonas secretadas o sefales de
desarrollo que inhiben la proliferacion celular (Lodish et al, 2003).

En adicion, las células tumorales pueden adquirir resistencia a la muerte celular
programada, interfiriendo a diferentes niveles en la sefializacion de la apoptosis. Entre los
mecanismos descritos se encuentra la expresion aumentada de genes anti-apoptaticos, la
disminucion en expresion o mutacidon en genes de moléculas pro-apoptdticas, asi como
modificaciones en la via de induccion de apoptosis. Pudiéndose clasificar adicionalmente
estos genes como protoncogenes o genes supresores de tumores respectivamente (Igney
etal 2002, Lodish et al, 2003).

Finalmente, mutaciones en genes involucrados en la reparacion del ADN puede
promover la acumulacién de cambios en los genes antes mencionados, potenciando la
adquisicidn de un fenotipo tumoral maligno (Berwick , 2000).

Considerando las modificaciones que se presentan en estos genes, se ha sugerido
que en células tumorales se manifiestan seis alteraciones esenciales en la fisiologia celular
que, colectivamente, dictan el crecimiento maligno. La autosuficiencia de sefales de
crecimiento, insensibilidad a sefales inhibitorias de crecimiento celular, evasion de
muerte celular programada por apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis
que vasculariza el tumor y finalmente evasion tisular y metastasis. Asimismo, el orden en
que los tumores adquieren estas caracteristicas pueden ser variables dependiendo del

tejido afectado (Hanahan, 2000).



Caracterizacion protedmica de antigenos compartidos Cancer-T. cruzi Claudia Schvartzman

Mas de cien tipos de cancer y subtipos de tumores pueden ser encontrados en
organos especificos (Hanahan, 2000). Las células animales normales son clasificadas
generalmente de acuerdo al tejido embrionario del cual se originan, consecuentemente,
los distintos tipos tumorales son clasificados de forma andloga. De esta forma, tumores
malignos son clasificados como carcinomas si derivan del endodermo (epitelios
intestinales) o ectodermo (piel y neuroepitelio), y como sarcomas si derivan del
mesodermo (precursores de sangre, musculo y tejido conectivo) (Lodish et al, 2003).
Adicionalmente, las leucemias, se originan a partir de células provenientes del sistema
hematopoyético; los linfomas desarrollados en células de las glandulas del sistema
inmune; por uUltimo los mielomas desarrollados a partir de células plasmaticas de médula
osea.

En el Uruguay, el cancer es la segunda causa de muerte, situandose por debajo de
enfermedades cardiovasculares. (Comision Honoraria de Lucha Contra el Cancer, 2008).
La incidencia de esta patologia es coincidente con paises del primer mundo, donde el
aumento en las expectativas de vida es proporcional a la incidencia de enfermedades
degenerativas como el cancer (DePinho, 2000). Particularmente, el cancer de pulmon es
el que presenta mayor mortalidad en hombres y es la tercer causa en mujeres segun
estudios de la comision Honoraria de Lucha Contra el cancer entre los afios 2004-2008 y

se detalla en la figura 1.

Hombres | % |
1 PULMON 22.68 WFULMON
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2 PROSTATA 14.53 WCOLO-RECTO
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PRIMARIO DESC. 7.49 ] 5 10 15 20 25
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1 MAMA 19.67 A
BCOLO-RECTO
2 COLO-RECTO 14.23 mPULMON
3 PULMON 6.35 RCUSLLO UERING
4 PAMNCREAS 8.55 \EaPrM: DERG
5 CUELLO UTERINO 4.14
PRIMARIO DESC. 9.37 0 7 14 21

Figura 1. Distribucion porcentual de la mortalidad, localizaciones mas frecuentes en el Uruguay en

el periodo comprendido entre 2004-2008 Adaptado de comision honoraria de lucha contra el cancer (2008)
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Antigenos tumorales

La inestabilidad genética a consecuencia de mutaciones en el genoma permite
que nuevos antigenos sean expresados en células tumorales a medida que se desarrollay
progresa el proceso de carcinogénesis. Si bien la sobre expresion de genes presentes en
células tumorales no genera nuevos antigenos, el aumento en la concentracion de los
mismos puede afectar su antigenicidad (Drake, et al 2006).

De esta forma, dos tipos de antigenos tumorales han sido descritos; los antigenos
especificos de tumor y los antigenos asociados a tumor (Goldsby et al, 2003). Los
antigenos especificos de tumor son caracteristicos de células tumorales, los que se
generan a partir de proteinas alteradas. Por otra parte, los antigenos asociados a tumor,
no son Unicos de células tumorales, pudiendo ser proteinas expresadas en células
normales, pero que normalmente no estan presentes en el adulto o presentan un
aumento en la expresion respecto a células no tumorales (Goldsby et al, 2003).

Los antigenos especificos de tumor han sido caracterizados en tumores inducidos
con carcinégenos fisicos o quimicos asi como por induccion con virus. La presencia de los
mismos en tumores que se generan espontaneamente es particularmente dificil, puesto
que el sistema inmune elimina células que presenten una alta concentracion de estos
antigenos de superficie (Goldsby et al, 2003).

Por otra parte, la mayoria de los antigenos tumorales son antigenos asociados a
tumor, compuestos por proteinas que pueden estar presentes en células normales. Se han
definido cinco clases de antigenos con estas caracteristicas, que comprenden antigenos
sobre-expresados, especificos de linaje o diferenciacion, antigenos virales, autoantigenos
mutados ¢ alterados, antigenos cancerosos y testiculares los que se detallan en la tabla 1

(Linley, et al 2011; Stevanovic 2002; William 2008).
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Tabla 1. Clasificacion de antigenos asociados a tumor. adaptado de William 2008)

Tipo de antigeno Nombre Localizacion
Sobre expresados FGF-5 Renal
HER-2 Mama
MUC-1 Mamaj/ovario/linfom
a
WT-1 Leucemia
PRAME Melanoma
Especificos de linaje/ gp100 Melanoma
diferenciacion Melon-A/MART-1  Melanoma
Tirosinasa Melanoma
PSA Prostata
Virales E6/E7 Cervical, cabezay
cuello
EBNA Linfoma
Tax Leucemia cél
T./Linfoma
HCV core Hepatocelular
Autoantigenos mutados/ CDKg Meanoma
Alterados HLA-A* Melanoma
Ag Testiculares MAGE Melanoma
HAGE Leucemia/mieloma/
Linfoma
PRAME Leucemia/mieloma
NYESO-1 Varios

Se ha observado que determinados tumores son capaces de estimular la sobre-
expresion de ciertos constituyentes celulares que a su vez promueven el crecimiento
maligno. Ejemplos de estos antigenos sobre-expresados incluyen el antigeno HER-2 y
MUC-1 en carcinoma de mama Yy el antigeno Wilm’s Tumour-1 (WT-1) en varios tipos de
transformaciones malignas como ser cancer de pulmon, de ovario, gastrico y
hematoldgicos incluyendo leucemias y linfomas (Linley et al, 2011, William, 2008).

Los Antigenos especificos de Linaje y/é Diferenciacion estan restringidos a
determinados tipos tisulares y luego de una transformacién oncogénica son sobre-
expresados. Este grupo de antigenos asociados a tumor han sido descritos ampliamente
en melanoma dentro de los que se encuentran tirosina-quinasas gp7s, gp1oo y melan-

A/MART-1 (Linley et al, 2011).
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Por otra parte, los antigenos inducidos por virus, son compartidos por todos los
tumores que fueron inducidos por el mismo virus. Ciertos virus poseen en su genoma
genes que son capaces de inducir la transformacion una vez que se han integrado al
genoma del huésped. En el linfoma de Burkitt, se demostrado que las células expresan
un antigeno nuclear del virus Epstein-Barr, asimismo, en papiloma virus humano (HPV),
las proteinas E6 y E7 se encuentran en mas del 80% de cdnceres invasivos cervicales
(Goldsby et al, 2003).

Adicionalmente, la accion de carcindgenos puede generar cambios genéticos que
potencialmente resulten en oncogénesis, cambiando los genes afectados en varias formas
y generandose asi antigenos propios modificados o mutados. Ejemplos de estos incluyen
al gen que codifica para la proteina Ras. Mutaciones puntuales en su secuencia pueden
originar una proteina incapaz de ser inactivada & resistente a la inactivacion. Esta
alteracion se encuentra en 30% de los canceres humanos (Linley et al, 2011).

Los genes de antigenos testiculares fueron clasificados de esta forma porque se
encuentran en células tumorales asi como en placenta y tejidos testiculares, sin embargo
no lo estan en el resto del organismo. Tienen ademas la particularidad que éstas células
no expresan moléculas de HLA por lo que no son reconocidas por células T (William,
2008). Se conocen mas de 100 antigenos testiculares que incluyen MAGE, BAGE, GAGE,

SSX, NY-ESO-1, HAGE y PRAME entre otros (Linley et al, 2011).

Inmunidad y Cancer

A inicios del siglo XX, Paul Ehrlich predijo la participacion del sistema inmunitario
en la represion del crecimiento de tumores, los cuales de otra manera, aparecerian con
una mayor frecuencia (Strebhardt et al 2008). En la segunda mitad del siglo XX,
MacFarlane Burnet y Lewis retoman la idea de Paul Ehrlich y proponen que el sistema
inmune identifica células cancerosas o precancerosas y las elimina antes de que se
vuelvan malignas en el proceso denominado inmunovigilancia. Sin embargo, varios
estudios mostraron que no existia dicha correlacion en todos los casos, de hecho,
pacientes inmunodeficientes exhiben solo un pequefo aumento en la tasa de tumores
solidos con la excepcidn de casos raros como el sarcoma de Kaposi, el cual fue observado

en pacientes con HIV (Dunn et al, 2004a). Estudios recientes en ratones sugirieron
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ademas evidencia de que el sistema inmune puede prevenir la aparicion de cancer en
tumores que presentan antigenos altamente inmunogénicos mientras que, los tumores
que poseen mecanismos que previenen la respuesta inmune apropiadamente pueden
crecer progresivamente, un mecanismo que se denominé inmuno-edicion (Dunn et al
20043). Este concepto amplia el de inmunovigillancia contemplando la observacion que
el sistema inmune puede tanto proteger al huésped contra el desarrollo tumoral asi como
promover su crecimiento (Schreiber et al, 2011). Factores que influencian el crecimiento
tumoral incluyen la inmunogenicidad de los antigenos expresados asi como la sensibilidad
de los factores del huésped que regulan las respuestas inmunes (William, 2008). El
concepto de inmunoedicidn esta dividido en 3 fases designadas eliminacion, equilibrio y
escape (3E) (Dunn et al 2004b) esquematizados en la figura 2. La fase de eliminacidn
corresponde al proceso descrito para inmunovigilancia, donde el sistema inmune detecta
y elimina células tumorales. En el caso de que la eliminacidn sea parcial, la teoria de
inmunoedicion establece que hay un estado de equilibrio temporal entre el sistema
inmune y el tumor en desarrollo. Durante este periodo, algunas células tumorales pueden
permanecer quiescentes o continuar acumulando cambios (como mutaciones del ADN o
en la expresion génica) y asi modular la expresion de antigenos especificos de tumor o
antigenos inducidos por estrés. A medida que este proceso continUa, el sistema inmune
ejerce presion selectiva, eliminando los clones tumorales susceptibles. La presidn
generada durante esta fase es suficiente para controlar la progresion tumoral.
Eventualmente, si no se eliminan las células tumorales completamente, el proceso resulta
en seleccidon de variantes tumorales capaces de resistir, evadir o suprimir el sistema
inmune. El resultado de este proceso pasivo estd determinado por multiples factores en el
ambiente tumoral tales como factores de crecimiento, acceso a nutrientes y la presion
inmune. En todos los casos, el sistema inmune juega un rol en delinear las caracteristicas
fenotipicas de tumores generados espontaneamente, llevando a la fase de escape.
Durante ésta, el sistema inmune ya no es capaz de contener el crecimiento tumoral y
resulta en un crecimiento progresivo del tumor. Adicionalmente, inmunoterapias que
llevan a una eliminacion parcial del tumor representa un escenario adicional donde la
presion selectiva puede generar el escape de variantes preexistentes del tumor (William

2008, Dunn et al 2004a,b, Swann ,2007).

11
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Figura 2 Inmunoedicion del cancer Las células normales estan expuestas a estimulos oncogénicos que pueden

conducir a la transformacion maligna. El proceso de inmunoedicion del cancer estda compuesto por 3 fases,

eliminacion o inmunovigilancia, en el cual las células tumorales exponen sefiales que pueden mediar su eliminacion

por el sistema inmune antes de ser clinicamente aparentes. La segunda fase de equilibrio, donde las células

tumorales y el sistema inmune estan en equilibrio dinamico, y escape, donde las células tumorales que tienen tanto

inmunogenicidad reducida o mecanismos inmunosupresores para atenuar respuestas. Adaptado de Swann 2007.
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Mecanismos efectores de la inmunidad anti-tumoral

Como se menciond anteriormente, en la fase de eliminacion las células tumorales
son efectivamente reconocidas y eliminadas por el sistema inmune.

Senales de dafio o estrés generadas en el microambiente tumoral podrian
contribuir al establecimiento de una reaccion pro-inflamatoria que promoveria el
desencadenamiento de una respuesta inmunitaria (Schreiber et al, 2011). En particular, la
produccion de acido Urico como subproducto del metabolismo tumoral, la liberacion de
proteinas de choque térmico (HSPs) y la presencia de productos de degradacion de la
matriz extracelular, tales como el acido hialurénico o heparan sulfatos pueden mediar
estas sefales (Schreiber et al, 2011). Por otra parte, ligandos asociados a estrés como ser
RAE-1 y H6o 6 MICA/B actUan como senales de activacion de células efectoras. El
reconocimiento de dichas sefales por los receptores apropiados en células del sistema
inmunoldgico innato lleva a la liberacidn de citoquinas que promueven posteriormente el
desarrollo de una respuesta adaptativa especifica para el tumor (Schreiber et al, 2011).

Diversos mecanismos efectores del sistema Inmunoldgico se han asociado a la
eliminacion de células tumorales. Una de las células efectoras implicadas son las células
Natural Killer (NK), cuya actividad estd requlada por un balance entre sefales
provenientes de receptores activadores como NKG2D que reconocen motivos alterados
en la superficie celular como MICA/MICB vy receptores inhibitorios que reconocen
moléculas de expresion normal en las células, como motivos conservados en las moléculas
MHC de clase I (William 2008, Goldsby, et al 2003). La activacion de las células NK lleva a
la induccion de apoptosis de las células blanco mediante la liberacion de granulos
conteniendo moléculas de perforina y de granzima, o mediante interacciones entre
receptores de membrana como Fas/Fas-L (Murphy 2008) . Por otra parte, las células NK
pueden desencadenar sus mecanismos efectores ante el reconocimiento de anticuerpos
IgG unidos a la superficie de las células tumorales, mecanismo denominado citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos (ADCC) (Murphy et al, 2008).

Los linfocitos T CD8+ citotoxicos también participan en la eliminacion de células
transformadas, a través del receptor TCR en complejo con moléculas MHC de clase | que
presenten antigenos tumorales especificos. Los mecanismos empleados por estos son
esencialmente los mismos que los desencadenados por las células NK. Sin embargo, los

linfocitos T CD8+ requieren de una activacion previa por células presentadoras de
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antigeno y colaboracion por linfocitos T CD4+ (Murphy et al, 2008). Por tanto,
poblaciones celulares como las células presentadoras de antigeno y los T CD4+ son
esenciales para estimular la generacion de tales respuestas. Adicionalmente, la liberacidn
local de citoquinas pro-inflamatorias como el IFN-q, tanto por células de la inmunidad
innata como de la adaptativa, contribuirian a la activacion de células efectoras de la
inmunidad y al reclutamiento de poblaciones celulares adicionales en la vecindad del

tumor (Weinberg, 2007).

Mecanismos de escape Tumoral

En la fase de escape, las células tumorales que han adquirido la habilidad de evadir
el reconocimiento o los mecanismos efectores del sistema inmune emergen
progresivamente. La transicion desde la fase de equilibrio a la de escape puede ocurrir,
porque las poblaciones de células tumorales cambian su respuesta al sistema inmune o
porque el sistema inmune cambia en respuesta a un ambiente inmunosupresor generado
por el tumor o un deterioro del sistema inmune (Schreiber et al, 2011). El reconocimiento
de antigenos por las células dendriticas en estas condiciones no genera su activacion y
maduracion. Adicionalmente, asi como otras células tisulares, las células tumorales no
expresan moléculas de co-estimulacion por tanto, el reconocimiento de antigenos
tumorales por linfocitos T CD8+ y T CD4+ puede generar anergia en los mismos (William,
2008)

Entre los mecanismos de evasion tumoral se destaca la alteracion en el
reconocimiento inmune, el cual puede generarse mediante una reduccion o modificacion
en la expresion de antigenos tumorales. A su vez, la disminucion en la expresion de
proteinas de presentacion antigénica como el complejo mayor de histocompatibilidad
MHC de clase | evade el reconocimiento de estas células por parte de linfocitos T
(Schreiber et al, 2011, Drake et al 2006). Adicionalmente, modificaciones en el
procesamiento de antigenos en células tumorales también ha sido descrito como
mecanismo de evasion inmune. Sin embargo, estas células tumorales son susceptibles a
células NK las que expresan los receptores de independientes de la presentacion por MHC
de clase | (William 2008).

Por otra parte, un aumento en la resistencia a los efectos citotoxicos del sistema

inmune permite también el escape tumoral, mediado por la activacion de mecanismos
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anti-apoptoticos, como pueden ser el factor de transcripcion STAT3 o expresion de
moléculas antiapoptoéticas efectoras como BCL-2. Asimismo, una disminucion en la
expresion de Fas en los tumores también podria contribuir a la resistencia a apoptosis
(Dunn et al 2002, Schreiber et al 2011).

La mayoria de los tumores parecen crecer en un microambiente anti-inflamatorio
que no genera activacion inmune (William 2008). Células tumorales pueden generar este
estado produciendo citoquinas inmunosupresoras, deplecion de metabolitos, expresion
de moléculas co-estimuladoras con propiedades inhibitorias o el reclutamiento de células
reguladoras (Rabinovich et al 2007).

Dentro los factores inmunosupresores cabe destacar el factor de crecimiento
vascular endotelial, VEGF (vascular endotelial growth factor) producida por una variedad
de tumores, inhibe la diferenciacion y maduracion de células dendriticas (Gabrilovich et
al 1998). Adicionalmente, la expresion de TGF-B (Transforming Growth Factor B) inhibe
la activacion, proliferacion y diferenciacion de linfocitos T, la citoquina IL-10 por su parte,
inhibe la maduracion de células dendriticas y puede proteger a las células tumorales de
linfocitos citotoxicos disminuyendo la expresion de HLA de clase | y de clase I
(Rabinovich et al 2007). Por otra parte, la enzima indoleamine 2,3 dioxygenasa (IDO) la
cual es expresada en células dendriticas tolerogénicas, asi como numerosos tumores,
inhibe la respuesta a linfocitos T a través del catabolismo del triptéfano, depletando el
medio de este aminoacido esencial para linfocitos T (Drake et al 2006).

Muchos tumores se caracterizan por reclutar células regulatorias que funcionan
como efectores de inmunosupresion. La poblacion de linfocitos T reguladores se
encuentra aumentada en individuos con cancer (Weinberg, 2007), produciendo
citoquinas inmunosupresoras como TGF-B o IL-10. Adicionalmente, expresan moléculas
de co-estimulacion negativas como CTLA-4, PD1y PD-L1y son capaces de consumir IL-2
(Schreiber et al, 2011). Por otra parte las células mieloides supresoras MDSCs, inducen
células Tregs, producen TGF-B, depletan o secuestran aminodcidos esenciales para la
linfocitos T por lo que contribuyen a generar un ambiente inmunosupresor tumoral

(Schreiber et al, 2011).
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Inmunoterapia anti-tumoral

El tratamiento actual contra el cancer consiste en la administracion de
determinados farmacos como agentes quimioterapéuticos y la administracion de dosis
controladas de radioterapia (Sharkey, et al 2006).

Asimismo, el uso de estrategias inmunoterapéuticas estd comenzando a utilizarse
como complemento de quimioterapia y radioterapia. Una estrategia es utilizar como
blanco terapéutico los antigenos asociados a tumor, para potenciar la respuesta inmune
contra células tumorales, evitando asi los procesos de equilibrio y escape planteados en el
modelo de inmunovigilancia (Sharkey et al, 2006).

La administracion de anticuerpos en terapia contra el cancer, busca inducir
destruccion directa o indirecta de células tumorales, marcando especificamente el tumor
mediante antigenos de superficie especificos o la vasculatura que lo nutre mediante el uso
de anticuerpos monoclonales. Un anticuerpo monoclonal es aquel que reconoce
especificamente un epitope concreto, y es producido por un clon de linfocitos B (Ruiz et
al 2006). Dentro de éstos se han desarrollado anticuerpos monoclonales murinos, los que
tienen efectos terapéuticos limitados dada su alta inmunogenicidad denominada
respuesta HAMA (Human Antimouse Monoclonal Antibody) y su pobre capacidad para
desarrollar una respuesta efectora a través de su region constante mediante ADCC. Los
anticuerpos quiméricos por otra parte, estan conformados por las regiones variables
murinas y las regiones constantes humanas, construidos mediante ingenieria genética,
evadiendo asi la respuesta HAMA. Adicionalmente, se han desarrollado anticuerpos
monoclonales humanizados donde solamente las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de las cadenas variables de los anticuerpos son murinos vy el
resto de origen humano. Finalmente, los anticuerpos humanos, son en su totalidad de
origen humano reduciendo asi el riesgo de producir una respuesta inmune (Brekke , 2003).

Dentro de los blancos mas comunes de anticuerpos monoclonales desarrollados
aprobados para terapia, se encuentran el antigeno carcinoembrionario (CEA), el cual esta
asociado a cancer colorectal, MUCz en cancer de pulmén y mama, el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) en cancer de pulmén y mama, asi como CD20 en
células B para linfomas no-Hodking's (Brekke et al, 2003).

La proteina Her-2/neu esta implicada en la sefalizacion a través de un receptor

para un factor de crecimiento, y por tanto la funcidn de la misma podria jugar un papel
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importante en la terapia mediada por este anticuerpo ya que se encuentra sobre-
expresada en un cuarto de pacientes con cancer de mama (Hudelist et al, 2003). El
anticuerpo humanizado IgGz1 Trastuzumab fue desarrollado con blanco en esta proteina y
se encuentra aprobado para su uso en los tratamientos anti-tumorales. Asimismo, se
generaron anticuerpos marcados con 111ln and Ga68, para utilizar en imagenologia para
pacientes con cancer de mama mediante SPECT Y PET (Romero et al, 2011).

Por otra parte, el anticuerpo Rituximab el cual esta dirigido contra la proteina de
superficie CD20 de linfocitos B, también ha mostrado efectos terapéuticos para
leucemias contra células B (Held et al, 2006).. No es claro como son mediados los efectos
del anticuerpo no conjugado pero podria implicar la induccién de apoptosis, ADCC asi
como CDC. Pruebas adicionales han evaluado el uso de Rituximab conjugado a radio
nucleidos para tratamiento de cancer (Lay et al, 2006).

La conjugacion de toxinas con anticuerpos monoclonales es una estrategia
prometedora ya que busca dirigir la terapia exclusivamente a las células tumorales
(Kreitman, 2006). Otro tipo de estrategias apuntan hacia el desarrollo de fragmentos de
anticuerpos monoclonales conjugados con isotopos radiactivos. Estos fragmentos
conjugados muestran menor tiempo de permanencia en sangre y por tanto evitan la
continua exposicion al radioisotopo del resto del organismo. Finalmente, otra estrategia
en desarrollo consiste en la generacion de anticuerpos biespecificos que en ensayos
clinicos han mostrado mayores rendimientos que los anticuerpos conjugados (Romer et al
2011).

Otra estrategia terapéutica en desarrollo se basa en la gran capacidad de las
células dendriticas en activar los linfocitos T para dirigir la respuesta inmune (Gilboa et al
1998) como estrategia de vacunacion no convencional. El uso de las células dendriticas
cargadas con antigenos que presentan motivos comunes a antigenos asociados a tumor
en la inmunoterapia contra cancer, ha sido puesto a punto en modelo (Tuma et al 2011,
Tacken et al, 2007). En este tipo de estrategia experimental las células dendriticas
autologas son cargadas ex vivo con antigenos tumorales y son administradas al paciente.
Las mismas migran al ganglio donde presentan y activan a las células T. Cabe destacar
que esta estrategia excluye a las células dendriticas de posibles sefales inmuno-
supresoras que puedan existir en el microambiente tumoral (Tacken et al 2007). Una

alternativa a esta estrategia es el cargado in vivo de la célula dendritica, estrategia
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denominada “in vivo DC targeting”. De esta manera, se inmuniza a los animales con los
antigenos tumorales de interés fusionados a moléculas con conocida capacidad de unirse
y ser internalizadas por las células dendriticas por medio de sus receptores de superficie
como ser los anticuerpos anti-FCgR 6 anti DEC205 (Bonifaz et al, 2004, Proudfoot et al
2007).

Cabe destacar que en las estrategias terapéuticas antes descritas, la identificacion
de antigenos tumorales es esencial para generar una potenciacion del sistema
inmunolodgico contra las células tumorales, demostrando la importancia en la

identificacion y estudio de dichos antigenos.

Protedmica y cancer

Las estrategias experimentales denominadas 6micas han contribuido al estudio y
entendimiento de los procesos tumorales antes descritos. Tienen como objetivo la
deteccion global de genes en la gendmica, del ARN mensajero en la transcriptomica, la
deteccion de proteinas en protedmica y metabolitos en la metaboldmica de muestras
bioldgicas ya sea a nivel celular, tisular, o de todo un organismo. Asimismo, la informacion
que se genera con este tipo de analisis es compleja y requiere un cuidadoso analisis de
datos, siendo necesario el uso de herramientas bioinformaticas como estadisticas
(Horgan et al, 2011).

El presente trabajo se centrard en técnicas protedmicas, las cuales refieren al
estudio de la totalidad de proteinas en una muestra en cuanto a su identidad, propiedades
bioquimicas o roles funcionales, asi como cantidad y modificaciones estructurales que
ocurren durante el desarrollo o en respuesta a estimulos internos o externos (National
Cancer Institute, 2009). La relevancia de este enfoque radica en que el proteoma de un
organismo es mas complejo que su genoma. Varios genes tienen el potencial de producir
mas de una version de una proteina dada, mientras que, adicionalmente, las proteinas
pueden sufrir modificaciones post-traduccionales aumentando asi la complejidad y
modificando sus propiedades y funciones. De hecho, la composicion proteica de un
organismo o tejido cambia constantemente a medida que varia la expresion proteica, la
que puede estar mediada por estimulos externos o internos, en contraste con el genoma

de un individuo que se mantiene relativamente constante durante el curso de su vida

18



Caracterizacion protedmica de antigenos compartidos Cancer-T. cruzi Claudia Schvartzman

(National Cancer Institute, 2009). Las principales técnicas empleadas en protedmica son
los microarrays de proteinas, electroforesis bidimensional y espectrometria de masa
(Conrad etal, 2007).

Los microarrays de proteinas usan multiples anticuerpos de captura diferentes
fijados de forma separada a una placa o multiples muestras de tejido y proteinas fijadas
en un Unico soporte. Si bien estos métodos pueden detectar la presencia de numerosas
proteinas o el nivel de expresion en multiples muestras de tejido respectivamente, esta
técnica es limitada por la disponibilidad de anticuerpos especificos y sensibles. De hecho,
la especificidad de los anticuerpos debe ser validada por inmunoblot y controles internos
son requeridos (Conrad et al, 2007).

Las técnicas mas comunmente utilizadas en protedmica implican la separacion de
proteinas por electroforesis bidimensional (2DE), en la cual, se realiza una primera
separacion por enfoque isoeléctrico, separando las proteinas basados en su carga, sequida
de una segunda dimension en la cual, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE) las proteinas se separan de acuerdo a su masa molecular. De esta forma, pueden
obtenerse patrones de cientos de proteinas individuales en un mismo gel, y sus perfiles
ser comparados en diversas condiciones bioldgicas. Esta técnica es descriptiva, por lo que
puede ser acoplada a técnicas analiticas como lo es la espectrometria de masa, para la
caracterizacion de dichas proteinas (Smith et al, 2006).

La espectrometria de masa provee informacion estructural como la masa de
péptidos y la secuencia de aminoacidos de una muestra la cual es utilizada luego para
identificar a la proteina mediante busqueda en base de datos. Para ello, es necesario la
extraccion y digestion de las proteinas desde los geles bidimensionales, utilizando
proteasas especificas como tripsina para luego ser analizados en espectrdmetros de masa
los que son capaces de formar, separar y detectar iones moleculares en la base del
cociente entre masay carga (m/z) (Smith et al, 2006).

El estudio de cancer mediante protedmica se centra en tres temas principales, la
definicion de categorias para los distintos subtipos de tumores que puedan mejorar la
clasificacion de los mismos su diagndstico, la identificacion de proteinas que puedan servir
como blancos moleculares para mejorar el diagndstico y/o terapia y la asociacion de los

perfiles de expresion génica y de proteinas en la prognosis de la enfermedad.
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El uso de geles bidimensionales y espectrometria de masa comparando el patrén
de expresion proteica entre muestras de tejidos sanos y tumorales ha sido utilizada para la
identificacion de marcadores en varios tipos de cancer como higado, pulmon, prostata y
mama entre otros. Adicionalmente, el desarrollo de técnicas que permiten la obtencion
de muestras de tejidos como la microdiseccion por laser ha facilitado la busqueda de
marcadores de fase temprana. (Wulfkuhle et al, 2003). A modo de ejemplo, en un trabajo
para la identificacion de potenciales biomarcadores en lesiones tempranas de cancer de
mama, muestras obtenidas mediante esta técnica, fueron comparadas en su perfil
proteico y los resultados validados por inmunohistoquimica permitieron la identificacion
de la proteina HSP27, una chaperona molecular asi como transgelina, ambas
documentadas por su sobre-expresion en cancer de mama temprano (Wulfkuhle et al,

2003).

Antecedentes

Similitudes Cancer-Parasitos

Si bien el cancer y las enfermedades causadas por infecciones parasitarias
contrastan en los grupos de personas que afectan y su incidencia depende generalmente
de las condiciones en la calidad de vida, que generalmente radican en factores
socioeconomicos, éstos presentan caracteristicas similares tanto en los mecanismos
bioldgicos que desarrollan en el huésped como a nivel de estructuras antigénicas.

En particular, ambos se caracterizan por poseer un fenotipo invasor, el que les
permite pasar de un huésped a otro en el caso de los parasitos, o desde un tejido a otro en
células tumorales. Las moléculas que gobiernan el proceso relacionado a la invasion
comprenden moléculas de adhesion célula-célula, receptores de integrinas,
metaloproteasas de matriz y quemotractantes como la molécula RANTES, las cuales
estan presentes en células tumorales asi como en parasitos. Estas son requeridas para
establecer adhesiones célula-célula y célula matriz, desarrollar protedlisis y presentar
motilidad (Lauwaet et al, 2000).

Asimismo, se han descrito semejanzas entre células tumorales y parasitos a nivel
de la capacidad de estos en desarrollar mecanismos de resistencia a diferentes drogas de

uso terapéutico. La glicoproteina P ha sido identificada por modular el fenotipo de
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multiresistencia a drogas (MDR) tanto en células de diversos tumores asi como en los
parasitos protozoarios Plasmodium y Leishmania (Pérez -Victoria et al, 2002).

Adicionalmente, ciertos parasitos generan estrategias de evasion o regulacion del
sistema inmune similares a las mencionadas anteriormente para células tumorales. Se ha
descrito que la respuesta inmune a infecciones parasitarias mediadas por helmintos a
modo de ejemplo, tiene componentes anti-inflamatorios caracterizados por un aumento
en citoquinas como IL-10 o TGF-B, promoviendo asi la generacion de linfocitos T
reguladores y por tanto, la evasion a la respuesta inmune (Maizels et al, 2004). Por otra
parte, parasitos flagelados como Trypanosoma brucei evaden la respuesta inmune
mediante la expresion de una glicoproteina de superficie, la cual presenta un repertorio
de genes, por lo que las poblaciones de parasitos presentan cambios antigénicos,
evitando mediante este mecanismo el reconocimiento y eliminacion de toda una
poblacion mediada por respuestas humorales (Zambrano -villa et al 2002).

Ademads de estos mecanismos bioldgicos compartidos entre cancer y parasitos,
se han observado similitudes a nivel estructural. Varios antigenos expresados en células
tumorales presentan homologia a antigenos parasitarios. A modo de ejemplo, el
antigeno Sm23, expresado en la superficie de Schistosoma mansoni, presenta un elevado
nivel de homologia a nivel de secuencia y de estructura con respecto al antigeno ME491
presente en melanomas, entre otros tipos de tumores malignos (Wright , et al 1990).
Asimismo, recientemente se ha descrito que la proteina tropomiosina de Trichinella
spiralis presenta similitudes con antigenos de la linea celular tumoral de mieloma SP2/o,
analizado por reactividad cruzada (Gong et al, 2011).

Se han observado similitudes moleculares adicionales entre células tumorales y
parasitos, en particular, en lo que refiere a la expresion de estructuras de O-glicosilacion
incompleta. Los patrones de O-glicosilacion observados en cancer son distintos a las de
las células normales, presentando cadenas glucidicas en las glicoproteinas de membrana
mas cortas que las de las células normales, exponiendo de esta forma antigenos asociados
a tumor denominados de O-glicosilacion incompleta (Hakomori 2002; Yu 2007,
Brockhausen, 2006). Esta modificacion en las glicoproteinas de membrana puede
deberse tanto a un cambio en la expresion en las enzimas responsables de catalizar los
distintos pasos de la glicosilacion como en cambios en la expresidn de los sustratos para

dichas enzimas (Singh , 2006).
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Muchos de estos patrones de O-glicosilacion incompleta son marcadores
tumorales importantes. Entre ellos se encuentran los motivos Tn (GalNAc-a-Ser/Thr), Tk,
sialil-Tn (N-acetylneuraminic acid-a6-GalNAc-a-Ser/Thr) y TF Thomsen-Friedenreich
disaccharide (Gal-B(1-3)-GalNAc) (Yu, 2007, Van Kooyk et al, 2008). La expresion de
algunas de estas estructuras por los tumores esta correlacionada con un peor prondstico
para el paciente (Freire, et al 2002; Brockhausen, 2006). Se ha postulado que la presencia
de este tipo de alteraciones en las pautas de modificacion postraduccional de las células
tumorales les confiere propiedades implicadas con la invasividad y la metastasis,
relacionado con la pérdida de adhesion tanto a otras células como a la matriz extracelular
y la evasion de las respuestas inmunes (Van Kooyk et al, 2008).

Ademds, se han identificado los motivos Tn, TF, sialil-Tn y Tk en diferentes
parasitos (Osinaga, 2007). De hecho, larvas y adultos de Schistosoma mansoni presentan
el antigeno Tn, (Nyame et al, 1987) asi como el antigeno TF (Thors et al 2006).
Adicionalmente, se identificd la expresion de los antigenos Tn vy sialil-Tn en extractos
tanto de fases larvales como adultas del parasito cestodo Echinococcus granulosus agente
causal de la hidatidosis (Alvarez Errico, et al, 2001) asi como la presencia del antigeno TF
en el adulto y en la pared del quiste hidatico (Casaravilla et al 2003, Diaz et al 2009).
Adicionalmente, se observd la expresidn de los antigenos Tn vy sialil-Tn en el platelminto
trematodo Fasciola hepatica, el primero a nivel de testiculos y el sequndo con una
distribucion mas generalizada (Freire et al, 2003a). Posteriormente se observo la
presencia del antigeno sialil-Tn en Trypanosoma cruzi (Freire et al, 2003b). Mas aun, en
ciertos parasitos helmintos se describio la presencia del antigeno Tn y Tk (Casaravilla et al
2003, Ubillos et al 2007). Finalmente, la expresion de antigenos de O-glicosilacion
incompleta también fue constatada en el parasito cestodo Mesocestoides corti, el cual
presenta el antigeno Tn en los cordones neuronales laterales y sialil Tn en el tequmento y
células del parénquima del mismo (Medeiros et al, 2008). Se evidencia asi que estos
antigenos de O-glicosilacidon incompleta estan ampliamente distribuidos entre distintos
parasitos.

Las semejanzas descritas anteriormente tanto a nivel biolégico como estructural,
podrian conducir a interacciones entre enfermedades causadas por infecciones
parasitarias y el desarrollo de cancer. Como se menciono6 anteriormente, la aparicion de

cancer puede estar vinculada a mecanismos intrinsecos relacionados a la degeneracién
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que ocurre naturalmente con la edad, sin embargo, numerosos agentes bioldgicos han
sido asociados con el proceso de carcinogénesis.

Se estima que el 17,8% de los casos de cancer (1,9 millones de casos) fueron
causados por infecciones virales (12,1%), bacterianas (5,6%) o por helmintos (0,1%)
(Parkin 2006).

Se han descrito tres mecanismos principales de carcinogénesis mediada por
agentes bioldgicos, definidos como directos o indirectos (World Health Organization
International agency for research on cancer, 2011). Dentro de los mecanismos directos, se
han establecido ciertos agentes virales, dentro de los que se encuentran algunos subtipos
de de la familia del papilomavirus humano (HPV), el virus linfotréfico de células T tipo 1
(HTLV-1) asi como los herpesvirus virus de Epstein-Barr (EBV) y Virus asociado a herpes
Kaposi sarcoma (KSHV) (World Health Organization International agency for research on
cancer, 2011).

Agentes infecciosos pueden ser también ser carcinégenos indirectos causando
inflamacion cronica, la cual puede generar la produccion de quemoquinas, citoquinas y
prostaglandinas tanto por células infectadas o del sistema inmunoldgicoy la  produccion
de especies reactivas del oxigeno (que tienen efectos mutagénicos directos), la
desregulacion del sistema inmune asi como promocion de angiogénesis. Se ha descrito
que los virus de la hepatitis (HBV y HCV), la bacteria Helicobacter pylori asi como tres
parasitos Schistosoma haematobium, Opistorchis viverrini, y Clonorchis sinesi pueden
actuar mediante este mecanismo. Por otra parte, agentes bioldgicos pueden actuar
indirectamente promoviendo un ambiente inmunosupresor. Se ha demostrado que la
infeccion por HIV-1 aumenta la incidencia de varios tipos de cancer humanos,
sorprendentemente, la mayoria éstos tienen otra etiologia infecciosa, por lo que HIV-1
aumentaria su incidencia considerablemente, siendo los mediados por KSHV y EBV los
mas susceptibles a la inmunosupresion (World Health Organization International agency
for research on cancer, 2011).

Por otra parte, existen asimismo evidencias a nivel epidemioldgico que indican
que para ciertos casos existe una relacion inversa entre el desarrollo de infecciones
parasitarias y la aparicion de cancer. En los Ultimos afos de forma independiente, se ha
sugerido que la infeccion por algunos parasitos podria reducir la incidencia de cancer.

Estudios en pacientes infectados con Echinococcus granulosus reveld una prevalencia de
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cancer significativamente menor en relacion con personas sanas (Akqul et al, 2003). Por
otra parte, datos clinicos obtenidos de la evaluacion de pacientes con megacolon
chagasico sugieren que esta patologia genera proteccion contra cancer de colon (Garcia
et al, 2003).

Particularmente, el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi ha sido estudiado en
modelos animales y datos epidemioldgicos han sido recabados en cuanto a su relacion
con una menor incidencia de desarrollo de cancer.

Estudios realizados en modelos animales mediante induccion de cancer con el
carcindgeno 1,2 dimetilhidracina en ratas infectadas de forma crénica con Trypanosoma
cruzi, mostraron una menor incidencia de cancer de colon en relacion con los animales no
infectados (Oliveira et al, 2001). Asimismo, se reporto actividad anti-tumoral utilizando la
cepa de T. cruzi CHg, el cual inhibe el crecimiento y las metastasis del linfoma sélido
L5178Y-R cuando es transplantado a ratones de la cepa Balb/C (Mel nikov et al 2004,).

Por otra parte, utilizando dos modelos de cancer en rata; cancer de colon inducido
por dimetilhidracina y cancer de mama inducido por nitrosometilurea se observo que la
inmunizacidn con extractos de T. cruzi durante la carcinogénesis induce una importante
respuesta protectora anti-tumoral, que determina el desarrollo de un menor numero de
lesiones malignas en los animales inmunizados en comparacién con los no inmunizados
(Ubillos et a,l2008).

Adicionalmente, se evalud la posibilidad de generacion de proteccion ante el
desarrollo de tumores mediante la inmunizacion con un extracto proteico de
epimastigotas de la cepa Dm28c de Trypanosoma cruzi en modelos murinos. Para ello se
administraron células tumorales de colon o pulmén (lineas celulares CT26 y LL/2
respectivamente) a ratones inmunizados previamente con dicho extracto. En el modelo
de cancer de colon, se observd una reduccion en el tamano tumoral en los ratones
inmunizados respecto a aquellos del grupo control, mientras que en cancer de pulmoén, la
inmunizacion con T. cruzi previno la aparicion de tumores en un 60% de los animales
tratados, como se observa en la figura 3 (Monin, 2011). A partir de este se estudiaron los
mecanismos efectores del sistema inmune implicados en dicha respuesta anti-tumoral,
sugiriéndose que los linfocitos T CD8 y células Natural Killer con capacidad citotdxica

estarian implicadas (Monin, 2011).
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Figura 3 Sobrevida de los animales en los ensayos de proteccion a LL/2. Se muestran las curvas de
Kaplan-Meier para los grupos experimentales (n=5 por grupo) inmunizados con 75, 150 y 300 pg de extracto de T.
cruzi o grupo control, en hidréxido de aluminio, tomandose como dia o el dia de implantacion de las células. Las
diferencias entre las curvas de sobrevida de los animales tratados y los animales control fueron significativas para
los animales inmunizados con 300 pg de extracto de T. cruzi (p=0,0495) en el modelo LL/2 (Adaptado de Monin,

2011).

Mads aun, mediante inmunohistoquimica se comprobd que sueros de animales
sanos inmunizados con T. cruzi, desarrollan anticuerpos que reconocen cancer de colon y
mama, pero no los respectivos tejidos normales. Mediante citometria de flujo se observo
ademas que estos anticuerpos reconocen lineas celulares de cancer de colon y mama,
mientras que los sueros pre-inmunes no (Ubillos L., Tesis de Doctorado en curso). Se

muestra en la figura 4 analisis inmunohistoquimico en cancer de colon y tejido normal.

Figura 4 analisis mediante inmunohistoquimica de tejidos humanos de colon usando anticuerpos

generados contra T. cruzi. A. mucosa colénica normal, B, cancer de colon.
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Trypanosoma cruzi

Finalmente, en el presente trabajo se utilizd el parasito Tripanosoma cruzi a nivel
de antigenos proteicos. Este parasito es el agente etioldgico de la enfermedad de Chagas,
la mas importante causada por pardsitos en América Latina con un estimativo de
alrededor de 18 millones de personas infectadas (Buscaglia et al, 2006). Se trata de un
protozoario flagelado del orden Kinetoplastidia, caracterizado por la presencia de un
solo flagelo y una sola mitocondria, dentro de la cual sugenoma se encuentra ordenado
en una compleja y compacta red denominada cinetoplasto.

El ciclo bioldgico del pardsito comprende un hospedero invertebrado  de la
familia Reduviidae (la mayoria del genero triatoma) el cual actia como vector y un
hospedero mamifero que puede ser el hombre. Brevemente, en el insecto hematdfago, el
parasito se presenta en dos formas principales; epimastigotas replicativos en el intestino
de los mismos y tripomastigotas metaciclicos que se acumulan en la region distal del
intestino. Los Ultimos son depositados en el hospedero mamifero a través de las heces
del insecto, mientras éste tiene acceso al torrente sanguineo a través de una herida o
membranas mucosas, subsecuentemente invade una variedad de células, mediante la
formacion de una vacuola parasitofora. Dentro de la célula, el parasito se diferencia en su
forma amastigota, escapando de la vacuola. Luego de varias divisiones binarias, los
amastigotos se diferencian en tripomastigotos (diferente a las formas metaciclica) los
que se liberan al flujo sanguineo luego de la lisis celular, pudiendo infectar nuevas células,
entre las que se encuentran los macrofagos. El ciclo se cierra cuando el vector

invertebrado se alimenta de un individuo infectado (Buscaglia et al, 2006).
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Objetivos

Ante la observacion de que la inmunizacion con extractos de T. cruzi reduce la
incidencia de cancer y que se generan en los animales inmunizados anticuerpos capaces
de reconocer especificamente células tumorales; es posible plantear la hipdtesis de que
moléculas de dicho extracto puedan llevar a la induccion de respuestas inmunes anti-
tumorales mas eficientes.

Apoyado en los antecedentes antes mencionados, el objetivo general de este
trabajo es profundizar en la caracterizacion molecular de los antigenos compartidos entre
cancer y parasitos. Particularmente los antigenos asociados a cancer de pulmoén murino
que son reconocidos por anticuerpos generados contra extractos de T. cruzi. Daremos
prioridad al estudio en cancer de pulmon, dada su incidencia a nivel epidemioldgico.
Asimismo, estudios de carcinogénesis animal y caracterizacion de lineas celulares apoyan
fuertemente la existencia de proteccion generada por extractos proteicos de T. cruziy la
presencia de antigenos compartidos entre células cancerosas y T. cruzi como posible

mecanismo implicado en este proceso.

Objetivos especificos:

1) Evaluar la reactividad cruzada entre la linea tumoral LL/2 y extractos proteicos

de T. cruzi, comparando la misma frente a muestras de pulmoén normal.

2) Identificar los antigenos compartidos entre la linea celular LL/2 de cancer de
pulmoén murino y T. cruzi, comparando los mismos respecto a muestras de

pulmoén normal caracterizados por protedmica y espectrometria de masa.

3) Asimismo, optimizar técnicas experimentales para purificar los antigenos
reconocidos por anticuerpos policlonales especificos anti-T. cruzi para

confirmar la identidad de los mismos.
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Materiales y Métodos

Lineas celulares

Las lineas celulares de origen murino LL/2 (cancer de pulmon, cepa Cs7BI/6)
fueron adquiridas en American Type Culture Collection (ATCC). Las células fueron
cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco), suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SBF), 2mM de L-glutamina y 1mM de piruvato de sodio, en

estufa a 37°C en presencia de 5% de CO2.

Preparacion de extractos celulares de LL/2

Células LL/2 procedentes de cultivos en fase exponencial de crecimiento fueron
lavadas 2 veces con PBS y posteriormente incubadas en una solucion hipotonica (Tris
1omM, KCl smM, CaCl2 2mM, MgCl2 21mM complementado con inhibidores de proteasas)
durante 30 minutos en hielo. Luego, las muestras fueron sonicadas con 6 pulsos de 10
segundos, espaciados por 10 segundos de descanso, a 10% de amplitud en hielo. El
material extraido se centrifugd a 4600 rpm por 10 minutos y el sobrenadante se almaceno
a -20°C hasta su uso.

Los extractos celulares para electroforesis bidimensional se generaron a partir de
células procedentes de cultivos en fase exponencial de crecimiento que fueron también
lavadas 2 veces con PBS y posteriormente incubadas durante 30 minutos a temperatura
ambiente con buffer de lisis (Tris 3omM, Tiourea 2M, Urea 7M, CHAPS 4% (3-[(3-
Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propane sulfonate) pH 8,5 con el agregado de
un coctel de inhibidores de proteasa. (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante se conservo a

-80°C hasta su uso.
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Preparacion de extracto proteico de pulmon normal

Se gener6 adicionalmente, un extracto proteico a partir de una muestra de
pulmon murino de la cepa C57BL/6. Para ello, se extrajeron los pulmones de un raton
virgen de 6 semanas los cuales fueron colocados en un tubo eppendorf y disgregados con
la ayuda de un mortero descartable en buffer de lisis (Tris 3o0mM, Tiourea 2M, Urea 7M,
CHAPS 4 % pH 8,5 con inhibidores de proteasas). Tras 30 minutos de incubacion, la
muestra se centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos, se recuperd el sobrenadante que se

cuantificd y conservé a -80°C hasta su uso.

Preparacion de extracto de Trypanosoma cruzi

Epimastigotas de la cepa Dm28 de T. cruzi procedentes de cultivo en medio LIT
(Liver Infusion Tryptose) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SBF) en fase
exponencial fueron empleadas. Para preparar el extracto celular, los parasitos fueron
lavados 3 veces en buffer fosfato salino (PBS NaCl 137 mM, KC 2.7 mM |, Na2HPO44.3
mM, KH2PO 41.47 mM) y posteriormente fueron incubados en buffer DOC (desoxicolato
1%, glicina 15M, NaCl o,5M pH g9,0) durante 1 hora a temperatura ambiente, 30 minutos a
37°C y finalmente 30 minutos a 4°C. El material extraido con el desoxicolato fue
centrifugado a 200004 por 1 hora a 4°C y el sobrenadante fue almacenado a -80°C hasta

SU UsoO.

Cuantificacion de proteinas

La concentracion proteica de los extractos parasitarios y de las lineas celulares
utilizadas fue determinada mediante el método colorimétrico del acido bicinconinico
(BCA) (Smith et al 1985). En cada caso, 1opl extracto fue incubado junto a 200pl de
BCA-CuSO4 en una relacidn 5o:1 durante 30 minutos a 37°C, seqguidamente la
absorbancia de las muestras fue medida a 5yonm. De forma paralela, se realizé una curva
de calibracién utilizando BSA en el rango 1-0,1 pg/pl.

Las muestras preparadas para electroforesis bidimensional fueron cuantificadas
por el método de Bradford (Bradford 1976) ya que la concentracion elevada de Urea

presente en el buffer de lisis utilizado interfiere con el método de BCA. De esta forma,
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5pl de muestra fueron incubados junto con 150 pl de reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), durante 5 minutos a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a

595nm. Asimismo se realizd ademas una curva de calibracion utilizando BSA en el rango

0,05-0,5 “gll‘ll

Produccion de anticuerpos policlonales anti-Trypanosoma cruzi

Con el fin de disponer de anticuerpos con reactividad anti-T. cruzi para los
distintos ensayos, se inmunizd un conejo via subcutdnea con 3oopg de extracto de
Trypanosoma cruzi en soopl de adyuvante, la primera inmunizacion se realizé con el
adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), mientras que las dos
inmunizaciones posteriores a los 15y a los 30 dias desde la primera se utilizo el adyuvante
incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Se extrajo sangre antes de la
primera inmunizacion, siendo éste el suero pre-inmune. A los 15 dias de la sequnda y de
la tercera inmunizacidn se obtuvo sangre y se evalud el titulo de anticuerpos que
presentaran reactividad frente a un extracto de T. cruzi por ELISA. Para ello, las muestras

de sangre se centrifugaron a 15009 por 30 minutos conservandose el sobrenadante.

Purificacion de anticuerpos policlonales anti- T.cruzi

Purificacion de IgGs por cromatografia de afinidad con proteina A

A efectos de obtener anticuerpos policlonales con reactividad frente a
Trypanosoma cruzi a partir del suero policlonal generado en conejo, primeramente se
purificaron los anticuerpos totales IgG presentes en el suero. Para ello se utilizé proteina
A ligada a agarosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) la cual deriva de la pared de
Staphyloccocus aureus y contiene regiones de unidn a la region Fc de las inmunoglobulinas
de isotipo IgG, la interaccién es pH dependiente, permitiendo su posterior disociacion (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, 2007).

Se utilizaron 3 ml de agarosa ligada a proteina A, la cual fue empaquetada en una
columna y equilibrada con binding buffer (NaH2PO4 o0,02M, NaCl o,15M pH 8).

Adicionalmente, se realizé una dilucion del suero en el mismo buffer y se dejo
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recirculando la muestra por la columna con una bomba persitaltica durante toda la noche
a 4°C. Posteriormente la columna fue lavada con 10 volumenes de columna (CV) de
binding buffer (3oml) guardando las muestras que presentaran una densidad optica (DO)
mayor a 0,05 a 280 nm para su posterior analisis. Los anticuerpos fueron recuperados
mediante lavados con 5 VC de buffer de eluciéon (NaH2PO4 0,02M, Acido citrico 0,2M pH
3) conservandose los eluidos en alicuotas de 2ml, a los que se les midié la DO a 28onm y el
pH fue neutralizado inmediatamente con una solucion de Tris-HCl 1M pH g.

Luego de la purificacion la columna fue recuperada mediante lavados sucesivos
con 10 VC de buffer Tris 0,2M NaCl o,5M pH 8, buffer Acetato 0.1M pHgz, NaCl o,5M y
finalmente fue almacenado en binding buffer y azida de sodio a 4°C.

La actividad de los diferentes eluidos fue evaluada mediante ELISA indirecto

como se describira mas adelante.

Purificacion de anticuerpos anti-T. cruzi .

Con el fin de obtener la fraccion de anticuerpos que presentan afinidad por T. cruzi
de las IgGs totales purificadas mediante proteina A, se prepard una columna de sefarosa
activada con bromuro de ciandgeno CN-Br (Amersham) ligada a proteinas de T. cruzi. La
sefarosa activada con CN-Br contiene grupos éster cianato reactivos, que pueden
interaccionar bajo ciertas condiciones con grupos amino primarios o similares de
diferentes ligandos, formando enlaces de tipo isourea de forma espontanea, resultando
en una unidn estable que asegura que el ligando no se hidrolice de la matriz (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, 2007).

Para el armado de la columna, 20 mg de extracto de T. cruzi fueron dializados en
buffer Bicarbonato (NaHCO3 0,1 M pH 8,7) durante toda la noche a 4°C, posteriormente
se ajusto la concentracion de NaCl del ligando a o,5M. Paralelamente, se resuspendieron
0,579 de sefarosa, equivalentes a 2ml de gel hidratado en HCl 1mM, en agitacion durante
15 minutos, se centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm y luego la sefarosa fue lavada
con buffer bicarbonato conteniendo o,5M de NaCl.

La sefarosa activada y el extracto de T. cruzi se incubaron durante toda la noche a
4°C en rueda mdgica. El sobrenadante se conservd para cuantificar la proporcion de

ligando unido a la sefarosa. Posteriormente se realizaron lavados con 5 volumenes de
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columna (CV) con buffer bicarbonato, los grupos activos libres de la resina fueron
bloqueados con una solucién de Tris-HCl 0,2 M pH 8 mediante incubacion en agitacion por
2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 3 ciclos de lavados, los que
consistieron en lavados alternados con buffer Bicarbonato y buffer Acetato (CH3COONa
0,1M, NaCl o,5M pH &) verificando que la DO de los eluidos a 28onm fuera menor a o,05.

El pool de IgGs obtenidos a partir del suero policlonal de conejo generado a partir
de los eluidos que presentaron actividad por ELISA, se incubo durante toda la noche en
batch con la sefarosa ligada al extracto de T. cruzi, previo ajuste del pH de la muestra,
mediante dilucion en buffer bicarbonato. La resina fue empaquetada para la elucion,
realizandose lavados con 20 VC de buffer carbonato, sequidos de 5 VC de buffer de pre-
elucion (fosfato 2.0mM pH 8) y 5 VC de buffer de elucion (Trietilamina 0,2 M pH 11,5). Los
eluidos se almacenaron en alicuotas de soopl, se midié la DO a 28onm y se neutralizo el
pH con una solucion de buffer Fosfato 1M pH 6,8. Se evalud la actividad de los eluidos por
ELISA, asicomo su pureza por SDS-PAGE y para luego hacer un “pool” de los mismos y
se cuantificaron por el método de BCA.

Se recuperd la columna mediante tres ciclos de lavados sucesivos con buffer
acetato 0,2 M NaCl o,5 M pH 4, buffer tris-Hcl 0,12 M, NaCl o,5M pH 8,5 y finalmente la

columna se conservo en binding buffer conteniendo 20% etanol.
Purificacion de antigenos tumorales

Los antigenos tumorales de la linea celular LL/2 fueron purificados mediante
cromatografia de afinidad, con anticuerpos IgG anti-T. cruziinmovilizados a sefarosa. Para
ello, los anticuerpos IgG anti-T. cruzi purificados segun se describié anteriormente fueron
inmovilizados en una columna de sefarosa activada por CN-Br de forma analoga a la
descrita para la columna de afinidad a T. cruzi. Brevemente, se utilizaron o,57g de sefarosa
activada con CNBr la que se conjugd a 4 mg de inmunoglobulinas. Simultaneamente, se
ajusto el pH a 6mg de un extracto proteico de la linea celular LL/2 mediante dilucion en
buffer bicarbonato el cual se incubd con la resina en batch durante toda la noche. La
elucion de las muestras fue realizada utilizando los buffers de pre-elucidn y elucion antes
mencionados. En este caso las eluciones se efectuaron Unicamente a pH basico.

Posteriormente, se concentré la muestra mediante precipitacion con acido

tricloroacético (TCA) y acetona (Damerval et al, 1986). Brevemente, se agrego igual
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volumen de acido tricloroacético 20%(w/v) en acetona conteniendo 0,07% de DTT
durante 1h a 4°C. Se centrifugd a 130009 durante 10 minutos a 4° y luego se aspiro el
sobrenadante. Los pellets fueron lavados 2 veces en acetona fria mantenida a -20°C
conteniendo también 0,07% de DTT removiendo asi TCA residual. La acetona remanente
se removid por secado de los pellet, el cual fue resuspendido en buffer para electroforesis

bidimensional. El contenido proteico fue cuantificado por el método de Bradford.

ELISA

La reactividad de los sueros del conejo inmunizado con extracto de T. cruzi y la
evaluacion de la purificacion de anticuerpos anti T. cruzi se realizd mediante la técnica de
ELISA. Para ello, se sensibilizaron placas de ELISA de fondo plano (Nunc) con extracto
parasitario (20pg/pocillo) en buffer carbonato (NaHCO3-Na2CO3 o,05M pH 9,6), durante
toda la noche a temperatura ambiente en campana. Los sitios de unidn inespecificos se
bloquearon con gelatina 1% en PBS por 2 horas a 37°C. A continuacion, se adicionaron
diluciones seriadas de los sueros (1/100- 1/12800) o de los eluidos de cromatografia (1/100)
en buffer PBS-Tween-20 0,1%-gelatina 0,5%. Las placas fueron incubadas por 1 hora a
37°C y posteriormente incubadas con una dilucidn 1/2000 de anticuerpo secundario anti-
conejo conjugado a peroxidasa (Dako) en buffer PBS-Tween-20 0,1%-gelatina 0,5%. En
todos los casos posterior a cada incubacion se realizaron tres lavados con buffer PBS-T
0,1%. La actividad peroxidasa se evidencioé incubando los pocillos con ABTS (2,2-azino-
bis(acido 3-etilbenzo-tiazolino-6-sulfénico)) y H202 24% en buffer citrato fosfato o,2M pH
5,0. La reaccion colorimétrica se desarrolld durante 30 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad, determinandose la absorbancia a 4o5nm.

En todos los casos, se realizaron controles para verificar que la union de
anticuerpos fuera especifica. Se sensibilizaron pocillos sin antigenos, solamente
conteniendo buffer carbonato para determinar una posible reactividad inespecifica de los
anticuerpos primarios con dicho buffer. Asimismo, se evalud la reactividad en ausencia de
anticuerpos primarios incubando Unicamente con PBS-Tween-20 0,1%-gelatina 0,5% en
este caso evaluando la posible reactividad inespecifica entre el anticuerpo secundario y el

antigeno adsorbido.
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Finalmente, para determinar la absorbancia de las muestras, se empled un pocillo

blanco al que se le agregd Unicamente los reactivos cromogénicos.

SDS-PAGE

La pureza de los eluidos obtenidos por cromatografia de afinidad fue evaluada
mediante electroforesis en geles de poliacrliamida en condiciones reductoras con dodecil
sulfato de sodio. Los distintos eluidos fueron diluidos en buffer de corrida (B.mercapto
etanol 25%, SDS 2.5%, Glicerol 50%, Buffer Tris Hcl 0.125M pH 6.8, Azul de bromofenol
o.1mg/ml) y se incubaron a 99°C durante 3 minutos. Dado que la concentracion de los
eluidos fue medida a 28onm, se sembraron en todos los casos 3oul de cada muestra en
geles de poliacrilamida al 12% y se separaron a 150V durante 1 hora y media.
Posteriormente los geles fueron incubados durante toda la noche con Coomasie Blue R
250 y destefiidos mediante incubacion en agitacion con solucion de Destain (Etanol 45%,

Acido acético 10%).

Western Blot

A los efectos de evaluar la existencia de similitudes a nivel antigénico entre las
células tumorales y T. cruzi, se realizd una caracterizacion mediante Western Blot
monodimensional de las mismas. Para ello se emplearon extractos proteicos de la linea
LL/2 asi como extracto de pulmoén murino normal, las cuales fueron desnaturalizadas
mediante dilucion de las mismas en buffer de corrida reductor e incubacion a 99°C
durante 3 minutos. 20pg de extracto proteico se sembraron en geles de poliacrilamida al
12% en condiciones reductoras y se separaron a 150V durante 1

hora y media. Posteriormente el gel se equilibré en buffer de transferencia (Tris
base 25mM, Glicina 192mM, etanol 20%) durante 15 minutos y luego las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa Hybond-C (GE Healthcare) mediante
electrotransferencia semi-seca durante 1 hora a 20 V. Se verificd la transferencia
mediante tincion de la membrana con una solucidn de Rojo Ponceau, permitiendo de esta
forma cortar las bandas segun fuera necesario. A continuacion los sitios inespecificos
fueron bloqueados con una solucidn de seroalbumina bovina (BSA) al 3% en PBS durante

toda la noche a 4°C. A continuacion las membranas fueron incubadas con suero anti. T-
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cruzi dilucion 1/750 en buffer PBS-Tween 20 0,1% BSA 0,1% durante 1 hora a temperatura
ambiente. Adicionalmente, se evalud la reactividad de los anticuerpos IgG anti-T. cruzi
purificados por cromatografia de afinidad, utilizando una dilucion 1/750. Posteriormente,
las membranas fueron incubadas con un anticuerpo anti-conejo conjugado a peroxidasa
(Dako) durante 1 hora a temperatura ambiente en una dilucion 1/2000 en buffer PBS-
Tween 20 0,1% BSA 0,1%. En todos los casos entre incubaciones se realizaron 3 lavados
con buffer PBS-Tween 20 0,12%. Se revelaron las bandas con el reactivo
quimioluminiscente  ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare),
incubando durante 1 minuto la membrana y exponiendo la misma junto con un film
(Amersham Hyperfilm ECL GE) en oscuridad durante 1 o 5 minutos y revelando los spots
con un equipo Hyper processor (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia)

Como control positivo de la union del anticuerpos, se corrieron 5ug de extracto de
T. cruzi. Asimismo, como control negativo de la técnica se utilizd como anticuerpo
primario, suero pre-inmune de conejo.

Se evalud asimismo mediante Western Blot la purificacion de anticuerpos IgG de
conejo anti-T. cruzi. Para ello, se sembraron 30 pl de eluidos que presentaron actividad por
ELISA, se separaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%. Luego de la
transferencia la cual se realizd como se describio anteriormente, se incubd la membrana
con anticuerpo anti-conejo conjugado a peroxidasa (Dako) durante 1 hora a temperatura
ambiente en una dilucion 1/2000 en buffer PBS-Tween 20 0,1% BSA 0,1%., revelandose

las bandas de forma analoga a la descrita.

Electroforesis bidimensional

Con el fin de identificar las proteinas sujetas a reactividad cruzada entre la linea
celular tumoral, las proteinas de pulmoén normal o las proteinas purificadas por
cromatografia de afinidad con  anticuerpos anti-T. cruzi, se realizaron geles
bidimensionales para su posterior analisis por espectrometria de masa. Extractos
proteicos  fueron separados en primer lugar de acuerdo a su punto isoeléctrico,
utilizando tiras de 7 cm  (Immobiline drystrips, GE Healthcare), en un rango no lineal de
pH de 3-11. 48ug de proteina de la linea celular LL/2, de pulmoén normal asi como los

antigenos purificados por cromatografia de afinidad, fueron diluidos en solucion de
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rehidratacion (8M Urea, o,5% CHAPS, 0,3% DTT, o,5% IPG buffer (GE Healthcare) y
0,002% azul de bromofenol) y sembrados en strip holders, a las que se incorporaron las
tiras y se cubrieron con aceite mineral para evitar evaporacion y precipitacion de la urea
del buffer. Se realizé un isoelectroenfoque utilizando un sistema IPGPhor (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suecia). En primer lugar, las tiras fueron rehidratadas de forma
activa a 30V durante 17 horas, posteriormente se siguid el protocolo segun el fabricante
del equipo, el cual consistio en step and hold a 300 V por 30 minutos, gradiente a 1000 V
por 30 minutos, gradiente a 5000V por 1:20hs y un Ultimo paso de step and hold a 5000V
hasta 2000Vh. Luego del isoelectroenfoque, las tiras fueron equilibradas por 15 minutos
en buffer de equilibracion (6M Urea, 75mM Tris-HCl pH 8,8, 29,3% glicerol, 2% SDS,
0,002% azul de bromofenol) conteniendo DTT 20mg/ml como agente reductor de enlaces
disulfuro y posteriormente se incubaron en el mismo buffer conteniendo iodoacetamida
25mg/ml, agente alquilante el cual impide la reformacion de enlaces disulfuro. (GE
Healthcare, 2004)

Las proteinas fueron posteriormente separadas por su peso molecular,
posicionando las tiras sobre geles de policarilamida al 12,5%, mantenidas en su lugar con
una solucion sellante de agarosa (Agarosa o,5%, Azul de bromofenol 0,002% ) en buffer
de corrida (Tris base 1,5M) . El marcador de peso molecular fue sembrado en papel de
filtro y colocado sobre el gel, evitando su difusidn. Los geles fueron corridos a 20mA por
gel durante 15 minutos y luego a 20 mA por gel hasta que el buffer de corrida se situara a
1cm del borde inferior del gel.

Luego de la corrida, uno de los geles se tif6 para la visualizacion de las proteinas.
Para ello, se fijaron las proteinas del gel durante 30 minutos con una solucién de acido
acético 10%, Etanol 40% y luego se incubd durante toda la noche en agitacion continua a
temperatura ambiente con una solucion de Coomasie Blue coloidal (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) y 20% de etanol. Posteriormente, se destifid el gel mediante lavados
sucesivos con agua ultrapura mili-Q en agitacion.

A los efectos de identificar las proteinas sujetas a reactividad inmunoldgica
cruzada entre parasitos y células tumorales, se corrieron dos geles en paralelo, uno tefiido
con Coomasie Blue los geles fue utilizado para analisis por Western Blot siguiendo el
protocolo que se indicd anteriormente. Adicionalmente se realizé como control negativo

sobre la misma membrana un western Blot con el suero pre-inmune anti-T. cruzi. Para
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ello, la membrana fue strippeada incubandola durante 10 min a 50°C en agitacion en
buffer de stripping (Tris base 62,5mM pH 6,7, 2%SDS y 100mM de B-mercaptoetanol),
luego de lo cual se lavé con PBS-Tween20 0,1% y se bloqued con solucion de bloqueo

durante 1 hora a 37°C.

Espectrometria de masa

Los spots de las proteinas de interés fueron escindidas del gel y sujetas a una
digestion dentro del gel con tripsina de pancreas bovino de calidad para usar en
secuenciado (Roche) a una concentracion final de 20 ng/ul en bicarbonato de amonio 50
mM (pH 8.3) el cual se dejo incubando durante toda la noche a 37°C. Los péptidos fueron
extraidos del gel mediante una mezcla de bicarbonato de amonio o,2M:acetonitrilo. Las
mezclas de péptidos tripticos fueron concentradas en Speed-Vac, y purificadas
utilizando un Zip- Tip Ca8 (Millipore) activado con acetonitrilo 50% y equilibrado con TFA
0.1%. Luego de la adhesion de los péptidos y de lavar el Zip-Tip con TFA 0.1%, las
proteinas fueron eluidas con 3 pl de una solucidon saturada de acido _-ciano-4-
hidroxicinamico (Sigma) en acetonitrilo 60% conteniendo TFA 0.1% y colocadas
directamente sobre una placa de MALDI-TOF. Se dejo secar la mezcla y se analizé con un
espectrometro de masa 4800 MALDI TOF/TOF Analayzer, operado en el modo reflector.
El mapa peptidico obtenido para cada muestra se comparo con las bases de datos no-
redundantes conocidas de digestiones tripticas de proteinas de SwissProt
(http://us.expasy.org) o de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando la herramienta
en su forma “online” del programa MASCOT en http://www.matrixscience.com. Algunos
péptidos fueron fragmentados por MS/MS para asi determinar su secuencia parcial o total

y facilitar asi la identificacion de las proteinas de interés.

37



Caracterizacion protedmica de antigenos compartidos Cancer-T. cruzi Claudia Schvartzman

Resultados

Produccion de anticuerpos policlonales anti-T. cruzi.

El suero de conejo generado contra un extracto proteico de T. cruzi fue evaluado
mediante ELISA. Se muestra en la figura 5 los valores de absorbancia obtenidos para el
suero pre-inmune (muestra tomada al dia o), el suero luego de la sequnda inmunizacion y
el obtenido luego de la Ultima inmunizacion, utilizado para el resto de los ensayos. Los

valores se grafican en todos los casos en funcion de la dilucion.
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Figura 5 Reactividad de sueros de conejo frente a T. cruzi evaluados por ELISA. Se grafica la absorbancia a 450 nm
frente a dilucion de muestras de suero de conejo pre-inmune, luego de la sequnda y tercera inmunizacion con

extracto proteico de T. cruzi.

Se observa un aumento en la reactividad en las muestras respecto al suero pre-
inmune, después de la sequnda y tercera inmunizacion, confirmandose asi la reactividad

del suero frente al extracto de T. cruzi para el cual fue generado.
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Purificacion de anticuerpos anti-T. cruzi.

Purificacion de IgGs por cromatografia de afinidad con Proteina A-agarosa
En primer lugar se purificaron las inmunoglobulinas de isotipo IgG a partir del
suero policlonal generado contra antigenos de T. cruzi. Luego de recircular la columna
durante toda la noche con dicho suero y eluir con el buffer adecuado, se evaluaron las
fracciones midiendo su densidad 6ptica a 280 nm, determinando por tanto el contenido
proteico de los mismos. Se muestra en la figura 6 el cromatograma obtenido donde
puede observarse un pico en los primeros eluidos (2-4), lo que indicaria que la mayoria de

las inmunoglobulinas eluyen de la columna en las primeras fracciones recuperadas.
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Figura 6 Purificacion de IgGs por cromatografia de afinidad con Proteina A-agarosa. A. Densidad dptica
medida a 28onm de los eluidos. B. Reactividad de los eluidos frente a extracto de T. cruzi evaluado por
ELISA. Se grafica la absorbancia de las muestras a 4o5nm.

La actividad inmunoldgica de los eluidos se evalué mediante ELISA, sensibilizando
la placa con extracto de T. cruzi, la absorbancia de los mismos se muestran en la figura 6.
Puede observarse que la actividad de la fraccion no unida respecto a la fraccion inicial,
(indicada como T. cruzi) presenta una disminucidn en la absorbancia, lo que implica no se
logré purificar todas las inmunoglobulinas de la muestra con reactividad frente a T. cruzi,
incluso luego de recircular la fraccion no unida por la columna y eluir las IgGs remanentes.
Sin embargo, se observa que la actividad de los eluidos es analoga a la del suero inicial,
demostrando asi que, las inmunoglobulinas purificadas contienen anticuerpos anti-T.

cruzi.
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A continuacion se evaluo la pureza de las fracciones obtenidas mediante
SDS-PAGE vy tincion con Coomassie blue. Se aprecia en la figura 7 que los eluidos
presentan dos bandas de alrededor de 6okDa y 28kDa, lo que es consistente a
inmunoglobulinas desnaturalizadas, pudiendo corresponder a las cadenas pesadas y
livianas de las mismas. Sin embargo también se aprecia la presencia de otras bandas de
mayor peso molecular, las que pueden corresponder a otros componentes mayoritarios
del plasma sanguineo como la albumina. De cualquier manera, dado que luego se

purificaron las inmunoglobulinas anti-T. cruzi, se desestimo la presencia de las mismas.
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Figura 7. SDS-PAGE de eluidos de cromatografia de afinidad proteina A-agarosa, tincién con coomasie Blue.

Purificacion de 1gGs anti-T. cruzi por cromatografia de afinidad con sefarosa
activada con CNBr.

Se armo una columna utilizando sefarosa activada con CNBr a la cual se ligaron
20mg de extracto proteico de T. cruzi con el fin de purificar de forma selectiva aquellos
anticuerpos que presentaran afinidad especifica contra dichas proteinas a partir de las
IgGs totales purificadas anteriormente. Se hizo un pool de los eluidos que presentaron
actividad, se incubaron las inmunoglobulinas y finalmente, se eluyeron las proteinas
retenidas en la columna en dos condiciones de pH diferente. Se midié la densidad 6ptica
de las fracciones a 28onm para determinar el contenido proteico de las mismas vy se
muestra en la figura 8.A el cromatograma obtenido. Se aprecia un pico entre los eluidos 2
y 6 que corresponder a eluciones a pH basico, mientras que disminuye y se mantiene

constante la densidad dptica cuando los eluidos se realizaron a pH2, 5.
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Figura 8 Purificacion de IgGs anti-T. cruzi por cromatografia de afinidad con sefarosa ligada a T. cruzi
Densidad 6ptica medida a 28onm de los eluidos. B. Reactividad de los eluidos frente a extracto de T. cruzi

evaluado por ELISA. Se grafica la absorbancia de las muestras a go5nm.

A continuacion se evalud la actividad inmunoldgica de los distintos eluidos
mediante ELISA en las mismas condiciones que las descritas para la purificacion de IgGs
la que se muestra en la figura 8B. Se evidencié nuevamente que los eluidos presentan
actividad, sin embargo se observa una clara diferencia entre los eluidos a pH basico
respecto a los obtenidos a pH acido. A partir de estos resultados, las purificaciones
siguientes utilizando este tipo de columnas se efectu6 Unicamente a pH 11.5, donde se
recuperd la mayor parte de las IgGs. Adicionalmente, los eluidos que presentaron mayor
actividad (5-8), no son los que tuvieron mayor densidad optica a 28onm. Esto podria estar
relacionado con la afinidad de los anticuerpos, siendo los que interaccionan con menor
afinidad los que eluyen antes, mientras que los de mayor afinidad aparecen en siguientes
eluciones. Adicionalmente, se constata que parte de los anticuerpos quedaron en la
fraccion no unida, pudiendo deberse esto a que se supero la capacidad de la columna
utilizada respecto a la cantidad de inmunoglobulinas presentes en la muestra.

Finalmente, se realizo un SDS-PAGE de los eluidos asi como un Western Blot para
evaluar la pureza de cada fraccion. Como puede verse en la figura g, el perfil observado en
el SDS-PAGE presenta las bandas de pesos moleculares entre 6oKDa y 28KDa

observadas en la purificacion de IgGs. Cabe destacar ademas que no se observan bandas
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de peso molecular mayor que si estaban presentes en los eluidos de la purificacion de 1gGs
y que puede verse en el primer carril. Dado que las bandas obtenidas fueron muy tenues,
se verifico la presencia de anticuerpos  mediante western-Blot, donde se observd
Unicamente una banda clara de alrededor de 60KDa. Esta banda puede corresponder a la
cadena pesada de las IgGs. Esto puede deberse en parte a que el anticuerpo utilizado
ligado a peroxidasa esta dirigido a la regién constante de las inmunoglobulinas de conejo.
En este caso no fueron analizados los eluidos obtenidos a partir de pH acido, dada la baja

densidad optica presentada y actividad inmunoldgica por ELISA.
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Figura g Evaluacion de la pureza de los eluidos purificados por cromatografia de afinidad por SDS-PAGE y
Western-Blot. A. SDS-PAGE de eluidos a pH basico, B Western Blot de los mismos.

Reactividad cruzada LL/2 T-cruzi.

Western Blot monodimensional

Con el fin de determinar si el suero anti-T. cruzi desarrollado en conejo es capaz de
reconocer proteinas tumorales, se realizd un Western Blot segun el protocolo descrito en
la seccion Materiales y Métodos. De esta forma se pudo analizar el patron de proteinas
tumorales reconocidas por anticuerpos anti- T. cruzi. Se corrio el extracto de T. cruzi como
control positivo de la técnica y se incubé ademas con el suero extraido en el dia 0 de las
inmunizaciones (suero pre-inmune) como control negativo. Asimismo, se corrid una
muestra de proteinas extraidas a partir de  pulmdn normal de ratdén para analizar si las

proteinas reconocidas por el suero son expresadas Unicamente por las células tumorales o
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si también se expresan en el respectivo tejido normal. Se muestra en la figura 10 el gel

obtenido a partir de estas muestras.

T. cruzi Pulmén LLi2 T.cruzi Pulmén LLiZ T.eruzi Pulmén LLi2
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Figura 10 Western Blot realizado sobre extractos de LL/2, pulmdn normaly T. cruzi empleando sueros
policlonales generados contra T. cruzi, asi como el suero pre-inmuney los anticuerpos purificados
policlonales con reactividad frente a T. cruzi

Adicionalmente se evalud la reactividad de los anticuerpos IgG anti-T. cruzi
purificados, con el fin de utilizarlos posteriormente para la purificacion de las proteinas
reconocidas mediante cromatografia de afinidad.

Como se observa en la figura 10, se evidencié reactividad cruzada entre el suero
policlonal con ambos extractos celulares. Interesantemente el patrén de bandas obtenido
es diferente, y no estd presente en las muestras que se incubaron con el suero pre-
inmune. Se observa en la figura que la reactividad de los mismos es mas pronunciada
principalmente para el carril correspondiente a LL/2. Entre las proteinas sujetas a
reactividad cruzada con LL/2 pueden observarse bandas correspondientes a proteinas
entre 120 y 60 kDa, destacandose una banda de 84kDa, asi como proteinas con pesos
menores a 4o0kDa. Por otra parte, dentro de las proteinas de muestras de pulmoén normal

reconocidas, se destacan componentes de alrededor de 120kDa asi como de pesos
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moleculares menores entre 40 y 20kDa. Complementariamente, se evaluo6 la reactividad
de los anticuerpos IgG anti- T. cruzi purificados segun se describi6 anteriormente, donde
se aprecia que la sefal observada es mas fuerte utilizando la misma dilucion de

anticuerpos, para el extracto de pulmon normal, pero principalmente para la linea LL/2.

Electroforesis bidimensional y Western Blot

A los efectos de identificar las proteinas tumorales sujetas a reactividad cruzada
con antigenos de T. cruzi, las proteinas de las linea celular LL/2 y de pulmoén normal
fueron separadas mediante electroforesis bidimensional. Se realizaron dos geles en
simultaneo para cada extracto. Uno de ellos fue tefiido con Coomasie Blue coloidal,
mientras que el otro fue empleado para realizar un Western Blot con suero anti-T. cruzi de
conejo segun se indicd en materiales y métodos. Se observa en la figura 11y 12 los geles

obtenidos asi como los western-blot correspondientes.
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Figura 11. Electroforesis bidimensional y Western Blot sobre la linea LL/2. A. gel tefiido con Coomasie blue,
los circulos numerados corresponden a las proteinas analizadas por espectrometria de masa. B. Western-blot

con suero anti-T. cruzi donde se observan las proteinas sujetas a reactividad cruzada.
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En cuanto a LL/2, cabe destacar que se detectaron spots de pesos moleculares
similares a las bandas observadas en el western monodimensional, como lo son los spots
de pesos moleculares entre 84 y 60kDa, particularmente los de 8zkDa que
corresponderian entonces a la banda mas intensa observada en la figura 1o0.

Asimismo, en las muestras de pulmon normal que se muestran en la figura 12, se
verificd nuevamente que el suero generado reacciona con este extracto, y como se indico
para LL/2, los pesos moleculares de los spots detectados por western blot se
corresponden con los de la figura 10 de western blot monodimensional. Cabe destacar
ademas, que el patron de spots observados para cada extracto es diferente, indicando

reactividad diferencial entre tejido normal y células tumorales.
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Figura 12. Electroforesis bidimensional y Western Blot sobre extracto proteico de pulmoén normal de raton.
a. gel tefiido con coomasie blue coloidal, y los circulos numerados corresponden a las proteinas analizadas
por espectrometria de masa. B. Western-blot con suero anti-T. cruzi donde se observan las proteinas sujetas

a reactividad cruzada.
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En ambos casos, las membranas fueron “strippeadas”, para eliminar los
inmunocomplejos formados para luego realizar un western-blot utilizando como
anticuerpo primario suero pre-inmune, el cual fue utilizado como control negativo. En no
se observaron spots que coincidieran con los obtenidos al incubar con el suero anti-T.
cruzi, indicando que la reactividad es especifica de anticuerpos producidos mediante la
inmunizacion con el extracto proteico de T. cruzi.

Los spots presentes en el western Blot fueron identificados por superposicion en
el gel tefido con Coomasie blue coloidal para luego ser escindidos del mismo. Las
proteinas fueron digeridas con tripsina y los péptidos extraidos del gel, concentrados y
analizados por espectrometria de masa como se describié en materiales y métodos. Se
muestra en la figura 11y 12 a, los spots analizados con un circulo y una referencia
numeérica. La identidad de las proteinas obtenidas se determind mediante busqueda en la
version on-line del programa MASCOT, a partir de las masas de los péptidos y los iones
provenientes de fragmentaciones de los picos de mayor intensidad en los espectros
obtenidos en modo reflector. Se muestra en la figura 13 a modo de ejemplo el espectro
obtenido para la proteina de LL/2 6b, identificada como peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase A.
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Figura 13 Espectro de masa obtenido en modo reflector positivo para la muestra de LL/2 6b identificada
como peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A .
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Tabla 2 Proteinas identificadas por espectrometria de masa que presentan reactividad cruzada entre LL/2 y

T. cruzi
Rotulodela  Masa mol. Proteina identificada por Masa mol.
muestra en gel kDa. Espectrometria de Masa Teodrica kDa.
3 45 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 39
A3-like [Mus musculus]
heterogenous nuclear ribonucleoprotein 36
3 45 A2/B1 [Mus musculus]
36
glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase [Mus musculus]
4 40 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 | 34
isoform b [Mus musculus]
5 35 proteasome subunit alpha type-7 [Mus 28
musculus]
6a 18,3 cofilin-1 [Mus musculus] 18,5
6b 17 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A [Mus 18
musculus]
7 84 BiP [Mus musculus] 72
8a 84 unnamed protein product [Mus musculus] 68
8b 84 unnamed protein product [Mus musculus] 70
9 70 unnamed protein product [Mus musculus] 55
10 65 Hspda protein [Mus musculus] 59
11 70 unnamed protein product [Mus musculus] 53,6
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De esta forma, se identificaron g proteinas en LL/2 que estarian sujetas a
reactividad cruzada con antigenos compartidos de T. cruzi. Adicionalmente, cuatro de las
muestras fueron identificadas como componentes o fragmentos de proteinas no
identificadas, mientras que las cuatro muestras restantes no pudieron ser identificadas
dado que no se obtuvieron datos estadisticamente significativos sobre su identidad. Se
detalla en la tabla 2 las proteinas identificadas en LL/2.

En cuanto a los spots analizados por espectrometria de masa correspondientes a
pulmon normal, se pudieron identificar Unicamente dos spots, los que correspondieron a
la proteina beta-globina las que se muestran en la tabla 3.Por otra parte se obtuvo una
muestra que corresponde a una proteina no identificada, mientras que el resto de las

muestras no se pudo identificar.

Tabla 3 Proteinas identificadas por espectrometria de masa que presentan reactividad cruzada entre
muestra de pulmon normal y T. cruzi

Rotulodela  Masamol. Proteina identificada por Masa mol.
muestra EngelkDa.  Espectrometria de Masa Teodrica
kDa.
5a 15 beta-globin [Mus musculus] 16
5b 15 beta-globin [Mus musculus] 16
15
Alpha-globin
6 65 unnamed protein product 53,6
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Purificacion de antigenos tumorales

Con el fin de purificar los antigenos presentes en la linea tumoral LL/2 reconocidos
por anticuerpos anti-T. cruzi, se armd una columna con los anticuerpos policlonales anti-T.
cruzi purificados anteriormente. Mediante cromatografia de afinidad entonces, un
extracto proteico de LL/2 se incubd durante toda la noche y luego se recuperd la fraccion
de antigenos tumorales que eluyeron a pH basico. Se evalud el contenido proteico de
estos eluidos midiendo la densidad optica a 28onm, y se muestra en la figura 14 el
cromatograma obtenido donde se aprecia un pico entre las fracciones 2 y 5. Dado que los
niveles de absorbancia fueron bajos, se hizo un pool con los mismos y se precipitaron las
proteinas con el fin de obtener una muestra de mayor concentracion proteica, por el

método descrito en materiales y métodos utilizando TCA/Acetona.
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Figura 14 Purificacion de antigenos tumorales de LL/2 sujetos a reactividad cruzada con T. cruzi. Se grafica

densidad 6ptica medida a 28onm en funcidn de los eluidos

Las proteinas purificadas y precipitadas fueron diluidas en buffer de lisis
empleado para electroforesis bidimensional y se cuantificd por el método de Bradford. De
esta forma, se emplearon 6mg de extracto celular y se obtuvo una alicuota conteniendo
sopg. Considerando esto, se evidencia que el rendimiento de la purificacion fue bajo.
Dada la cantidad de proteina purificada, no se evalud la pureza de los mismos pudiendo
incluir la muestra fragmentos de inmunoglobulinas que se desprendieran de la columna.

Se realizd una separacion por electroforesis bidimensional, utilizando tiras de gradiente 3-
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11 no lineal, de forma analoga a la realizada para extractos proteicos totales, el gel se

muestra en la figura 15.
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Figura 15 Electroforesis bidimensional de antigenos tumorales de LL/2 purificados por

cromatografia de afinidad, tincién con Coomasie Blue Coloidal.

Cabe destacar que los spots que presentan mayor intensidad presentan pesos
moleculares por debajo de gokDa, los que podrian corresponder a las proteinas
observadas por western blot mono y bidimensional con peso de aproximadamente 84kDa
siendo su punto isoeléctrico similar, identificada como Bip por espectrometria de masa.
Asimismo, los spots 11, 12 y 13 presentan asimismo las masas y punto isoeléctrico
analogos a los spots 4, 3 y 2 respectivamente. Los spots escindidos y analizados se
muestran en la figura 15. Sin embargo, las masas obtenidas de los espectros no facilitaron
informacion respecto a la identidad de las proteinas, no obteniéndose proteinas

identificadas de forma estadisticamente significativas con la herramienta MASCOT.
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Discusion

Reactividad cruzada LL/2 T. cruzi

En primer lugar, a partir de los resultados obtenidos mediante ELISA, se deduce
que los sueros anti-T. cruzi son capaces de reconocer antigenos de dicho parasito,
confirmando asi el buen funcionamiento de los anticuerpos a utilizar en el presente
trabajo.

Mediante Western Blot pudo evidenciarse la existencia de reactividad cruzada
entre proteinas de LL/2 y el suero policlonal de conejo generado contra antigenos de
T. cruzi. De forma consistente, el suero pre-inmune del mismo animal no mostrd
reactividad, mostrando asi que los antigenos presentes en el extracto de T. cruzi
generaron los anticuerpos con capacidad de interaccionar con proteinas tumorales. Cabe
destacar que se observo reactividad asimismo en proteinas de pulmén de ratones sanos.
Sin embargo, el patron de bandas observado fue claramente distinto y la intensidad de las
mismas menor, por tanto el suero generado tendria la capacidad de reconocer
preferencialmente a la linea tumoral LL/2. Asimismo, la presencia de bandas en la
muestra correspondiente a pulmdn normal y no en LL/2 podria corresponder a proteinas
que en el fenotipo maligno reducen su expresidn o presenta mutaciones haciendo que no
se evidencie reconocimiento.

El analisis protedmico de la linea LL/2 permitid identificar 9 proteinas  que
participarian en la reactividad cruzada con T. cruzi. Interesantemente, todas menos Bip
son proteinas intracelulares, y 7 de éstas han sido relacionadas a la malignizacion celular.

Entre las proteinas identificadas se encuentra peptidil-prolil-cis-trans-isomerasa A
o Pin-1 la cual es una enzima que tiene la capacidad de isomerizar enlaces de tipo Ser/Thr
precedidos por una prolina después de su fosforilacion, regulando asi cambios
conformacionales que median mecanismos de sefalizacion celular (Lee et al 2011). Se ha
demostrado que estos cambios conformacionales en los sustratos de dicha enzima
pueden modular la actividad catalitica, el estado de fosforliacion, interacciones proteina-
proteina, la localizacion subcelular, estabilidad proteica asi como participar en procesos

de diferenciacion y proliferacion celular (Ryo et al, 2003). La sobreexpresion de Pin 1 fue
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descrita en los principales tipos de tumores como prostata, mama, cervical, de pulmoén y
colon, sin embargo existen excepciones como en cancer renal (Bao et al, 2004). Esta
desregulacion en Pin-1 presente en células tumorales, tiene la capacidad de activar
oncogenes o inactivar genes supresores de tumores asi como inhibidores de crecimiento.
Interesantemente, esta proteina esta relacionada con procesos de activacion de los
factores Ras/C-jun, las vias wint/B-catenina y NF-kB los cuales han sido relacionados en
oncogénesis y malignidad celular (Ryo et al, 2005). Asimismo, Pin-1 ha sido estudiada
como blanco molecular en cancer de prostata, donde la inhibicion de la misma con ARN
interferente generd la supresion del crecimiento celular y del fenotipo tumoral,

mostrando asi el posible valor terapéutico de dicho marcador tumoral (Ryo et al, 2005).

Otro grupo de proteinas identificadas en este trabajo, son las ribonucleoproteinas
heterogéneas nucleares (hnRNPs) de las cuales fueron caracterizadas A1, A2/B1 y A3.
Este grupo de proteinas tiene un rol central en el metabolismo del ARN, desde su
empaquetamiento, splicing alternativo, exportacion al citoplasma asi como en la
regulacion de su estabilidad y traduccion (He et al, 2005). Mas de 20 hnRNPs han sido
caracterizadas, todas presentan un motivo de reconocimiento al ARN (RRM) siendo las
mas abundantes hnRNP A1, A2/B1y A3, las que comparten un alto grado de homologia de
secuencia (Boukakis et al, 2010).

La proteina hnRNP A2/B1 ha sido ampliamente documentada como marcador
tumoral en cancer de pulmén humano (Sueoka et al, 2001). Se describid su sobre-
expresion en el epitelio bronquial transformado, correlacionandose con la fase critica de
cancer de pulmon (Zhou et al, 2001). Por otra parte hnRNP A1 también muestra un
aumento en su expresion en algunos canceres incluyendo oligodendrogliomas. (He et al
2005). Adicionalmente, estas proteinas tienen potencial como blancos en terapia, a partir
de trabajos que mostraron que células tumorales con niveles disminuidos de hnRNPs A1y
A2 mueren por apoptosis (Patry et al, 2003). Finalmente, hnRNPs A3, menos estudiada
muestra alta homologia con A1 y A2, sin embargo no hay consenso en el rol de esta
proteina en células tumorales, mostrando algunos trabajos que su expresion se mantiene

constante y no es esencial para la proliferacion y sobrevida celular (He et al 2005).
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Cofilin-1, otra de las proteinas identificadas, es una de las principales
responsables en procesos de migracion celular, participando en la dindmica de los
filamentos de actina y adicionalmente en el fenotipo metastasico celular. Forma parte de
la via de cofilina, compuesta por quinasas y fosfatasas que regulan a cofilin-1 que
coordinadamente inician la polimerizacion de la actina y por tanto la motilidad celular en
respuesta a estimulos en el microambiente (Wang et al 2007, Muller et al, 2011). Se ha
descrito que Cofilin-1 esta sobre-expresada en lineas celulares de glioblastoma invasivos
de rata, células de lineas celulares de pulmén Asgs4g y cancer pancreatico. La sobre-
expresion espontanea de cofilin-1 puede ser detectada en sub-poblaciones invasivas de
células de cancer de mama asi como en biopsias de carcinoma ovario, renal y oral (Wang

et al 2007).

Como se muestra en la tabla 2, otra de las proteinas identificadas fue la subunidad
alfa tipo 7 del proteasoma, también denominada subunidad C. Se ha descrito que varios
tipos de células malignas proliferantes son mas susceptibles al bloqueo del proteasoma
respecto a las no tumorales. Esta caracteristica estaria relacionada con un aumento en la
actividad del proteasoma que contribuye a la oncogénesis, particularmente protegiendo
a las células mediante una eliminacion eficiente de proteinas irregulares o dafiadas. Es
entonces esta proteina un posible blanco para terapia, dada la observacion que
inhibidores del proteasoma son citotoxicos para células tumorales, mientras que en
algunas tipos de células quiescentes o diferenciadas, son citoprotectores (Almond et al,
2005).

Las dos ultimas proteinas relacionadas a cancer que fueron identificadas, son las
chaperonas HSPD1 y Bip.

La proteina HSPD1 también denominada HSP6o (Heat shock 6okDa protein 1)
pertenece a una familia de chaperonas localizada principalmente en la matriz
mitocondrial y en la membrana externa de dicho organelo. Menos frecuentemente puede
encontrarse también en compartimentos extra-mitocondriales. Asi como las proteinas
antes mencionadas, se ha observado sobre-expresion de HSP6o en ciertos tipos de
cancer. Se ha postulado el uso de esta proteina como marcador del estadio clinico y la

prognosis de pacientes en una variedad de tumores y lesiones pre-tumorales como en el

53



Caracterizacion protedmica de antigenos compartidos Cancer-T. cruzi Claudia Schvartzman

tumor adrenal de Cushing, de mama, carcinoma ductal, bronquial, exo-cervical asi como
en prostata (Czarnecka et al, 2006).

Finalmente, Bip (Immunoglobulin heavy-chain Binding protein), o GRP78
pertenece a la familia de chaperonas HSP70 y se localiza principalmente en el reticulo
endoplasmatico (RE). Entre sus funciones se encuentra la capacidad de unir calcio y
regular la sefializacion de estrés en el RE (Lee 2007, Dong et al, 2008). Esta proteina es
esencial durante el desarrollo embrionario, como chaperona previene la formacion de
proteinas con errores en su plegamiento y participa ademas en la homedstasis del calcio
en el RE (Lee 2007). Cabe destacar que Bip esta presente en la membrana del RE puede
inhibir directamente efectores pro-apoptoticos como la caspasa- 7, contribuyendo de esta
manera a la sobrevida tumoral. Por otra parte, la expresion de niveles elevados de Bip esta
correlacionado con la patologia, recurrencia y peor sobrevida de pacientes en cancer de
prostata, pulmon, mama, colon y gastrico. Adicionalmente, en lineas celulares tumorales,
Bip promueve la sobrevida y quimioresistencia tanto en células tumorales proliferantes o
quiescentes y ha sido implicada en proliferacion e invasion a través de la activacion de las
vias Akt y PAK2 (Dong et al, 2008). Interesantemente, se ha descrito que esta proteina
puede encontrarse ademas en la superficie celular de células tumorales, no asien células
normales, abriendo la posibilidad de utilizarla como blanco terapéutico, dada la
importancia ademas de esta proteina en la sobrevida de células tumorales.

De hecho, la reactividad cruzada entre T. cruzi y las proteinas de LL/2 Bip, hnRNP
A2/B1, hnRNP A3, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase y la subunidad alfa del
proteasoma fue descrita de forma preliminar anteriormente (Monin 20011), cabe destacar
que en ese caso, el suero y el protocolo para obtener los geles bidimensionales fueron
diferentes a los utilizados en el presente trabajo, confirmando entonces los resultados

aqui presentados.

Asimismo, se identificaron cuatro proteinas de funcidn no descrita, las cuales
corresponden a antigenos tumorales que pueden tener un rol en la interaccion entre
cancer y parasitos aun desconocida. Se cuenta con la secuencia peptidica de las mismas,

lo que permia su posterior estudio para elucidar el rol de las mismas en este proceso.

En cuanto a las proteinas identificadas en la muestra de pulmén normal, cabe des-

tacar que no corresponden a proteinas identificadas en muestras tumorales. Esto puede
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deberse como se comentd anteriormente a proteinas que modifican su expresion en
células tumorales o modifican su antigenicidad. En el caso de las proteinas detalladas en
la tabla 3, puede considerarse la globina identificada como fracciones de glébulos rojos

que pudieran estar formando parte de la muestra de pulmon.

En conjunto, estos resultados abren interesantes perspectivas en cuanto al uso de
estas proteinas o de los anticuerpos generados tanto para diagndstico como para terapia
anti-tumoral. Para ello, seria necesario identificar las proteinas de T. cruzi que presentan
los epitopes compartidos con las proteinas identificadas. Para lo cual, seria importante
realizar una busqueda bioinformatica en base de datos para determinar si las proteinas
identificadas se expresan en la cepa de T. cruzi utilizada, si hay homologia con otras
proteinas o si se trata de epitopes compartidos. De hecho, se identificaron
adicionalmente cuatro proteinas de funcidn desconocida en la bibliografia y se cuenta con
la secuencia correspondiente. Seria interesante comprobar si la cepa de T. cruzi
empleada en este trabajo, presenta proteinas con homologia a las mismas, puesto que se
trataria nuevos antigenos tumorales aun no descritos, que no estan presentes en la linea
celular normal.

La identificacidon de estos epitopes en T. cruzi permitiria entonces el desarrollo de
nuevos protocolos de inmunizacion utilizando fracciones parasitarias o de proteinas
purificadas y la posterior evaluacion de la respuesta anti-tumoral. Evitando asi el uso de
extractos proteicos totales los cuales tienen composicion variable y avanzando de esta

forma en el desarrollo de una vacuna antitumoral basada en péptidos parasitarios.

Purificacion de antigenos tumorales.

Con el fin de purificar los antigenos tumorales que presentaran reactividad
cruzada con anticuerpos anti-T. cruzi se armo una columna de cromatografia de afinidad.
Cabe destacar que la purificacion de anticuerpos policlonales de T. cruzi se realizé a partir
de IgGs totales, por tanto, perdiendo la fraccién de inmunoglobulinas de subtipo IgM.
Teniendo en cuenta que varios antigenos tumorales descritos en la literatura compartidos
con parasitos corresponden a estructuras de O-glicosilacion incompleta, este isotipo de

inmunoglobulinas podria participar en el reconocimiento de dichas estructuras. Sin

55



Caracterizacion protedmica de antigenos compartidos Cancer-T. cruzi Claudia Schvartzman

embargo, al evaluar los anticuerpos purificados de T. cruzi respecto al suero total sobre
proteinas parasitarias, asi como de LL/2 y de pulmdn normal, se verifico que el
reconocimiento presentd igual patron de bandas identificado pero mayor intensidad a la
misma dilucion. Por tanto podemos concluir que los anticuerpos purificados presentaron
la misma actividad inmunoldgica frente a proteinas tumorales aunque no presentaran la
fraccion de IgMs.

Teniendo en cuenta que los antigenos que presentan reactividad cruzada con T.
cruzi detectados mediante Western-Blot pueden ser minoritarios debido a la alta
sensibilidad de dicho ensayo, se procedid a la purificacion de los mismos. De esta forma,
pudiendo confirmar la identidad de las proteinas purificadas y disponer ademas de
muestras enriquecidas en los antigenos de interés para profundizar en su caracterizacion.

En cuanto a la cromatografia de afinidad, se evidencid un rendimiento bajo de
purificacion, lo que podria estar relacionado con la capacidad de la columna generada asi
como el tratamiento de la muestra luego de las eluciones, en la precipitacion de la
muestra. Para optimizar esta técnica, podria utilizarse una columna de mayor capacidad,
es decir ligar mas inmunoglobulinas IgG anti-T. cruzi a la sefarosa, lo que esta
condicionado a la purificacion de los mismos desde el suero de conejo. Asimismo, para
mejorar la precipitacion y el concentrado del material eluido seria interesante evaluar el
uso de kits comerciales como el clean-up kit de GE.

Los antigenos purificados entonces por cromatografia fueron separados por
electroforesis bidimensional. De forma interesante el patron de spots observado podria
correlacionarse con los spots obtenidos por Western Blot del extracto total de LL/2. Dado
que no fue posible la identificacion por espectrometria de masa de los mismos,
actualmente se esta repitiendo la purificacion utilizando una mayor cantidad de extracto
proteico de la linea tumoral, para contar con una mayor cantidad de material eluido y asi
ademas de confirmar la identidad de las proteinas purificadas, disponer de material para
profundizar en la caracterizacion de los mismos.

Seria interesante evaluar el perfil de glicosilacion de las proteinas purificadas a
partir de la observacion que el efecto terapéutico asi como profilactico se pierde en
ratones que fueron sujetos a inmunizacidn con células de LL/2 cuando el extracto de T.
cruzi es deglicosilado lo que indicaria que antigenos glicanos estarian implicados en dicha

proteccion (Monin, 2011). Para determinar si parte de los anticuerpos producidos estan
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dirigidos contra estas estructuras y son las reconocidas en las proteinas identificadas,
varias estrategias pueden utilizarse. Entre ellas se encuentra la transferencia de los
antigenos tumorales purificados luego de ser separados por electroforesis bidimensional a
membranas y realizar Blots con lectinas biotinilados las que presentan afinidad por
diferentes motivos glucidicos como pueden ser los antigenos T, Tn, sialil-Tn entre otros.
La dificultad que presenta esta técnica es el requerimiento de grandes cantidades de
proteina purificada para realizar las electroforesis bidimensionales y los Western- Blot
correspondientes.

Otra estrategia podria estar basada en la purificacion de glicoproteinas por
cromatografia en columnas con lectinas inmovilizadas. De esta forma, se puede evaluar
la reactividad de las glicoproteinas purificadas con el suero policlonal anti-T. cruzi, y su
posterior identificacion por espectrometria de masa.

Finalmente, otra aproximacion para el estudio de la glicosilacion de proteinas
sujetas a reactividad cruzada con antigenos de T. cruzi podria consistir en la separacion en
geles bidimensionales de las proteinas tumorales y mediante el uso de kits comerciales
que son compatibles con espectrometria de masa, la identificacion de O-proteinas del

gel., los que luego podrian ser correlacionados con los sptos de Western Blot.
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Conclusiones

En este trabajo fue posible confirmar la reactividad cruzada entre extractos
proteicos de la linea de cancer de pulmdn murino LL/2 y anticuerpos generados contra
antigenos del parasito T. cruzi. Asimismo, se observd que el reconocimiento es
preferencial por esta linea celular respecto a muestras de pulmdn de ratones sanos,

siendo el patron de proteinas observado distinto.

Se identificaron varias proteinas tumorales sujetas a reactividad cruzada, las
cuales han sido implicadas en trabajos previos en el proceso de transformacion maligna,
su posible uso como blancos terapéuticos asi como marcadores de diagnostico, asi como

proteinas aun no descritas que podrian corresponder a nuevos antigenos tumorales.

Finalmente, se optimizaron técnicas para la purificacion de las proteinas sujetas a
reactividad cruzada lo que permitira confirmar la identidad de las proteinas y continuar

con la caracterizacion molecular de las mismas.

Globalmente, los resultados presentados en este trabajo abren interesantes
perspectivas en la identificacion y caracterizacion de antigenos tumorales, asi como
generar mayor informacion respecto a interacciones entre cancer y parasitos, los que

pueden llevar al desarrollo de nuevas estrategias de terapia anti-tumoral.
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