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RESUMEN

El cancer constituye la segunda causa de muerte a nivel mundial. Dada su elevada
incidencia y gran mortalidad, actualmente existe la necesidad de nuevas estrategias
diagnosticas y terapéuticas para la deteccion precoz y el tratamiento de ésta enfermedad. En
este sentido, el conocimiento de que el sistema inmune tiene la capacidad de reconocer,
destruir, y modular la inmunogenicidad del cancer abrié nuevos horizontes de terapias para
el control de esta enfermedad. Especificamente, en la Ultima década, se han realizado
grandes avances en inmunoterapias para el cancer, basadas principalmente en la utilizacién
de anticuerpos monoclonales capaces de potenciar la respuesta inmune contra ciertos
tumores. Sin embargo, otras estrategias como el desarrollo de vacunas terapéuticas

antitumorales, no han generado adn un impacto significativo a nivel de oncologia clinica.

Mas del 15% de los canceres se originan a partir de agentes infecciosos. Sin embargo,
datos epidemiol6gicos muestran que existe una correlacién inversa entre la incidencia de
ciertas infecciones parasitarias y el desarrollo de cancer en humanos. Basandose en estos
resultados, nuestro grupo ha identificado en parasitos diferentes antigenos que se expresan
con alta especificidad en cancer, generando la hipétesis de que estos ultimos podrian inducir

respuestas inmunes cruzadas efectivas contra el cancer.

En efecto, nuestro grupo ha demostrado que los anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi
(T. cruzi) presentan reaccion inmune cruzada con células tumorales tanto en modelos
animales como en muestras humanas, y que extractos de T. cruzi son capaces de inducir
respuestas inmunes antitumorales protectoras en distintos modelos murinos de céancer
experimental, entre los que se destaca el carcinoma pulmonar de Lewis (LL/2), utilizado en el
presente trabajo. Ademas, en el modelo tumoral LL/2, datos preliminares muestran que la
oxidacién de los azucares del extracto parasitario disminuye la actividad antitumoral del

mismo.

Basado en estos antecedentes, en el presente trabajo se evalué la reactividad cruzada
entre T. cruzi y las células tumorales LL/2, demostrando por distintos abordajes técnicos que
un suero anti-T. cruzi producido en conejo es capaz de reconocer antigenos en LL/2.
Asimismo, a través de un abordaje inmuno-protedémico se identificaron 14 proteinas de LL/2
sujetas a reactividad cruzada con T. cruzi. Finalmente, se verifico la presencia de motivos
carbohidratos compartidos entre T. cruzi y LL/2, mediante el reconocimiento por lectinas. Los
resultados obtenidos en este trabajo contribuyen a la comprension del sistema T. cruzi-

cancer, a través de la identificacién de antigenos involucrados en la reactividad cruzada.




1. INTRODUCCION
1.1 Cancer

El cancer representa un conjunto de enfermedades en las cuales el organismo
produce un exceso de células que no responden a los mecanismos normales de
control de crecimiento como consecuencia de la adquisicibn de mutaciones que
perturban los programas de proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular (Goldsby,
2003). De esta manera, se produce un crecimiento descontrolado de células
anormales que, a medida que acumulan alteraciones genéticas, generan la aparicion
de un nuevo fenotipo transformado, y conducen a la formacién de un tumor. Estos
tumores pueden quedar limitados al sitio de origen o propagarse a distancia, por via
sanguinea o linfatica, originando el proceso conocido como metastasis (Fainboim,
2011).

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, constituyendo uno
de los desafios sanitarios mas relevantes en la actualidad. Ademas, la incidencia
global del cancer contina en aumento, estimandose que el nUmero de nuevos casos
pasara de 14 millones en 2012, a mas de 20 millones para el afio 2030 (Wild, 2014).
En particular, el cancer de pulmén, presenta una muy alta incidencia y mortalidad,
siendo la principal causa de muerte por cancer en 87 paises en el caso de los hombres
y en 26 paises en el caso de las mujeres (Karagas, 2006).

En Uruguay, en hombres, el cancer de pulmén es el segundo tipo de cancer
mas frecuente aunque continla siendo la principal causa de muerte por esta
enfermedad. En cambio, en mujeres, el cancer de pulmén es el cuarto tipo de cancer
mas frecuente (luego del cancer de mama, colon-recto y cérvix) y ocupa la tercera

causa de mortalidad por cancer (figura 1) (Barrios, 2015.)
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Figura 1. Datos epidemioldgicos del cancer en Uruguay 2009-2013. Se muestra la tasa de
incidencia y mortalidad (casos x 100.000) para los principales tipos de cancer, en hombres y mujeres

por separado. Tomado de Comisién Honoraria de Lucha Contra el Cancer (Barrios, 2015).

En el afio 2000, Hanahan y Weinberg definieron seis caracteristicas distintivas
gue son adquiridas en el proceso de transformacion de células normales a células
cancerosas, a las que denominaron como hallmarks del cancer (figura 2A). Asi, los
autores lograron resumir la complejidad del cdncer en unas pocas caracteristicas
fundamentales, que incluyen: la resistencia a la muerte celular, el mantenimiento de
la sefalizacion proliferativa, la evasion de las sefiales supresoras del crecimiento, la
inmortalidad replicativa, la induccién del proceso de angiogénesis y la capacidad de
invadir otros tejidos para generar metastasis (Hanahan & Weinberg 2000).

En una revision actualizada en 2011, los autores plantean a la inestabilidad
gendmica y la inflamacién cronica como dos caracteristicas que subyacen a la
adquisicién de estos hallmarks por las células tumorales (figura 2B). Los autores
proponen que la inestabilidad gendmica acelera el proceso de adquisicion de los
hallmarks, mientras que también sugieren que la inflamacion crénica favorece muchas
de estas capacidades distintivas, promoviendo la progresion tumoral por sobre la
eliminacion (Hanahan & Weinberg, 2011). A su vez, en esta revision, también se

proponen dos nuevos hallmarks emergentes (figura 2B). El primero de ellos
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corresponde a la reprogramacion del metabolismo energético celular, proceso a
través del cual se reemplaza el programa metabdlico que opera en la mayoria de los
tejidos normales, para apoyar la proliferacion celular sostenida (Hanahan & Weinberg,
2011). El segundo es la inmunoevasion, es decir, la capacidad de las células
tumorales de evadir el ataque de las células del sistema inmune de forma activa
(Hanahan & Weinberg, 2011), concepto que se discutirh en profundidad mas

adelante.

B

Sustaining proliferative
signaling

/—<Emerging Hallmarksh

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

inducing
angiogenesis

Genome instability
and mutation Inflammation

MEnabling Characleristics)—/

Figura 2. Hallmarks del cancer. Se observan las seis caracteristicas distintivas que permiten el

Enabling replicative
immortality

crecimiento y la diseminacion de células tumorales originalmente descritas por Hanahan & Weinberg
(A). Ademas, se muestran los dos hallmarks emergentes y las dos caracteristicas subyacentes a la
adquisicién de los hallmarks, propuestas por los autores en una revision actualizada (B). Tomado de
Hanahan & Weinberg, 2000 (A) y 2011 (B).

La incorporaciéon de estos nuevos hallmarks refleja una transicion en el
entendimiento de la naturaleza del cancer. En un comienzo las investigaciones se
centraron estrictamente en el estudio de las células tumorales, tomando al cancer
Uunicamente como una enfermedad genética. Sin embargo, en la actualidad, las
investigaciones se han concentrado en la comprension del cAncer como enfermedad

sistémica, donde el foco se expande hacia el estudio del individuo y su interaccion
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con el tumor, y mas especificamente hacia el estudio del microambiente en el que el
tumor se desarrolla (Finn, 2012).

La nocion de que los multiples tipos celulares que constituyen el tumor y su
microambiente juegan un rol activo en la tumorogénesis es muy reciente, y agrega
una dimension adicional de complejidad para la comprensién de este proceso

(Hanahan & Weinberg, 2011).

1.2 Inmunidad y cancer

A comienzos del siglo XX, Paul Ehrlich propuso por primera vez la idea de que
el sistema inmune podria tener un efecto protector frente al cancer (Ehrlich, 1909).
Sin embargo, la falta de herramientas y de conocimientos generales en inmunologia,
impidieron la comprobacion de esta hipotesis en aquel entonces.

El concepto fue reintroducido en la década de 1950 por Frank MacFarlane
Burnet y Lewis Thomas, quienes propusieron la hipotesis de la “inmunovigilancia”
(Burnet, 1957; Thomas, 1959). De acuerdo con ésta, el sistema inmune tiene la
capacidad de detectar y eliminar células transformadas antes de que puedan proliferar
e invadir tejidos nuevos. Si bien las primeras evidencias fueron contundentes, cuando
la hipotesis se puso a prueba comparando el desarrollo tumoral en ratones atimicos
(nude) frente a ratones normales, los resultados fueron desalentadores (Stutman,
1974; Stutman, 1975). La incapacidad para observar diferencias entre ambos grupos
de ratones, se atribuye a que los primeros no son completamente inmunodeficientes
(Kennedy, 1992), como se creia en aquel entonces. Estos estudios condujeron al
abandono de la hipotesis de la inmunovigilancia durante varios afos.

A partir de 1990, el papel del sistema inmune en el control del cancer recobro
interés con la publicacion de una serie de estudios que evidenciaron el rol clave del

IFN-y y las células T en la supresién del crecimiento tumoral. En efecto, se demostro




gue el bloqueo de IFN-y favorece en gran medida la aparicion de tumores (Dighe,
1994). De forma similar, se probo6 que los ratones deficientes en el receptor de IFN-y
son mucho més susceptibles a la carcinogénesis quimica con respecto a los ratones
normales (Kaplan, 1998). Asimismo, se observaron resultados semejantes en ratones
con deficiencia para los genes de las recombinasas (Ragl/2 /), los cuales carecen
de linfocitos T, B y NKT, cuando fueron expuestos a estimulos carcinogénicos
(Shankaran, 2001).

Las evidencias, sin embargo, no se restringen Unicamente a modelos murinos.
En humanos se ha observado que pacientes inmunosuprimidos, tanto por infeccién
con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), como por tratamiento con drogas
inmunosupresoras luego de someterse a un trasplante, manifiestan una mayor
incidencia de cancer (Dunn, 2004). Estas observaciones, sumadas a otras numerosas
evidencias experimentales y clinicas, demostraron que el sistema inmune cumple un
papel fundamental para la prevencion, limitacion y supresion del desarrollo tumoral.

Sin embargo, es importante comprender que la inmunovigilancia representa
s6lo una dimension en la compleja relacion entre el sistema inmune y el cancer
(Dunn, 2002, 2004; Schreiber, 2004). El didlogo entre el sistema inmune y el tumor es
dinamico, lo cual le permite al sistema inmune moldear las propiedades fenotipicas
del tumor, y de esta manera seleccionar variantes de células tumorales menos
inmunogénicas, capaces de impedir el reconocimiento inmunitario. Este proceso de
inmunoseleccion permite explicar la aparente paradoja de la formacién de tumores en
individuos completamente inmunocompetentes (Shankaran, 2001).

La comprension de la funcidon dual del sistema inmune, ya sea reprimiendo la
aparicion de células transformadas y/o promoviendo la progresion tumoral, condujo a

la redefinicion de la hipotesis de inmunovigilancia en la "Teoria de inmunoedicion de




tumores" (Dunn, 2002; 2004). Segun esta teoria, el proceso de inmunoedicion de

tumores transcurre en tres fases, conocidas como las "tres E": Eliminacion, Equilibrio

y Escape (figura 3) (Schreiber, 2011).
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Figura 3. Teoria de inmunoedicién del cancer. La inmunoedicion del cancer transcurre en tres fases

secuenciales: eliminacion, equilibrio y escape. En la fase de eliminacién, la inmunidad innata y adaptativa

trabajan en conjunto para destruir los tumores en desarrollo. Durante la fase de equilibrio, el crecimiento

tumoral se previene mediante mecanismos inmunoldgicos y se edita la inmunogenicidad del tumor.

Finalmente, algunas de las células tumorales pueden entrar en la fase de escape, en la que sortean los

mecanismos efectores del sistema inmune y emergen para causar una enfermedad clinicamente

aparente. Tomado de Schreiber, 2011.

1.3 Teoria de inmunoedicién de tumores

1.3.1 Eliminacién

La fase de eliminacion representa la visibn contemporanea de la hipotesis

original de inmunovigilancia, en donde el sistema inmune innato y adaptativo actian




en conjunto para erradicar el tumor en desarrollo antes de que se vuelva clinicamente
aparente. El comienzo de esta fase requiere sefiales de estrés o dafio celular,
generadas en el microambiente tumoral, que contribuyen al establecimiento de una
reaccion proinflamatoria y promueven el desencadenamiento de una respuesta
inmune (Schreiber, 2011).

Los componentes de la inmunidad innata pueden detectar a las células
tumorales de forma directa mediante sus receptores de reconocimiento de patrones
u otras moléculas de superficie celular. Frecuentemente, las células tumorales
expresan familias de genes vinculados a estrés celular, como MICA y MICB, que
funcionan como ligandos para los receptores NKG2D, expresados por las células
Natural Killer (NK), entre otras (Diefenbach, 2002). Las células NK también
monitorean la pérdida de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de
clase | (MHC 1) en la superficie de las células tumorales, lo que ocurre comunmente
durante el proceso de carcinogénesis (Karre, 2002). La actividad de las células NK
esta regulada por un balance entre sefiales provenientes de receptores activadores,
gue reconocen moléculas asociadas a estrés celular, y receptores inhibitorios que
reconocen moléculas de expresion normal en las células como las MHC de clase |
(William, 2008; Goldsby, 2003). Una vez activadas, las células NK son capaces de
inducir la apoptosis de sus células blanco mediante la liberacion de granulos
conteniendo moléculas de perforina y granzima, o a través de interacciones entre
receptores de membrana como Fas/Fas-L. Por otra parte, las células NK también
pueden desencadenar su potencial citotoxico frente al reconocimiento de anticuerpos
IgG unidos a la superficie de las células tumorales, mecanismo conocido como

citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC) (Murphy, 2008).
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Otras sefales de alerta, que también pueden ser reconocidas y mediar la
activacion de los componentes del sistema inmune innato, son los patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs, por sus siglas en inglés). Los DAMPs
asociados a tumores incluyen el &cido Urico (subproducto del metabolismo tumoral),
los productos de degradacién de la matriz extracelular y las proteinas de choque
térmico (HSPs) liberadas por células tumorales necréticas (Schreiber, 2011). Ademas,
las HSPs pueden actuar como chaperonas para péptidos derivados del tumor,
facilitando su captacién por células dendriticas (DCs) y macrofagos, a través de sus
receptores scavenger o CD91 (Basu, 2001).

Las DCs son células del sistema inmune innato cuyo rol es fundamental para
la induccion de una respuesta antitumoral especifica. Estas pueden fagocitar células
tumorales apoptoéticas a través de sus receptores CD36 e integrina av35. (Albert,
1998). Luego, las DCs procesan este material para presentarlo a través de las
moléculas de MHC, al mismo tiempo que aumentan la expresion de moléculas
coestimuladoras, como B7-1 y B7-2, y migran a los ganglios regionales para activar
linfocitos T tumor-especificos (Banchereau, 1998).

El reconocimiento especifico del tumor por el sistema inmune adaptativo, y mas
especificamente por los linfocitos B y T, depende de la expresion y presentacion de
neoantigenos tumorales. Los procesos de transformacion celular implican
alteraciones genéticas que pueden conducir a las células tumorales a expresar
moléculas capaces de ser reconocidas por el sistema inmune. Tradicionalmente,
aquellos antigenos originados a causa de mutaciones en la region codificante de los
genes de la célula tumoral se denominan antigenos especificos de tumor, dado que

son expresados exclusivamente por estas células. Otros antigenos, cuya expresion
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se ve aumentada en células tumorales pero no se encuentra restringida a las mismas,
se denominan antigenos asociados a tumor (Wurz, 2016).

Los antigenos tumorales pueden desencadenar mecanismos que lleven a su
eliminacion. Por ejemplo, los linfocitos T CD8+ citotoxicos participan en la eliminacion
de células transformadas al reconocer, mediante sus receptores TCR, antigenos
tumorales presentados por moléculas MHC de clase |. Los mecanismos de
citotoxicidad empleados por estas células son, en esencia, los mismos que utilizan
las NK (Goldsby, 2003). Por su parte, los linfocitos T CD4+, que reconocen antigenos
tumorales presentados por moléculas MHC de clase Il, también juegan un rol
preponderante. Estas células no solamente colaboran en la activacion de los linfocitos
T CD8+, sino que ademas contribuyen a la generacion de respuestas de anticuerpos
(Old, 1998; Sahin, 1995).

Adicionalmente, la liberacién local de quimioquinas y de citoquinas
proinflamatorias, por células de la inmunidad innata y adaptativa, contribuye a la
activacion de células efectoras y al reclutamiento de poblaciones celulares adicionales
a las proximidades del tumor, facilitando el establecimiento de una respuesta inmune

especifica (Weinberg, 2007).

1.3.2 Equilibrio
Algunas variantes de células tumorales que sobreviven a la fase de

eliminacién, pueden entrar en la fase de equilibrio. En esta fase el sistema inmune
previene la proliferacién de las células tumorales, al mismo tiempo que esculpe su
inmunogenicidad (Schreiber, 2011). De esta manera, durante la fase de equilibrio, el
sistema inmune mantiene las células tumorales residuales en un estado de

guiescencia, en el que pueden permanecer por décadas antes de retomar
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eventualmente su crecimiento, ya sea como tumor primario recurrente 0 como
metastasis (Aguirre-Ghiso, 2007).

Una de las evidencias més contundentes para la existencia de la fase de
equilibrio proviene de experimentos de tumorogénesis primaria en ratones
inmunocompetentes, tratados con el carcinégeno metilcolantreno (MCA) (Koebel,
2007). Se demostrd que dichos ratones albergaban células cancerosas ocultas por
largos periodos de tiempo, ya que una vez depletados de células T e IFN-y, aparecian
rapidamente tumores de alta inmunogenicidad en el sitio de inyeccion con MCA,
incluso cuando no habian desarrollado ningan tumor aparente en un comienzo. En
humanos, este fendmeno ha sido observado en algunos casos de trasplantes de
organos solidos desde donantes con aparente remision completa del cancer. Se ha
encontrado que pueden existir células tumorales quiescentes en estos 6rganos que
retoman su crecimiento una vez dentro del individuo receptor, cuyo sistema inmune
se encuentra deprimido para evitar el rechazo al trasplante (Strauss & Thomas, 2010).
Estudios mecanisticos de la fase de equilibrio revelaron que la respuesta adaptativa
(especificamente a través de linfocitos T CD4+ y CD8+, IL-12 e IFN-y) es la

responsable de mantener las células tumorales ocultas (Koebel, 2007).

1.3.3 Escape
En la fase de escape, las células tumorales que han adquirido la capacidad de

evadir el reconocimiento y/o los mecanismos efectores del sistema inmune,
reemergen desarrollando tumores clinicamente detectables. La transicion desde la
fase de equilibrio a la fase de escape ocurre por varios mecanismos, los cuales
pueden implicar cambios tanto a nivel de las células tumorales, como a nivel del propio

sistema inmune (Schreiber, 2011).
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Entre las estrategias de evasion de las células tumorales, se destacan aquellas
alteraciones que conducen a una disminucion de su inmunogenicidad. En particular,
se ha observado que numerosos tumores exhiben alteraciones en la expresion, el
procesamiento y la presentacibn de antigenos, lo que les permite evitar el
reconocimiento por las células inmunes (Drake, 2006). Por ejemplo, ciertos tumores
disminuyen la expresion de antigenos inmunodominantes o experimentan procesos
de cambio antigénico como consecuencia de la acumulacion de mutaciones (Croci,
2007). Asimismo, muchos tumores manifiestan alteraciones en el inmunoproteasoma
0 en la via de presentacion de antigenos en el contexto de moléculas MHC de clase
|. Estas alteraciones se han observado a nivel de distintas moléculas, incluyendo el
transportador del reticulo endoplasmatico TAP, los componentes del
inmunoproteasoma LMP-2 y LMP-7 (Seliger, 2000) o las propias moléculas MHC de
clase | (Drake, 2006).

Las células tumorales que disminuyen su expresion de MHC de clase |,
contindian siendo susceptibles al ataque de las células NK (William, 2008), a menos
gue expresen en su superficie moléculas de MHC no clasicas, tales como HLA-G y
HLA-E. Estas moléculas se unen a los mismos receptores inhibitorios en las células
NK que las MHC de clase I, evitando la liberacion de componentes citotoxicos (Sukari,
2016) vy, por lo tanto, su expresion constituye otro de los mecanismos de evasion
descritos para las células tumorales.

Por otra parte, la célula tumoral también puede desarrollar resistencia a los
efectos citotoxicos de las células inmunes. Dicha resistencia puede ser adquirida por
la activacion de mecanismos antiapoptoticos que incluyen la expresion persistente de
factores de transcripcion pro-oncogénicos como STAT3, o la expresion de moléculas

antiapoptoticas como Bcl-2 (Dunn, 2002; Schreiber, 2011). A su vez, tanto las células
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tumorales como las células del estroma, pueden inducir activamente un
microambiente inmunosupresor. Este microambiente puede ser generado mediante
la secrecion de moléculas inmunosupresoras, la deplecion de metabolitos esenciales,
la expresion de moléculas coestimuladoras con propiedades inhibitorias o el
reclutamiento de células con caracteristicas reguladoras (Rabinovich, 2007).

Dentro los factores inmunosupresores producidos por las células tumorales y
del estroma, pueden destacarse el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
la interleuquina 10 (IL-10) y el factor de crecimiento transformante § (TGF-B). El
VEGF, producido por una variedad de tumores, inhibe la diferenciacion y maduracion
de células dendriticas (Gabrilovich, 1998). Adicionalmente, la citoquina IL-10 también
inhibe dicha maduracién, y puede reducir la expresion de TAP en las células
tumorales. Por su parte, la expresion de TGF-B inhibe la activacion, proliferacion y
diferenciacion de linfocitos T (Rabinovich, 2007).

En cuanto a la deplecion de metabolitos esenciales, humerosos tumores
expresan niveles elevados de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), que
cataliza la degradacion del triptéfano, conduciendo a una deplecién local de este
aminoacido. Esto puede derivar en el arresto del ciclo celular, o incluso en la muerte
por apoptosis, de linfocitos T efectores (Rabinovich, 2007). Por otra parte, varios tipos
de tumores se caracterizan por la expresion de moléculas de membrana con
capacidad de modular negativamente la actividad del sistema inmune, entre las que
se destaca PD-L1. Esta molécula promueve, mediante la unién a su receptor PD-1, el
agotamiento o la apoptosis de linfocitos T citotoxicos (Chikuma, 2016).

Muchos tumores poseen la capacidad de reclutar poblaciones celulares con
perfil inmunosupresor. Entre las poblaciones involucradas, se ha asociado a los

tumores con la expansion, el reclutamiento y la activacion de linfocitos T reguladores
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(Tregs). Las Tregs se caracterizan por la produccién de citoquinas inmunosupresoras
como IL-10 o TGF-B, la expresion de moléculas de coestimulacién negativa como
CTLA-4, PD-1y PD-L1, y por el consumo de IL-2 (Schreiber, 2011). A través de estos
mecanismos los Tregs pueden suprimir la accion de linfocitos T, entre otras
poblaciones celulares. El reclutamiento de Tregs a la zona del tumor se propone que
es dependiente de la quimioquina CCL22, secretada por las células tumorales y cuyo
receptor CCR4, se expresa en los Tregs (Wang & Vella, 2016). Por su parte, las
células mieloides supresoras (MDSCs), también contribuyen a generar un ambiente
tumoral inmunosupresor, dado que inducen células Tregs, producen TGF-B y
depletan o secuestran aminoacidos esenciales para la funcién de los linfocitos T

(Schreiber, 2011).

1.4 Inmunoterapia antitumoral

Como se menciond anteriormente, el conocimiento ampliamente demostrado
de que el sistema inmune tiene la capacidad de reconocer, destruir y modular la
inmunogenicidad del cancer, abrié nuevos horizontes de terapias para el control de
esta enfermedad. Especificamente durante la Ultima década, se han realizado
grandes avances en el desarrollo de inmunoterapias para el tratamiento del cancer
como alternativa a las tradicionales quimio y radioterapias (Myc, 2011).

Entre los distintos abordajes inmunoterapéuticos que han sido evaluados para
el tratamiento del cancer se destacan las citoquinas, las vacunas, los anticuerpos
monoclonales dirigidos a antigenos tumorales, los anticuerpos inhibidores de puntos
de control inmunoldgico y las terapias de transferencia adoptiva de células inmunes
(Yang, 2015).

La manipulacion terapéutica de las citoquinas del microambiente tumoral

constituye una estrategia para estimular respuestas inmunes protectoras. Las terapias
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con citoquinas han sido evaluadas tanto a través de la administracion sistémica como
intratumoral, y se han obtenido resultados favorables en estudios pre-clinicos para
varias de ellas, incluyendo IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, IFN-q, IFN-y, TNF-a, y los
factores estimulantes de colonias de granulocitos (G-CSF) y de macréfagos (M-CSF)
(Dranoff, 2004). Ademas, las citoquinas han sido utilizadas como adyuvantes en
vacunas terapéuticas contra el cancer (Capitini, 2009).

Las vacunas contra el cancer estan disefiadas para aumentar la capacidad del
sistema inmune de reconocer y destruir las células tumorales. Se han desarrollado
vacunas antigénicas, vacunas basadas en DCs y vacunas de acidos nucleicos, en
formatos tanto profilacticos como terapéuticos (Mellman, 2011). En el caso de las
vacunas antigénicas, la terapia consiste en la administracion de elementos
especificos del cancer al paciente, junto con adyuvantes inmunoldgicos o en ausencia
de estos, para inducir respuestas inmunes contra el tumor. Tumores de alta
inmunogenicidad como melanoma, o carcinoma de células renales, han sido blancos
para la investigacibn en vacunas antigénicas dado que presentan numerosos
antigenos asociados a tumor. Sin embargo, a pesar de observarse resultados
prometedores en estudios preclinicos, los beneficios alcanzados en el &mbito clinico
han sido limitados (Kaufman, 2012). Posiblemente, la baja eficacia de las vacunas
terapéuticas se debe a las estrategias exitosas desarrolladas por los tumores para
evadir los mecanismos efectores del sistema inmune, como fue discutido
anteriormente.

Varios anticuerpos monoclonales generados por ingenieria genética, tanto
solos como conjugados con radioisétopos, moléculas citotoxicas o inmunotoxinas,
han mejorado las tasas globales de respuesta y las tasas de remision completa, asi

como la supervivencia libre de progresion en multiples tipos de cancer, incluyendo el
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cancer de mama, cancer de colon y linfomas (Khan & Sadroddiny, 2015; Akbari,
2017). Entre estos anticuerpos monoclonales puede destacarse el Trastuzumab, el
cual reconoce el receptor Her2 y ha demostrado tener un impacto clinico significativo
en pacientes con cancer de mama que sobreexpresan este receptor (Zardavas,
2016).

Los avances mas recientes y relevantes en inmunoterapia del cancer han
tenido lugar mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales dirigidos a
receptores que regulan las respuestas inmunes. A diferencia de las vacunas
terapéuticas que inducen nuevos linfocitos T antitumorales después de la
inmunizacién, estos anticuerpos antagonizan puntos de regulacion del sistema
inmune, mejorando la funcién de las linfocitos T antitumorales preexistentes (Ni &
Dong, 2017). Se destacan principalmente en este tipo de inmunoterapia los
anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 y anti-CTLA-4, los cuales ya cuentan con la aprobacion
de la FDA (Food and Drug Administration, USA) para su utilizacién en una variedad
de canceres (Pitt, 2016; Chae, 2018).

Hasta ahora, las inmunoterapias sé6lo han mostrado beneficios para un
porcentaje minoritario de pacientes. Esto, en parte, se debe a que para ser efectivas
las inmunoterapias deben desarrollar estrategias para aumentar la calidad y cantidad
de células inmunes efectoras, revelar antigenos tumorales y/o eliminar los
mecanismos inmunosupresores inducidos por las células tumorales (Schreiber,
2011). En este sentido, existe un gran interés por encontrar asociaciones terapéuticas
gue permitan mejorar las tasas de respuesta.

Actualmente, el campo de la oncologia clinica ha entrado en una era de
medicina personalizada, en donde se busca seleccionar el tratamiento mas

adecuado segun la enfermedad del paciente, con el objetivo de aumentar la eficacia
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y disminuir la toxicidad. En el marco del tratamiento personalizado del cancer,
resultan criticos los esfuerzos continuos por descubrir biomarcadores predictivos de
respuesta al tratamiento, que puedan ser utilizados como herramientas diagndsticas

complementarias (La Thangue & Kerr, 2011).

1.5 Relacion cancer - parasito

Las alteraciones genéticas que conducen a la carcinogénesis pueden ser
inducidas tanto por factores intrinsecos como extrinsecos. Los factores intrinsecos
incluyen errores en los procesos de replicacion y reparacion del ADN, asi como
susceptibilidades determinadas por herencia genética. Por otra parte, los factores
extrinsecos comprenden carcindbgenos quimicos, radiaciones ionizantes y UV, y
agentes infecciosos, entre otros (Wu, 2015).

En particular, los agentes infecciosos (incluyendo virus, bacterias y parasitos)
son responsables de mas del 15% de los canceres (Plummer, 2016). Algunos de estos
agentes bioldgicos pueden inducir la transformaciéon maligna de forma directa, como
en el caso de los virus de la familia del papilomavirus humano (HPV) tipo 16 y 18, el
virus linfotrépico de células T tipo 1 (HTLV-1) y el virus herpes asociado al sarcoma
de Kaposi (KSHV). Otros agentes actian como carcinégenos de forma indirecta, ya
sea mediante la induccién de inmunosupresion, como el VIH-1, o generando un
estado de inflamacién crénica y estrés oxidativo, como se ha descrito para los virus
de la hepatitis (HBV y HCV) y la bacteria Helicobacter pylori (Bouvard, 2009).

Entre los parésitos, este ultimo mecanismo de carcinogénesis indirecta ha sido
evidenciado para Schistosoma haematobium, Opisthorchis viverrini, y Clonorchis
sinensis (Fried, 2011). Sin embargo, datos epidemiolégicos indican que existe una
correlacion inversa entre la incidencia de ciertas infecciones parasitarias y el

desarrollo de cancer en humanos (Darani, 2012). Entre los distintos estudios que han
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reportado de forma independiente esta correlacion negativa, se encuentra una
investigacion epidemioldgica realizada en Turquia en la que se estudié el vinculo
entre la infeccion por el parasito Echinococcus granulosus (E. granulosus), agente
causal de la hidatidosis, y el cancer. En este estudio, se determin6 que la frecuencia
de hidatidosis en pacientes con cancer era significativamente menor en comparacion
con la poblacion sana (Akgul, 2003). En este mismo sentido, en pacientes con
megacolon chagasico inducido por la infecciébn con Trypanosoma cruzi (T. cruzi) no
se observé un aumento de la incidencia de cancer de colon, a pesar de que el
megacolon se asocia con factores de riesgo para este tipo de cancer, incluyendo la
hiperplasia del tejido, las Ulceras mucosas y la inflamacion cronica. Esta observacion
sugiere la existencia de un efecto protector contra el cancer de colon en pacientes
infectados con T. cruzi (Garcia et al, 2003). Apoyando estos estudios, los parasitos T.
cruzi, E. granulosus, Toxoplasma gondii, Plasmodium yoelii, Toxocara canis y
Acanthamoeba castellani han demostrado conferir resistencia frente al desarrollo
tumoral en numerosos modelos animales (Darani, 2012).

Ha sido demostrado que la proteccion de los parasitos frente al cancer esta
mediada, al menos en parte, por la induccién de una respuesta inmune antitumoral.
Entre las numerosos evidencias experimentales que apoyan esta idea, se observo
gue la infeccion con Plasmodium, agente causal de la malaria, suprime el crecimiento
del carcinoma pulmonar de Lewis, a través de la induccion de una respuesta inmune
especifica contra el tumor, caracterizada por una produccién aumentada de citoquinas
tipo Thl (Chen, 2011). También ha sido demostrado que el parasito T. gondii genera
inmunidad antitumoral con efectos terapéuticos, al revertir el microambiente
inmunosupresor en cancer de ovario, permitiendo estimular respuestas potentes de

linfocitos T CD8+ (Baird, 2013).
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A pesar de los avances considerables en los efectos antineoplasicos de varios
parasitos, los mecanismos subyacentes a la inhibicion del crecimiento tumoral aiin no
son bien conocidos. La presencia de antigenos comunes entre pardsitos y cancer
podria explicar por qué solo algunos parasitos muestran actividad antitumoral.
Particularmente, se han observado similitudes entre parasitos y células tumorales en
la expresion de estructuras de glicosilacion aberrante.

La glicosilacién aberrante juega un rol fundamental en la progresion tumoral y
la metastasis, y es considerada actualmente como un hallmark del cancer. Esto no es
sorprendente, considerando que los glicanos cumplen roles en la sefializacion celular,
la adhesion célula-célula y célula-matriz extracelular, el metabolismo, la angiogénesis
y la modulacién del sistema inmune (Munkley, 2016). Las estructuras de glicosilacién
aberrante en cancer se conocen como antigenos carbohidratos asociados a tumor
(TACAs, por sus siglas en inglés) (Kieber-Emmons, 2017). Se ha evidenciado que la
fucosilacion y la sialilacion aumentadas, asi como la O-glicosilacion truncada,
representan firmas caracteristicas de la transformacién celular maligna y conducen a
la expresion de TACAs (Blanas, 2018). Particularmente, los patrones de O-
glicosilacion en cancer difieren de aquellos observados en las células normales,
presentando cadenas glucidicas mas cortas, que constituyen los denominados
antigenos de O-glicosilacion truncada (Hakomori, 2002; Yu, 2007). Muchos de estos
patrones de O-glicosilacion truncada representan marcadores tumorales de
relevancia, entre los que se encuentran los antigenos Tn (GalNAc-a-Ser/Thr), sialil-
Tn (acido N-acetilneuraminico-a6-GalNAc-a-Ser/Thr), Tk (GlIcNAcB1-6(GIcNAcB1-
3)Gal), y TF (Gal-p(1-3)-GalNAc) (Yu, 2007; Van Kooyk, 2008).

Estos motivos de glicosilacion no solamente han sido identificados en cancer,

sino que también se ha visto que se encuentran ampliamente distribuidos entre
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diferentes parasitos (Osinaga, 2007). De hecho, se ha identificado la expresién de los
antigenos Tny sialil-Tn en extractos del parasito E. granulosus (Alvarez Errico, 2001),
asi como la presencia del antigeno TF en el parasito adulto y en la pared del quiste
hidatico (Casaravilla, 2003a; Diaz, 2009). Adicionalmente, se describid la presencia
del antigeno Tny Tk en ciertos parasitos helmintos (Casaravilla, 2003b; Ubillos, 2007)
y la expresion del antigeno sialil-Tn en T. cruzi (Freire, 2003).

Ademas de estas similitudes estructurales, se han observado distintos
mecanismos biolégicos compartidos entre los parasitos y el cancer. En particular,
ambos se caracterizan por un fenotipo invasor, que requiere de moléculas capaces
de establecer adhesiones célula-célula y célula-matriz extracelular, desarrollar
protedlisis y presentar motilidad. Las moléculas que gobiernan los procesos de
invasion, incluyendo integrinas, metaloproteasas de matriz y receptores de
quimioatrayentes como RANTES, estan presentes tanto en células tumorales como
en parasitos (Lauwaet, 2000). También se han descrito semejanzas entre parasitos y
tumores a nivel de la capacidad de desarrollar mecanismos de resistencia a diferentes
drogas de uso terapéutico. La glicoproteina P, en particular, ha sido identificada por
modular el fenotipo de multirresistencia a drogas tanto en células de diversos tumores
asi como en los parasitos protozoarios Plasmodium y Leishmania (Pérez-Victoria,
2002). Finalmente, muchos parasitos generan estrategias de evasion o modulacion
del sistema inmune, compartiendo algunos de los mecanismos mencionados
anteriormente para las células tumorales. A modo de ejemplo, se ha descrito que la
respuesta inmune frente a ciertas infecciones parasitarias mediadas por helmintos se
caracteriza por un aumento en la expresion de citoquinas anti-inflamatorias como IL-
10 y TGF-B, promoviendo asi la generacion de linfocitos T reguladores (Maizels,

2004).
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1.6 Trypanosoma cruzi y cancer

El presente trabajo se enfoca particularmente en el parasito protozoario
flagelado T. cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas. Esta enfermedad
€S una zoonosis con alta incidencia en América latina, y afecta a un amplio rango de
vertebrados salvajes y domésticos, desde donde se transmite al ser humano a través
de insectos hematéfagos del género Triatoma. A su vez, T. cruzi también puede ser
transmitido en ausencia de dicho vector bioldgico, ya sea mediante transfusiones
sanguineas, el consumo de alimentos contaminados o por transmision vertical (D’
Avila, 2012).

T. cruzi es un parasito intracelular con un ciclo de vida complejo, que involucra
varias etapas de desarrollo dentro de sus hospederos vertebrados e invertebrados
(figura 4). Cuando el insecto pica a un hospedero mamifero infectado con T. cruzi,
algunos tripomastigotas pasan a €l a través de la sangre. Al llegar al intestino medio
del invertebrado, estos se transforman en epimastigotas, los cuales se multiplican por
fision binaria y pasan al intestino distal, donde se convierten en tripomastigotas
metaciclicos. El insecto evacla los tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi a través
de las heces, que son depositadas sobre el hospedero en un sitio cercano al de la
picadura, facilitando la entrada de los parasitos en su forma infectiva a través de la
herida o de las membranas mucosas (Buscaglia, 2006).

Al entrar en una célula mamifera, los tripomastigotas metaciclicos se
convierten en amastigotas y se reproducen nuevamente por fision binaria. Después
de la multiplicacion, un gran numero de amastigotas se acumulan en la célula
infectada, formandose pseudoquistes. Los amastigotas se convierten otra vez en
tripomastigotas (distintos de la forma metaciclica), y estos se liberan al torrente

sanguineo luego de la ruptura celular. Como ruta alternativa para la propagacion de
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la infeccion, los amastigotas liberados por células infectadas pueden invadir

activamente los macrofagos. El ciclo se cierra cuando un nuevo vector triatomino se

\
_<'\

\‘ Tripomastigota

T

Amastigota &—/ Tripomastigota

metaciclico

Figura 4. Ciclo de vida de T. cruzi. Se detallan las diferentes etapas de desarrollo en el ciclo de
vida del parasito: epimastigota, tripomastigota metaciclico, amastigota y tripomastigota, segun su
hospedero. Modificado de Atwood, 2005.

alimenta del mamifero infectado con T. cruzi (Buscaglia, 2006).
Roskin y Exempliarskaia fueron los primeros en reportar que la infeccion con
T. cruzi podia inhibir el crecimiento de células tumorales (Roskin & Exempliarskaia,
1931). La idea de inducir infecciones agudas para curar tumores malignos se remonta
siglo XIX con William Coley, considerado un pionero en el terreno de la
inmunoterapia por su utilizacién de estreptococos para tratar pacientes con canceres
inoperables. Sin embargo, la influencia mas directa para los trabajos de Roskin
probablemente proviene de la “malarioterapia” de Julius Wagner-Jauregg, quien
demostr6 que la estimulacion del sistema inmune con el parasito protozoario
Plasmodium no solamente permitia combatir la malaria, sino también la sifilis terciaria

causante de demencia paralitica (Krementsov, 2009).

24

——
| —



La malarioterapia posiblemente inspird6 a Roskin a buscar un arma biologica
contra el cancer entre los protozoarios, seleccionando a T. cruzi por su peculiar ciclo
de vida, que guarda semejanzas con el de Plasmodium. A diferencia de otros
parasitos relacionados, que viven y se reproducen en el torrente sanguineo, T. cruzi
migra hacia varios 6rganos, incluyendo corazon, higado y bazo, donde invade las
células y se reproduce. Este tropismo hacia algunos érganos particulares condujo a
Roskin a hipotetizar que, debido a cierta especificidad biologica, los tumores podrian
resultar blancos atractivos para el paréasito (Krementsov, 2009).

Los experimentos de Roskin, en los que ratones fueron implantados con el
carcinoma de Ehrlich, al mismo tiempo que se infectaron con T. cruzi, parecieron
confirmar estas ideas. En estos experimentos, todos los ratones del grupo control, es
decir, no infectados con el parasito, murieron a causa de los tumores, mientras que
entre los 45 ratones infectados, 30 demostraron la desaparicibn completa de sus
carcinomas Yy los 15 restantes exhibieron una reduccion significativa del tamafio
tumoral. Asi, Roskin concluyé que T. cruzi tenia un efecto bioterapéutico frente al
desarrollo de carcinomas en ratén (Roskin & Exempliarskaia, 1931).

A su vez, Roskin pudo probar que no solamente los parasitos vivos, sino
también sus extractos mostraban una actividad antitumoral, y que entre varios
protozoarios solo T. cruzi producia dicho efecto. Adicionalmente, se logré confirmar
gue la proteccién se perdia si el sistema inmune del animal era suprimido, resaltando
la importancia del mismo en la actividad antitumoral del parasito (Roskin & Romanova,
1935; 1937; 1938a; 1938b).

Estas ideas han sido retomadas en numerosos trabajos mas actuales, en los
gue también se demuestra el efecto antitumoral de T. cruzi utilizando abordajes tanto

profilacticos como terapéuticos. Por ejemplo, en modelos de carcinogénesis quimica
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en rata utilizando 1,2-dimetilhidrazina (DMH), se observé que el grupo de animales
infectados con T. cruzi presentd una menor incidencia de cancer de colon frente a los
animales no infectados (Oliveira, 2001). Asimismo, se reporto que la cepa CH4 de T.
cruzi no solamente presenta tropismo por el tumor, sino que ademas inhibe el
desarrollo y las metastasis del linfoma soélido L5178Y-R cuando el mismo es
trasplantado en ratones de la cepa Balb/C (Mel'nikov, 2004). Ademas, en animales
inmunizados con lisados de T. cruzi, se observo que el desafio con sarcoma-180 o
adenocarcinoma de Ehrlich conducia al desarrollo de tumores aproximadamente dos
veces mas pequefios que aquellos desarrollados por los animales no inmunizados, y
gue la actividad antitumoral se relacionaba directamente con los niveles de
anticuerpos contra el parasito (Kallinikova, 2006). Este ultimo hallazgo destaca la
importancia de la respuesta inmune humoral en el efecto oncoprotector inducido por
T. cruzi. A su vez, cabe mencionar que el rol de la inmunidad celular también ha sido
demostrado en la actividad antitumoral de T. cruzi (Zenina, 2008).

Continuando con el analisis de los posibles mecanismos involucrados en el
efecto protector conferido por T. cruzi, algunos trabajos han reportado que ciertos
productos derivados del parasito poseen la capacidad de inhibir el crecimiento
tumoral. Por ejemplo, una proteina recombinante equivalente a la glicoproteina gp82
de T. cruzi ha mostrado tener actividad pro-apoptotica sobre células tumorales
(Atayde et al, 2008), mientras que la proteina chaperona calreticulina (TcCRT), se ha
relacionado con propiedades anti-inflamatorias y anti-angiogénicas, demostrando
efectos antitumorales in vivo (Lépez, 2010).

Siguiendo esta linea, nuestro grupo ha obtenido resultados que muestran que
extractos de epimastigotas de la cepa Dm28c de T. cruzi son capaces de inducir

respuestas inmunes de utilidad en el tratamiento de tumores en distintos modelos
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murinos de cancer experimental. Especificamente, nuestro grupo ha demostrado que
la inmunizacidén con un extracto total de T. cruzi induce una importante respuesta
protectora antitumoral en dos modelos de cancer en rata; cancer de colon inducido
por DMH y cancer de mama inducido por N-nitroso-N-metilurea, determinando el
desarrollo de un menor niumero de lesiones malignas en animales inmunizados frente
a los no inmunizados (Ubillos, 2016).

Por otra parte, hemos observado que estos extractos de T. cruzi también
generan respuestas antitumorales efectivas en ratones, en modelos basados en la
implantacion de células tumorales singénicas, incluyendo las lineas de cancer de
mama diseminado 4T1 (Tramontin, 2018), cancer de colon CT26 y carcinoma
pulmonar de Lewis (LL/2) (Monin, 2011).

A partir del modelo LL/2 se evaluaron los mecanismos efectores del sistema
inmune involucrados en la respuesta antitumoral inducida por T. cruzi, sugiriéndose
la implicacién de los linfocitos T CD8+ y células NK con capacidad citotoxica (Monin,
2011). Se observé también que la inmunizacion con el extracto le confiere a las células
del bazo una mayor capacidad citotoxica sobre las células LL/2 y desencadena una
respuesta humoral que involucra anticuerpos IgM e IgG (Monin, 2011). Ademas, datos
preliminares en este modelo muestran que la oxidacion de los azucares presentes en
el extracto de origen parasitario con metaperiodato disminuye la actividad antitumoral
del mismo, indicando que los antigenos carbohidratos presentan un rol importante.

En este mismo sentido, se comprob6 por diversas técnicas que sueros de
animales sanos inmunizados con T. cruzi, presentan anticuerpos que reconocen
distintos tipos de células tumorales, sin reconocer los tejidos normales respectivos.
Esta reaccion inmune cruzada por parte de los sueros anti-T. cruzi no solamente fue

observada en modelos murinos de cancer de colon y mama (Ubillos, 2016), sino
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también en mas de 700 muestras de diversos tejidos tumorales y no tumorales
humanos, reafirmando que los anticuerpos anti-T. cruzi reconocen preferentemente
tejidos tumorales (Tramontin, 2018).

En suma, estos antecedentes destacan la potencial utilidad terapéutica de T.
cruzi frente al cancer, resaltando la necesidad de una comprension mas profunda
sobre los mecanismos responsables del efecto antitumoral ya ampliamente
demostrado para este parasito. A su vez, las evidencias de reactividad cruzada entre
T. cruzi y cancer abren nuevos horizontes en el terreno del diagndstico tumoral, para
lo que se requiere una caracterizacion detallada de los antigenos involucrados. En
este trabajo se evaluo la reactividad cruzada entre T. cruzi y la linea celular tumoral

LL/2, logrando identificar los antigenos tumporales involucrados en la misma.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El presente trabajo tiene como objetivo general la evaluacién de la reactividad cruzada
entre el parasito T. cruzi y células tumorales LL/2, y la identificacion de los antigenos

involucrados en la misma.

2.20bjetivos especificos

A) Evaluar, mediante abordajes técnicos complementarios, el reconocimiento
especifico de antigenos tumorales presentes en la linea celular LL/2 por un

suero anti-T. cruzi producido en conejo.

B) Identificar los antigenos de reactividad cruzada entre T. cruzi y LL/2 por

espectrometria de masas.

C) Evaluar la presencia de motivos carbohidratos compartidos entre T. cruzi y

células LL/2 mediante el reconocimiento por lectinas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lineas celulares

La linea celular de origen murino LL/2 (cAncer de pulmon, cepa C57BL/6) fue
adquirida de la American Type Culture Collection (ATCC). Las células fueron
cultivadas en DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium - Gibco, Thermo Fischer
Scientific), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB — Gibco, Thermo
Fischer Scientific), 1% de L-glutamina y piruvato de sodio, y antibi6tico Penicilina-
Estreptomicina (Life Technologies), referido aqui como medio completo, en estufa a
37°C con atmosfera de 5% de COq2. Los pasajes celulares se realizaron lavando las
células con buffer fosfato salino (PBS) e incubando con una solucién de Tripsina

EDTA 0.05% (Life Technologies) por 1 min a 37°C.

3.2 Extractos celulares

Para la generacion de extractos totales de la linea celular LL/2, se utilizaron
células procedentes de cultivos en fase exponencial de crecimiento. Las células
fueron lavadas dos veces con PBS centrifugando a 1200 rpm por 5 min. Se utiliz6 un
buffer de lisis hipotonico [Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tritbn X-100 1%, pH 7.0,
complementado con inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Mix — GE Healthcare
Life Sciences)]. Se agreg6 1 mL de buffer de lisis cada 5x10° células, y se realizé una
incubacion de 20 min en hielo, con vortex cada 5 min. Luego, las muestras fueron
sonicadas con 6 pulsos de 10 seg a 15% de amplitud, espaciados por 10 seg de
descanso, en un sonicador Branson Ultrasonics Sonifier S-450. El extracto fue
centrifugado a 14000 g por 10 min a 4°C y el sobrenadante se almacené a -80°C

hasta su uso.
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Los extractos de LL/2 para electroforesis bidimensional (2D) también se
generaron a partir de células procedentes de cultivos en fase exponencial. Las
mismas fueron lavadas 2 veces con PBS e incubadas con buffer de lisis 2D (Tris base
30 mM, Tiourea 2 M, Urea 7 M, CHAPS 4%, pH 8.5) complementado con inhibidores
de proteasas (Protease Inhibitor Mix — GE Healthcare Life Sciences), en hielo. Luego,
las muestras fueron sonicadas como se describié previamente, y el extracto obtenido
fue centrifugado a 14000 rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante se almacend a -80°C

hasta su uso.

3.3 Cultivo de Trypanosoma cruzi

Se cultivaron epimastigotas de la cepa Dm28c de T. cruzi en estufa a 20°C en
medio de cultivo LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado con 10% de SFB (Gibco,
Thermo Fischer Scientific), Hemina (Sigma-Aldrich) y el antibiético Penicilina-
Estreptomicina (Life Technologies). Los cultivos fueron escalados hasta alcanzar un
volumen de 1.1 L y una concentracion del orden de 9x108 parasitos/mL
correspondiente a la fase exponencial tardia de crecimiento, momento en el cual se

procedio a la cosecha.

3.4 Extractos de Trypanosoma cruzi

Para la lisis de los paréasitos se utilizo el buffer DOC [(Desoxicolato de Sodio
1%, Glicina 0.15 M, NaCl 0.5 M, inhibidores de proteasas (GE Healthcare) y DNAsa
0.02 mg/mL, a pH 9.0)]. Los parasitos fueron lavados dos veces con PBS
centrifugando a 3000 g, por 10 min. Se agregd 1 mL de buffer de lisis DOC cada 1x10°
parasitos, y los mismos fueron mantenidos en rueda giratoria por 1 h a temperatura

ambiente (Tamb), luego 30 min a 37°C y por ultimo 30 min a 4°C. El material extraido
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se centrifugé a 20000 g por 1 h a 4°C (centrifuga Sorvall RC 6 Plus - rotor SS-34).

Finalmente, el sobrenadante fue alicuotado y almacenado a -80°C hasta su uso.

3.5 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas de los extractos de LL/2 y de T. cruzi fue
determinada mediante el método colorimétrico del acido bicinconinico (BCA) en placa
de fondo plano de 96 pocillos. Para esto, se realizé una curva de calibracion por
triplicado con seroalbumina bovina (BSA — Sigma-Aldrich) entre 0.1 y 1 mg/mL y se
cuantificaron por duplicado 10 pyL de diferentes diluciones de los extractos. Cada
muestra fue incubada con 200 pyL de una mezcla de BCA (Sigma-Aldrich) y CuSO4
5% en una relacion 50:1, durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se midio la
absorbancia a 570 nm en un lector de placas Multiskan EX (Thermo Fischer
Scientific).

Los extractos totales de LL/2 preparados para electroforesis bidimensional no
fueron cuantificados por BCA, debido a que la concentracion elevada de urea en el
buffer de lisis interfiere con el método. En cambio, la cuantificacion se realizd
utilizando el 2-D Quant Kit (GE Healthcare), siguiendo el protocolo estandar

recomendado.

3.6 Suero de conejo anti-Trypanosoma cruzi

La generacion del suero de conejo anti-T. cruzi se llevd a cabo en la Unidad de
Reactivos Biolégicos y de Experimentacion (URBE) de la Facultad de Medicina de la
Universidad de la Republica. Para ello se inyecté un conejo por via subcutanea con 1
mL de una solucion conteniendo 300 ug del extracto de T. cruzi en 500 pL de

Adyuvante Incompleto de Freund (Sigma-Aldrich) en cinco ocasiones, espaciadas
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cada dos semanas. El suero fue colectado una semana después de la ultima

inmunizacion y titulado por ensayos de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA).

3.7 Inmunohistoquimica

Tumores extraidos de ratones 17 dias después de la inoculacion con células
LL/2, fueron preparados en laminas por la Dra. Cecilia Silva del Laboratorio de
Anatomia Patoldgica del Servicio Médico Integral (SMI). Para el estudio por
inmunohistoquimica (IHQ), se desparafinaron las ldminas mediante incubaciones
sucesivas de 5 min en xilol (3 veces), isopropanol (3 veces), agua destilada (1 vez) y
por ultimo en buffer TBS (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM) (1 vez). Luego se bloqued
la peroxidasa endégena incubando con H202 3% por 20 min a Tamb Y Se lavaron las
laminas dos veces con buffer TBST (TBS Tween 20 0.05%). A continuacion, se
bloquearon los sitios inespecificos incubando con suero de cabra al 30% en buffer de
anticuerpos (Tris 50 mM, BSA 1%, pH 7.4), por 20 min a Tamb. Seguidamente, se
incubaron las muestras por 1 h con el suero de conejo anti-T. cruzi, un suero de conejo
pre-inmune (diluciones 1/50) o PBS. Luego de 3 lavados de 5 min con TBST, se
incubaron los tejidos con un anticuerpo policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas de
conejo, conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) (Dako P0448) en una dilucién 1/100
por 30 min, realizando posteriormente 3 lavados adicionales. Como sustrato de la
peroxidasa se utilizé el cromégeno DAB (3,3-diaminobencidina — Sigma) en una
concentracion de 0.5 mg/mL junto con H2020.3%, incubado por 20 min. Las muestras
se tifieron por 1.5 min con Hematoxilina de Mayer (Drogueria Industrial), se
sumergieron 10 veces en una solucion de hidréxido de amonio 37 mM. Luego, se le
realizaron a las muestras dos incubaciones sucesivas de 5 min en isopropanol y una

en xilol, y para finalizar se montaron con balsamo Entellan (Merck). Las imagenes
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fueron tomadas utilizando un microscopio Olympus CX41 con una magnificacion

200x.

3.8 Inmunofluorescencia indirecta

En una placa de 24 pocillos con cubreobjetos, se cultivaron 5x104 células LL/2
por pocillo con 1 mL de medio completo, por 24 h. Luego, se fijaron las células con
paraformaldehido 4% (PFA - Sigma-Aldrich) durante 20 min a 4°C, y se lavaron 2
veces con PBS. Posteriormente, las células se incubaron con Tritdbn X-100 0.3%
(Sigma-Aldrich) por 5 min a Tamb, para su permeabilizacion. Después de 3 lavados
con PBS, la placa fue conservada a -20°C hasta el momento de su uso.

Para proceder con la inmunofluorescencia indirecta (IFl), se hidrataron las
células por 10 min con PBS y se realizé un bloqueo por 1 h a Tamb con PBS BSA 5%,
SFB 3%. Luego, se incubaron las células con diluciones 1/700 de los sueros anti-T.
cruzi y pre-inmune producidos en conejo y con PBS por 40 min a Tamb. Se realizaron
tres lavados de 5 min con PBS y se incubé con el anticuerpo policlonal de cerdo anti-
inmunoglobulinas de conejo conjugado a FITC (Dako FO054) en una dilucién 1/100,
por 1 h a Tamb. Nuevamente se lavaron las células tres veces con PBS y se incub6
con DAPI (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 1 pg/uL en PBS por 5 min en
oscuridad, para luego realizar tres lavados adicionales. Las imagenes se obtuvieron
mediante un microscopio de epifluorescencia Olympus IX81 con magnificaciones
200x y 400x, utilizando el software yManager v 1.4.22.

Para la cuantificacion de la fluorescencia, se utilizo el software ImageJ 1.48v.
Se seleccionaron 5 campos representativos por condicion (suero anti-T. cruzi y suero
pre-inmune), con un promedio de 56 + 16 células por campo. Para todas las imagenes
se determiné un mismo threshold global, procurando dejar por debajo del umbral

minimo cualquier sefial inespecifica del background, y por encima del umbral maximo
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artefactos de la imagen que no corresponden a un marcado celular. Se midi6 la
intensidad de fluorescencia total a partir de los pixeles de la imagen cuyos valores de
intensidad se encuentran dentro del rango establecido. En cada imagen analizada, la
medida de intensidad total de fluorescencia fue normalizada por la cantidad de células
presentes en el campo, obteniendo asi la intensidad de fluorescencia promedio por
célula. El analisis estadistico de la cuantificacion de la fluorescencia se realizo a través
del software GraphPad Prism 5, utilizando el test de Student. Se consideraron
estadisticamente significativos valores de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) y

p < 0,0001 (****).

3.9 Citometria de flujo

Células tumorales LL/2 provenientes de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento fueron resuspendidas en 1 mL de PFA 4% y se mantuvieron en hielo por
30 min para su fijacién. Se agregaron 4 mL de PBS y se centrifugaron por 5 min a
2000 rpm. Luego, las células fueron resuspendidas en PBS - SFB 1% (condicion para
células no permeabilizadas) o en PBS - SFB 1% - Tween-20 0.1% (condicién para
células permeabilizadas) a una concentracion de 1x10° células/mL. A continuacion se
sembraron 100 pL de la suspensién celular en cada pocillo de una placa de 96 pocillos
de fondo conico, realizando triplicados para cada condicién. La placa se centrifugo
por 10 min a 2500 rpm, se descarto el sobrenadante y se agregaron 50 uL por pocillo
de suero de conejo anti-T. cruzi, suero pre-inmune de conejo (ambos en diluciones
1/200 en buffer apropiado segun la condicion) o sélo buffer en el caso de los controles
negativos (células sin marcar y marcadas soélo con anticuerpo secundario),
incubandose por 45 min a Tamb. Se lavaron las células tres veces con PBS

centrifugando a 2000 rpm por 3 min y se prosiguio con el marcado con el anticuerpo
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policlonal de cerdo anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado a FITC (Dako FO054)
en una dilucién 1/50, también incubando por 45 min a Tamb, €n oscuridad.

Luego de tres lavados adicionales con PBS, las muestras fueron analizadas en
un Citdmetro de flujo CyAn™ ADP (Beckman Coulter) utilizando un laser de 488 nm,
y los datos obtenidos se procesaron utilizando el software FlowJo 7.6. Los analisis
estadisticos se realizaron a través del software GraphPad Prism 5, utilizando el test
one-way ANOVA (one-way analysis of variance). Se consideraron estadisticamente

significativos valores de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (***).

3.10 Western blot monodimensional

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12%, de 1.5 mm de espesor,
conteniendo 10 pocillos. Se sembraron 100 ug de proteina del extracto celular de LL2
por pocillo, en un volumen final de 24 pL, utilizando buffer de muestra 6X (B-
mercaptoetanol 25%, SDS 2.5%, Glicerol 50%, Buffer Tris-HCI| 0.125 M, Azul de
bromofenol 0.1 mg/mL, pH 6.8). Previo al sembrado del gel, las muestras se incubaron
a 99°C durante 5 min para favorecer a su desnaturalizacion. Se utilizé un marcador
de peso molecular de 10-180 kDa (PageRuler Prestained Protein Ladder 26616,
Thermo Fisher Scientific). Las muestras se corrieron a 90 V hasta alcanzar el gel
separador, para luego aumentar el voltaje a 150 V. Una vez finalizada la corrida, el
gel se equilibro en buffer de transferencia (Tris base 25 mM, Glicina 192 mM, EtOH
20%) durante 15 min. Luego se procedi6 a la transferencia de las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa Hybond-C (GE Healthcare) mediante la técnica de
electrotransferencia semi-seca, durante 45 min, a 380 mA.

Para cortar la membrana en tiras de acuerdo a los carriles, la misma se tifio
con una solucién de Rojo de Ponceau. Posteriormente, se procedio al blogueo de las

tiras con una solucion de PBS BSA 3%, a 4°C durante toda la noche. Las membranas
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se lavaron dos veces con PBS Tween 20 0.2%, y se incubaron con sueros de conejo
anti-T. cruzi y pre-inmune, en dilucién 1/1000 con PBS BSA 0.5%, Tween 20 0.1%,
durante 1 h a Tamb. Se realizaron 3 lavados de 5 min en PBS Tween 20 0.2% y se
procedio a la incubacién con un anticuerpo policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas
de conejo, conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) (Dako P0448) en dilucién 1/3000
en PBS BSA 0.5%, Tween 20 0.1%, durante 1 h a Tamb. La membrana se lavo 5 veces
por 5 min con PBS Tween 20 0.2%. El revelado se realiz6 incubando la membrana
con el reactivo ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare), durante 2
min y luego exponiéndola en oscuridad junto a un film (Amersham Hyperfilm ECL GE)
durante 4 min. El film fue revelado y fijado utilizando las soluciones Carestream®

Kodak® autoradiography GBX developer & fixer (Sigma-Aldrich).

3.11 Electroforesis bidimensional y Western blot

Con el fin de eliminar sustancias interferentes, antes de proceder con la
electroforesis bidimensional se utilizé el 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare) para 300
ug de proteina del extracto de LL/2, segun las instrucciones del protocolo A
recomendado por el fabricante. Luego, previo al isoelectroenfoque, las proteinas
fueron resuspendidas en 450 pL de solucién de rehidratacion [ditiotreitol (DTT) 18
mM, IPG buffer para 3-11 no lineal (GE Healthcare) 0,5%, Urea 8 M, CHAPS 0.5%,
azul de bromofenol 0.002%] y se sembraron 3 strips holders con 125 pL cada uno.
Para separar las proteinas segun su punto isoeléctrico se utilizaron tiras de 7 cm con
rango de pH 3-11 no lineal (Immobiline drystrips, GE Healthcare), que fueron
colocadas en los strip holders por encima de las proteinas y se recubrieron con aceite
mineral. El isoelectroenfoque se realizo utilizando un IPGPhor (Amersham
Bioscience), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. En primer lugar,

se realizo una rehidratacion pasiva de las tiras por mas de 12 h. Luego se realiz6 un
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step and hold a 300 V durante 30 min, seguido de un gradiente hasta 1000 V por 30
minutos, un gradiente hasta 5000 V por 1 h'y 30 min, y por ultimo un step and hold a
5000 V 1500V/h.

Una vez culminado, se procedio a la separacion de las proteinas segun su peso
molecular. Para ello, las 3 tiras se equilibraron en buffer de equilibraciéon (Urea 6 M,
Tris-HCI 75 mM, glicerol 2.3%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.002%, pH 8.8), con
DTT 10 mg/mL durante 15 min. Luego, las tiras se lavaron durante 15 min en buffer
de equilibracion con iodoacetamida (IAA) 25 mg/mL, utilizando 5 mL por tira. Una vez
equilibradas, cada una de las 3 tiras se coloc6 sobre un gel de poliacrilamida de
8x10x0.1 cm al 10%. Se sembraron 5 pL del marcador de peso molecular de 10-250
kDa (PageRuler Prestained Protein Ladder 26619, Thermo Fischer Scientific), junto
con 5 pL de agarosa fundida, sobre un papel de filtro de 0,25 cm?, que también se
coloc6 sobre el gel. Luego se agregd una solucién sellante de agarosa fundida
[(agarosa 0.5%, azul de bromofenol 0.002% en buffer de corrida (Tris base 1.5 M)]
para evitar la difusion de las proteinas. Los 3 geles se corrieron en paralelo, cada uno
a 10 mA durante 10 minutos y luego a 20 mA hasta que el frente de corrida alcanzé
1 cm del borde inferior del gel. Luego de la electroforesis, uno de los geles fue
incubado por 30 min en solucion de fijacién (EtOH 50%, agua miliQ 40%, acido acético
10%) y tefiido con solucion Coomassie Blue coloidal (Sigma-Aldrich) 80%, etanol
20%, durante toda la noche a Tamb con agitacion constante. Luego el gel fue destefiido
con agua destilada para visualizar las proteinas.

Los otros dos geles, se utilizaron para realizar western blots siguiendo el
protocolo descrito anteriormente. En este caso la transferencia semi-seca se realizo
a 300 mA por 1 h 20 min y para el bloqueo de las membranas se utilizé6 PBS BSA 5%.

Una de las membranas se incub6 con el suero de conejo anti-T. cruzi, mientras que
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la otra se incub6 con suero pre-inmune de conejo, ambos en dilucién 1/500. El
revelado fue realizado segun las condiciones ya detalladas para el western blot

monodimensional, pero en este caso el film se expuso por 25 min.

3.12 Espectrometria de masas

Los spots correspondientes a las proteinas de interés fueron escindidos del gel
y sujetos a decoloracion (para eliminar la tincibon de Coomassie), mediante dos
incubaciones sucesivas en buffer 50% acetonitrilo, 50% bicarbonato de amonio 0,2 M
por 30 min con agitacion. Luego, para deshidratar las muestras, se lavaron con
acetonitrilo puro y se dejaron secar bajo la camara de flujo. Posteriormente, se
procedio a la digestidn de las proteinas con tripsina apta para secuenciado (Promega
V511C) a una concentracion final de 0,5 ug/ul en bicarbonato de amonio 50 mM, pH
8, incubando durante toda la noche a 37°C.

Los péptidos fueron extraidos del gel mediante dos incubaciones sucesivas de
1 h en agitacion con 100 uL de una solucion TFA 0.1%, acetonitrilo 60%. Los
sobrenadantes recuperados de las extracciones, conteniendo los péptidos tripticos,
fueron concentrados en Speed-Vac y en los casos necesarios se purificaron utilizando
un Zip-Tip C18 (Millipore). Se sembraron 2 yL de las muestras proteicas junto con 2
ML de solucidon de matriz [solucion saturada de &acido a-ciano-4-hidroxicinamico
(Sigma-Aldrich) en acetonitrilo 60%, TFA 0.1%] directamente sobre una placa de
MALDI-TOF. Las muestras se dejaron secar y se analizaron en un espectrometro de
masa MALDI TOF/TOF Analyzer 4800, operado en el modo reflector, en la Unidad de
Bioquimica y Protedmica Analiticas (UByPA) del Institut Pasteur de Montevideo. El
mapa peptidico obtenido para cada muestra se comparo con las bases de datos no
redundantes conocidas de digestiones tripticas de proteinas de NCBI (National Center

for Biotechnology Information), utilizando el motor de busqueda MASCOT. Algunos
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péptidos, identificados como picos de buena sefal en el espectro, fueron
fragmentados por MS/MS para determinar su secuencia parcial o total, y asi facilitar
la identificacion de las proteinas de interés. La identificacion, basada en los
parametros de busqueda establecidos (tolerancias de masa para péptidos: + 0.05 Da
y para fragmentos: + 0.5 Da), fue considerada como estadisticamente significativa

para scores > 64 (p < 0,05).

3.13 Ensayo de lectinas ligado a enzimas (ELLA)

Para el ensayo de lectinas ligado a enzimas (Enzyme-linked lectin assay 0
ELLA), se sensibilizaron placas de 96 pocillos (Corning 3590) con 100, 50, 25,10y 1
Mg de proteina de los extractos de T. cruzi y LL/2, por duplicado, en buffer carbonato
(NaHCO3s /Na2CO3 0.05 M, pH 9.6), dejandolas toda la noche a 4°C en camara
humeda. El bloqueo de sitios de union inespecificos se realiz6 con una solucion de
PBS BSA 3%, Tween 20 0.1% por 2 h a 37°C. A continuacion, se realizaron dos
lavados con PBS Tween 20 0.2% y se procedié a la incubacién con las lectinas
biotiniladas Sambucus Nigra (SNA - Vector B1305) y Ulex europaeus | (UEA-I -
Sigma-Aldrich L8262), especificas para aNeuNAC(2—6)gal (y aNeuNAC(2—3)gal en
menor medida), y a-L-fuc, respectivamente, diluidas en PBS BSA 0.5%, Tween 20
0.1% a una concentracion de 5 pg/mL durante 1 h a 37°C. Las placas se lavaron tres
veces con solucion de lavado y luego se incubaron con estreptavidina conjugada a
peroxidasa (Sigma-Aldrich S5512) en dilucién 1/1000 en PBS, por 1 h a 37°C. Se
realizaron cinco lavados adicionales y se evidencié la actividad peroxidasa incubando
con el sustrato ABTS [2,2-azino-bis (4cido 3-etilbenzo-tiazolino-6-sulfénico) — Sigma-
Aldrich] 5 mg/mL y H202 0.3% en buffer citrato-fosfato 0.1 M, pH 5.0 por 30 min a
Tamb, €n oscuridad. La absorbancia a 405 nm se leyo en un lector de placas Multiskan

EX (Thermo Fischer Scientific).
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3.14 Lectin blot

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida siguiendo las mismas
condiciones descritas anteriormente para la electroforesis monodimensional, pero en
este caso sembrando 50 pg de los extractos celulares de LL/2 y de T. cruzi en pocillos
alternados. La transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa y el
blogueo de las mismas, también se realizaron segun los parametros ya mencionados
para el western blot monodimensional. Las membranas (correspondientes tanto a
LL/2 como a T. cruzi) se lavaron dos veces con PBS Tween 20 0.2%, y se incubaron
con las lectinas biotiniladas SNA o UEA-I diluidas en PBS BSA 0.5%, Tween 20 0.1%
a una concentracion de 1 pg/mL, durante 1 h a Tamb. Posteriormente se realizaron 3
lavados de 5 min, con PBS Tween 20 0.2%. Seguidamente, las membranas se
incubaron con estreptavidina conjugada a peroxidasa (Sigma-Aldrich S5512) en
diluciones 1/3000 y 1/5000 para T. cruzi y LL/2 respectivamente, en PBS BSA 0.5%,
Tween 20 0.1% durante 1 h a Tampb. Cada membrana se lavé 5 veces por 5 minutos
con PBS Tween 20 0.2%. El revelado fue realizado segun las condiciones ya
detalladas para el western blot monodimensional, pero en este caso el film se expuso
por 4 min para las membranas incubadas con SNA y por 25 min para las membranas

incubadas con UEA-I.
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4. RESULTADOS

4.1 Evaluacion del reconocimiento especifico de antigenos tumorales presentes
en la linea celular LL/2 por un suero anti-Trypanosoma cruzi producido en

conejo, mediante abordajes técnicos complementarios:
4.1.1 Inmunohistoquimica

A los efectos de evaluar el reconocimiento de antigenos tumorales por parte
del suero de conejo anti-T. cruzi, en un contexto tisular, se realizaron ensayos de IHQ
sobre cortes de tumores LL/2. Para ello, se generaron ldminas a partir de tumores
LL/2 extraidos de ratones, tal como se detalla en la seccion materiales y métodos.

Cortes consecutivos de tejido tumoral fueron tratados con el suero de conejo anti-T.

cruzi y un suero pre-inmune, ambos en una dilucién 1/50 (figura 5).

Figura 5. Evaluacidn del reconocimiento de antigenos tumorales de LL/2 por un suero anti-T.
cruzi mediante IHQ. Se muestra el reconocimiento antigénico sobre cortes de tumores LL/2 por parte
de un suero de conejo anti-T. cruzi (A-C). A modo de control, se muestran los respectivos cortes
consecutivos incubados con un suero de conejo pre-inmune (D-F). Magnificacion 200x. Las células
fueron tefiidas con hematoxilina, y el revelado fue realizado con el sustrato cromogeno DAB.
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Los ensayos de IHQ fueron realizados sobre los tumores de tres animales
diferentes, en los que se vio cOmo el suero anti-T. cruzi reconoce antigenos tumorales
logrando un marcado intenso de las células LL/2. En las figuras 5A-C se muestran
imagenes correspondientes al tumor de uno de estos tres animales, donde puede
observarse un marcado heterogéneo, con un patrén citoplasmatico difuso y un
componente nuclear en muchas de las células. Por el contrario, el suero pre-inmune

no parece marcar el tejido tumoral de manera apreciable (figuras 5D-F).

4.1.2 Inmunofluorescencia Indirecta
Con el objetivo de evaluar la capacidad del suero anti-T. cruzi de reconocer

estructuras antigénicas en células LL/2 aisladas, se llevaron a cabo ensayos de IFI.
Las células fueron incubadas con el suero de conejo anti-T. cruzi en una dilucion 1/700
(figuras 6A y 6B) y luego con un anticuerpo secundario conjugado a FITC. Como
controles se utilizaron un suero de conejo pre-inmune, también en una dilucién 1/700
(figuras 6C y 6D), y PBS. En la figura 6 se muestran resultados representativos de 3
experimentos independientes. Segun lo observado en la figura 6, el suero anti-T. cruzi
reconoce las células LL/2, mostrando un marcado intenso por el anticuerpo
secundario conjugado a FITC. Por su parte, el suero pre-inmune marca algunas de
las células LL/2, aunque aparentemente con menor intensidad que el suero anti-T.
cruzi. En el control con PBS no se observo sefial de fluorescencia por FITC, por lo
gue se descarta la posibilidad de un reconocimiento inespecifico por el anticuerpo
secundario.

A los efectos de determinar diferencias en la intensidad de marcado por ambos
sueros, se cuantifico la intensidad de fluorescencia promedio por célula para 5
campos representativos de cada condicion, segun se detalla en la seccion materiales

y métodos. Los resultados de esta cuantificacion se pueden observar en la figura 6E,
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donde se evidencia que el suero anti-T. cruzi reconoce las células LL/2 de forma

significativamente mayor (p<0.0001) que el suero pre-inmune.
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Figura 6. Evaluacion del reconocimiento de antigenos tumorales de LL/2 por un suero anti-T. cruzi
mediante IFl. Se muestra el reconocimiento antigénico sobre células LL/2 por parte de un suero de conejo
anti-T. cruzi (A, B) y del correspondiente suero de conejo pre-inmune como control (C, D). Se presenta la
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia promedio por célula (E), obtenida a partir de imagenes de
IFI. p<0.0001 (****).

4.1.3 Citometria de Flujo
Con el fin de cuantificar de forma mas precisa el reconocimiento de estructuras

antigénicas sobre las células tumorales LL/2 por el suero de conejo anti-T. cruzi, se
realizd un ensayo de citometria de flujo. Las células fueron permeabilizadas con Triton
X-100 0,1% e incubadas con una dilucién 1/200 del suero anti-T. cruzi, y luego con
un anticuerpo secundario conjugado a FITC, logrando un marcado tanto intra-, como
extracelular. A la vez, se utilizaron como controles suero pre-inmune y PBS. Como se
puede apreciar en la figura 7, considerando la media geométrica de intensidad de
fluorescencia, el marcado inespecifico del anticuerpo secundario fue practicamente

nulo. El suero de conejo pre-inmune marcé las células LL/2, evidenciando cierto
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reconocimiento por este suero. Sin embargo, el suero anti-T. cruzi muestra un
aumento en el reconocimiento de las células LL/2 respecto al suero pre-inmune,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0.001). El experimento fue

repetido en tres ocasiones obteniéndose resultados similares.
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Figura 7. Evaluacién del reconocimiento de antigenos tumorales intra- y extracelulares de LL/2
por un suero anti-T. cruzi mediante citometria de flujo. Se muestra el reconocimiento antigénico
sobre células LL/2 permeabilizadas, por parte de un suero de conejo anti-T. cruzi, un suero de conejo
pre-inmune y un control sin anticuerpo primario (A). Se presenta la cuantificacion de la media geométrica

de intensidad de fluorescencia (B). Se muestra la estadistica intra-experimento p<0.001 (***).

A su vez, con el objetivo de analizar Unicamente el reconocimiento de
antigenos extracelulares, se repitié el mismo experimento pero sin la permeabilizacion
de las células LL/2. En este caso, el marcado con el suero anti-T. cruzi disminuyd
considerablemente, aunque mantuvo la diferencia estadisticamente significativa con
respecto al suero pre-inmune (figura 8) que habia sido observada para la condicion

anterior.

45

——
| —



o 50 -
B anti-T. cruzi o b
} c
pre-inmune E o
- EE control -
= o @
- 3 3
o g e 254
25
E 2
23
| g
R
L o
0 — = 0-
e — S — N N \
10’ 10 10° 0’ 10 &0 6‘&\ (‘(‘0‘1
FITC Log Fd & N.i.
Q@‘ &

Figura 8. Evaluacidén del reconocimiento de antigenos tumorales extracelulares de LL/2 por un
suero anti-T. cruzi mediante citometria de flujo. Se muestra el reconocimiento antigénico sobre
células LL/2 sin permeabilizar, por parte de un suero de conejo anti-T. cruzi, un suero de conejo pre-
inmune y un control sin anticuerpo primario (A). Se presenta la cuantificacion de la media geométrica

de intensidad de fluorescencia (B). Se muestra la estadistica intra-experimento p<0.001 (***).

4.1.4 Western Blot monodimensional
Con la intencion de caracterizar el reconocimiento de las proteinas tumorales

por el suero de conejo anti-T. cruzi, se llevaron adelante ensayos de western blot,
segun el protocolo detallado en materiales y métodos. Las proteinas de los extractos
de las células tumorales LL/2, fueron separadas mediante electroforesis
monodimensional y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para
enfrentarlas contra el suero anti-T. cruzi y un suero pre-inmune. De esta forma, se
pudo analizar el patron de proteinas tumorales reconocidas por anticuerpos anti-T.
cruzi (figura 9). A su vez, en la figura 9 también se puede apreciar un patrén de
reconocimiento diferencial de las proteinas de LL/2 por el suero anti-T.cruzi respecto

al suero pre-inmune. Se destacan especialmente algunas bandas, indicadas con
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flechas, que son reconocidas por el suero anti-T. cruzi, pero que no aparecen, 0

aparecen con menor intensidad para el caso del suero pre-inmune.
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Figura 9. Evaluacién del reconocimiento de antigenos tumorales en extractos proteicos de LL/2
por un suero anti-T. cruzi mediante western blot. Se muestra el reconocimiento antigénico por parte
de un suero de conejo anti-T. cruzi (anti-Tc) y un suero de conejo pre-inmune sobre un extracto
proteico de la linea celular LL/2. Se indican con flechas las bandas reconocidas diferencialmente por

ambos sueros.

4.2 ldentificacion de los antigenos de reactividad cruzada por espectrometria de

masas

4.2.1 Electroforesis bidimensional y western blot

A los efectos de identificar las proteinas tumorales sujetas a reactividad
cruzada con T. cruzi, el extracto proteico de las células LL/2 fue separado mediante
electroforesis bidimensional. Se realizaron tres geles en simultdneo, de los cuales uno
fue tefildo con Coomassie Blue coloidal, mientras que los otros dos fueron empleados
para realizar western blots con los sueros de conejo anti-T. cruzi y pre-inmune segun

lo indicado en materiales y métodos. El experimento fue repetido en tres ocasiones y
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en la figura 10 se muestra una réplica representativa donde se puede observar el gel

y los western blot correspondientes.
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Figura 10. Electroforesis bidimensional

y western blot sobre extractos

proteicos de las células LL/2. Se
muestran los western blot bidimensionales
con sueros de conejo pre-inmune (A) y
anti-T. cruzi (B), donde las proteinas
sujetas a reactividad cruzada entre las
células LL/2 y T. cruzi se indican con
flechas y referencias numéricas. Los spots
de interés analizados por espectrometria
de masas se muestran en el gel
bidimensional tefiido con Coomassie Blue
(C), identificados segun las mismas

referencias que en la figura B.
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Los spots de interés, es decir aquellos que aparecen en el western blot
marcado con el suero de conejo anti-T. cruzi (figura 10B) pero no asi en el western
blot correspondiente al suero pre-inmune (figura 10A), fueron localizados en el gel
bidimensional de LL/2 por superposicion, y se encuentran identificados con flechas
en la figura 10C. Dichos spots fueron escindidos del gel para su digestion con tripsina

y su posterior andlisis por espectrometria de masas.

4.2.2 Espectrometria de masas
La identidad de los spots de interés fue determinada por espectrometria de

masas (EM) MALDI-TOF/TOF, como se detalla en la seccion materiales y métodos.
A través del motor de busqueda MASCOT vy utilizando la base de datos de proteinas
del NCBI (National Center for Biotechnology Information), pudieron identificarse de
forma estadisticamente significativa (p < 0,05) 15 de los 18 spots analizados. Las

proteinas identificadas se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Proteinas de LL/2 que presentan reactividad cruzada con T. cruzi, identificadas por
espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF.

Masa mol. Masa mol.
Proteina identificada por EM tedrica en el gel
(kDa) (kDa)
1 Elongation factor 2 - Mus musculus 95 110
5 Aconitate hydratase, mitochondrial precursor - 85.2 100
Mus musculus
3 Proteasome subunit, alpha type 1, isoform CRA_d 141 30
- Mus musculus
4 Vimentin - Mus musculus 53.7 58
5 No identificada - 38
6 Dihydropyrimidinase-related protein 2 - Mus 62.2 65
musculus
[ 40 )




10

11

12a

12b

13

14

15

16

17

las proteinas identificadas coincide con la masa observada en el gel de electroforesis
(figura 10C), que fue determinada tomando como referencia el marcador de peso
molecular. Las pequefias variaciones pueden atribuirse a posibles modificaciones

post-traduccionales sobre las proteinas, que no se encuentran contempladas en la

No identificada

No identificada

Pyruvate kinase PKM isoform X2 - Mus Musculus

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase - Mus
musculus

Actin related protein 3 - Mus musculus
Actin - Mus Musculus
Actin - Mus Musculus
T-complex protein 1 subunit beta - Mus musculus

Elongation factor Tu, mitochondrial isoform 1-
Mus musculus

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D isoform 1 -
Mus musculus

60S acidic ribosomal protein PO - Mus musculus

S-formylglutathione hydrolase isoform 2 - Mus
musculus

masa teorica.

64.9

56.6

47.4

41.7

41.7

57.4

43.3

40.7

34.2

31.3

70

70

65

60

53

48

48

58

49

45

40

32

Segun se detalla en la tabla 1, en forma general la masa molecular teérica de

50

——
| —



4.3 Evaluacion de la presencia de motivos carbohidratos compartidos entre

Trypanosoma cruzi y células LL/2 mediante el reconocimiento por lectinas

La sialilacion y la fucosilacion son dos procesos que se ven alterados en el
marco de la glicosilacion aberrante en cancer (Blanas, 2018). Considerando ésto, se
analizé la presencia de fucosa y &cido sialico en el extracto de células LL/2, asi como
también en el extracto de T. cruzi para averiguar si estos motivos carbohidratos son
compartidos por el parasito. La presencia de acido sialico fue comprobada mediante
el reconocimiento por la lectina SNA, especifica para &cido sialico unido a galactosa
terminal, preferentemente mediante enlace a-2,6 [aNeuNAC(2—6)gal], y en menor
medida mediante enlace a-2,3 [aNeuNAC(2—3)gal]. Por su parte, la presencia de
fucosa fue evaluada utilizando la lectina UEA-I, con especificidad para a-L-fucosa (a-

L-fuc).

4.3.1 Ensayo de lectinas ligado a enzimas
En primer lugar, el reconocimiento de los extractos de LL/2 y T. cruzi por las

lectinas SNA y UEA-I fue evaluado mediante ELLA, de acuerdo con lo detallado en la
seccion materiales y métodos. Segun se observa en la figura 11, las lectinas SNA y
UEA-I, ambas a una concentracién de 5 pg/mL, reconocen tanto al extracto de LL/2
como al de T. cruzi de forma dependiente de la cantidad de extracto. De esta manera,
se evidencia la presencia de motivos aNeuNAC(2—6/3)gal y a-L-fuc compartidos por

glicoconjugados de LL/2 y de T. cruzi.
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Figura 11. Evaluacion de la presencia de acido sialico [aNeuNAC(2—6/3)gal] y fucosa (a-L-fuc)
en extractos de LL/2y T. cruzi por ELLA. Se muestra el reconocimiento de los extractos de LL/2 (A,
B) y T. cruzi (C, D), por las lectinas SNA (A, C) y UEA-I (B, D), ambas a una concentracion de 5 pug/mL.

4.3.2 Lectin blot
A los efectos de verificar la presencia de los motivos carbohidratos

mencionados, tanto en células LL/2 cémo en T. cruzi, y caracterizar el patréon de
reconocimiento de los glicoconjugados por las lectinas, se procedi6 a realizar ensayos
de lectin blot, como se describe en materiales y métodos. Los extractos de las células
tumorales LL/2 y de T. cruzi se separaron mediante electroforesis y luego se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para enfrentarlos contra las lectinas
SNA y UEA-I a una concentracion de 1 pg/mL. Los lectin blot presentados en la figura
12 permiten evidenciar que los motivos de &cido sidlico [aNeuNAC(2—6/3)gal] y
fucosa (a-L-fuc) se encuentran ampliamente distribuidos entre los glicoconjugados de

LL/2y T. cruzi.
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Figura 12. Evaluacion de la presencia de acido sialico [aNeuNAC(2—6/3)gal] y fucosa (a-L-
fuc) en glicoconjugados extractos de LL/2 y T. cruzi mediante lectin blot. Se muestra el
reconocimiento de los extractos proteicos de LL/2 y T. cruzi (Tc), por las lectinas SNA (A) y UEA-I
(B), ambas a una concentracion de 1 pg/mL.
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5. DISCUSION

5.1 Evaluacion del reconocimiento especifico de antigenos tumorales presentes
en la linea celular LL/2 por un suero anti-Trypanosoma cruzi producido en

conejo, mediante abordajes técnicos complementarios

Mediante los distintos abordajes técnicos utilizados, incluyendo IHQ, IFlI,
citometria de flujo y western blot, se pudo comprobar que un suero de conejo anti-T.
cruzi es capaz de reconocer antigenos en las células LL/2 de forma diferencial al
suero de conejo pre-inmune, demostrando la existencia de reactividad cruzada entre
el parasito y la linea celular tumoral.

Al evaluar el reconocimiento antigénico a partir del marcado observado en los
ensayos de IHQ (figuras 5A-C), podemos observar que distintas subpoblaciones
celulares del mismo tumor exhiben distintos niveles de tincién con el suero de conejo
anti-T. cruzi., indicando heterogeneidad intratumoral, la cual es una caracteristica
propia de los tumores. Analizando, Las subpoblaciones celulares que constituyen un
determinado tumor primario pueden diferir en sus caracteristicas genotipicas y
fenotipicas. Esta diversidad se atribuye a factores genéticos y epigenéticos, asi como
a mecanismos relacionados con la modulacion por el sistema inmune o a diferencias
a nivel de vias de sefializacion (Marusyk et al, 2012). La heterogeneidad intratumoral
explica, en parte, por qué determinados tratamientos logran eliminar solamente
algunas subpoblaciones de células tumorales, dejando un remanente de células
resistentes, capaces de volver a proliferar y generar las recurrencias observadas en
la clinica (Bedard, 2013).

Cuando se evalu6 el reconocimiento sobre cortes de tumores LL/2 por un suero
pre-inmune mediante IHQ, no se observdé un marcado positivo que indique un
reconocimiento antigénico por parte de los anticuerpos presentes en dicho suero

(figuras 5D-F). Sin embargo, mediante las técnicas de IFI (figura 6), citometria de flujo
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(figura 7), y western blot monodimensional (figura 8), si se puede evidenciar cierto
reconocimiento por el suero pre-inmune. Esta discrepancia es entendible en tanto la
sensibilidad de estas Ultimas técnicas es mayor que la de la IHQ, especialmente en
el caso de la citometria de flujo y ain mas para el western blot. El reconocimiento por
el suero de conejo pre-inmune podria tratarse de una union inespecifica, aunque no
puede descartarse la presencia de anticuerpos naturales en este suero que
reconozcan antigenos presentes en las células tumorales LL/2 (Baumgarth, 2005;
Diaz-Zaragoza, 2015). De todas formas, se comprob6 mediante las técnicas de IFl y
citometria de flujo que el reconocimiento de las células LL/2 por el suero anti-T. cruzi
es significativamente mayor que en el caso del suero pre-inmune (figuras 6 y 7).
Ademas, a través del western blot monodimensional (figura 9) se pudo evidenciar que
el patrén de reconocimiento por ambos sueros es diferencial, detectdndose algunas
bandas para el suero anti-T. cruzi que no aparecen, 0 aparecen con menor intensidad,
para el suero pre-inmune. Este patron diferencial de reconocimiento se observo en
forma mucho mas clara a través del western blot bidimensional (figuras 10A y 10B).
En conjunto, estos resultados demuestran la existencia de antigenos de
reactividad cruzada entre LL/2 y T. cruzi, en concordancia con resultados previos
reportados para este pardasito en otros modelos tumorales animales (Ubillos, 2016) y

muestras tumorales humanas (Tramontin, 2018).
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5.2 Identificacion de los antigenos de reactividad cruzada por espectrometria de

masas

La identificacidon de los antigenos de LL/2 que presentan reactividad cruzada
con antigenos de T. cruzi es de gran interés, ya que éstos podrian servir como blancos
para el diagnostico y/o la terapia contra el cancer. El analisis por espectrometria de
masas MALDI-TOF/TOF de los spots reconocidos diferencialmente por el suero de
conejo anti-T. cruzi permitio identificar 14 proteinas de LL/2 que estan sujetas a
reactividad cruzada con antigenos de T. cruzi (tabla 1). En su gran mayoria se trata
de proteinas intracelulares, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por
citometria de flujo, en donde se observé que el reconocimiento de antigenos
exclusivamente extracelulares por el suero anti-T. cruzi (figura 8) era minoritario en
comparaciéon con el reconocimiento de antigenos totales, es decir intra- y
extracelulares (figura 7). Cabe mencionar que las condiciones experimentales
desnaturalizantes sélo permiten identificar epitopes lineales compartidos, a diferencia
de las técnicas de IHQ, IFl y citometria de flujo en las que se conservan las estructuras
antigénicas nativas.

En cuanto a sus funciones, las proteinas identificadas estan asociadas con el
metabolismo energético, los procesos de sintesis y degradacion proteica, el
citoesqueleto y la sefalizacion celular. De manera interesante, la gran mayoria de
estas proteinas han sido vinculadas con la transformacién celular maligna, como se
discutira a continuacion.

Las proteinas identificadas por espectrometria de masas que estan
relacionadas con el metabolismo de la célula tumoral incluyen a la piruvato quinasa
M2, la D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa y la aconitato hidratasa mitocondrial. Como
se menciono anteriormente, la reprogramacion del metabolismo celular constituye uno

de los hallmarks del cancer. Las células tumorales generalmente exhiben alteraciones
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metabdlicas para poder alcanzar los exigentes requerimientos energéticos asociados
con la proliferacion aumentada y otras facetas de la transformacion maligna
(Hannahan & Weinberg, 2011). Las caracteristicas clave de la transformacion
metabdlica incluyen el cambio hacia la glicélisis aerdbica (conocido como efecto
Warburg), la reprogramacion del metabolismo mitocondrial, y la desregulacion del
metabolismo lipidico (Sciacovelli, 2014). Entre otros mecanismos, las alteraciones
metabdlicas tumorigénicas pueden ocurrir a través de la expresion de isoformas
especificas de ciertas enzimas. Este es el caso de la enzima glicolitica piruvato
quinasa, que convierte al fosfoenolpiruvato (PEP) en piruvato en una reaccion
generadora de ATP (Ward, 2012). Los tumores expresan preferentemente la isoforma
M2 de la piruvato quinasa (PKM2 por sus siglas en inglés) la cual, en contraste con la
isoforma M1 (PKM1), puede adoptar una estructura dimérica caracterizada por una
baja afinidad hacia el sustrato PEP. La baja actividad enzimatica de PKM2 en su forma
dimérica permite la acumulacion de los intermediarios metabdlicos de la via glicolitica
y su canalizacion hacia procesos de sintesis de aminoécidos, fosfolipidos y acidos
nucleicos, que son moléculas de alta demanda durante la proliferacion celular
(Mazurek, 2011). El reconocimiento de la proteina PKM2 por un suero anti-T. cruzi,
evidenciado en el presente trabajo, ya habia sido observado en trabajos previos de
nuestro grupo en el modelo de cancer de mama NMU (Tramontin, datos no
publicados). Ademas, se han reportado niveles aumentados de la PKM2 tumoral en
plasma de pacientes con cancer renal, gastrointestinal, cervical, melanoma, mamay
pancreas, de forma correlativa con el estadio tumoral (Kim, 2003; Kaura, 2004;
Ventrucci, 2004; Luftner, 2000; Oremek, 1999; Schneider, 2003, Ugurel, 2005; Zhang,
2004, Wechsel, 1999). Particularmente, se ha sugerido a PKM2 como un posible

biomarcador para la deteccion tumoral en cancer de pulmoén, basado en los niveles
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elevados de esta enzima en plasma de pacientes con esta enfermedad, en
comparacién con pacientes que padecian otros tipos de enfermedades pulmonares
(Schneider, 2000).

Por su parte, la enzima D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa (PHGDH), que
también presenta reactividad cruzada con T. cruzi, cataliza la conversion del 3-
fosfoglicerato a 3-fosfohidroxipiruvato desviando el flujo de la via glicolitica hacia la
sintesis de serina y glicina, precursores para una gran variedad de vias biosintéticas.
Ademas, durante la biosintesis de la serina se produce a-cetoglutarato, contribuyendo
con la anaplerosis del ciclo de Krebs que representa en si mismo una fuente de
precursores para vias anabdlicas esenciales durante la proliferacién celular
aumentada asociada al cancer (DeBerardinis, 2012). Se ha visto que el gen de la
PHGDH se encuentra amplificado en varios tipos de tumores, incluyendo mama vy
melanoma. Incluso, algunos tipos de cancer donde no hay amplificacion génica de
PHGDH, muestran una sobreexpresion del ARN mensajero (ARNm) y de la proteina
(Cantor, 2012). La PHGDH también ha sido identificada como marcador pronéstico
en cancer de pancreas humano y se ha demostrado su contribucion a los procesos
de proliferacion celular, migracion e invasion (Song, 2018). En el caso del cancer de
pulmén, se ha visto que la expresion de PHGDH se encuentra elevada en
adenocarcinomas y canceres de células pequefias en humanos, en comparacion con
tejidos pulmonares sanos, despertando el interés en esta molécula como blanco
terapéutico o de diagnéstico (Li, 2014). Siguiendo con las proteinas relacionadas al
metabolismo energético, se identificO a la enzima aconitato hidratasa mitocondrial
(también conocida como aconitasa), que cataliza la isomerizacion del citrato a
isocitrato en el ciclo de Krebs (Gaude, 2014). La reactividad cruzada entre la aconitasa

y T. cruzi ya habia sido evidenciada por nuestro grupo en el modelo de cancer de
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mama NMU (Tramontin, datos no publicados). Hasta el momento, los Unicos trabajos
gue vinculan a la aconitasa con el cancer proponen que la disminucién en la expresion
de esta enzima se asocia con un peor prondstico para canceres gastricos y de
préstata (Juang, 2004; Tsui, 2011; Wang, 2013).

Otras de las proteinas identificadas por su reactividad cruzada con T. cruzi se
vinculan con procesos de sintesis o degradacion proteica. Este es el caso del factor
de elongacion eucaribtico 2 (eEF2), el factor de elongacion mitocondrial Tu (EF-Tu),
la proteina acida PO de la subunidad ribosomal 60S (RPLPO) y la subunidad a tipo 1
del proteasoma (PSMAL). La regulacion de la sintesis proteica es clave para el
mantenimiento de la homeostasis y el control de la proliferacion celular, asociandose
frecuentemente su desregulacion con procesos de la malignizacién celular (Lindgvist,
2018). En este sentido, se ha reportado que la sobreexpresion de algunos factores de
traduccion contribuye a la oncogénesis, convirtiéndolos en potenciales blancos para
la terapia contra el cancer (Hershey, 2010). En particular, se ha visto que la proteina
eEF2, que participa en la elongacién de las cadena peptidicas, tiene un rol oncogénico
en una gran variedad de tumores y su sobreexpresion ha sido evidenciada en los
mismos por IHQ (Oji, 2014). Ademas, se demostro el valor clinico de eEF2 como
biomarcador para la deteccion del cancer de prostata mediante IHQ (Zhang, 2017), y
para el diagnéstico temprano y la clasificacién del cancer de pulmon de células no
pequefias mediante la determinacion de los niveles de la proteina en suero por ELISA
(Sun, 2014). Por ultimo, se encontré que los sueros de pacientes con distintos tipos
de cancer presentaban niveles aumentados de anticuerpos anti-eEF2 con respecto a
los pacientes sanos y que algunos péptidos derivados de esta proteina eran capaces

de estimular respuestas de linfocitos T citotoxicos, indicando que por su
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inmunogenicidad eEF2 resultaria un blanco prometedor para la inmunoterapia del
cancer (Oji, 2014).

En contraste con la traduccion citoplasmatica, cuyo papel ha sido ampliamente
estudiado en el contexto cancer, el papel de la traduccion mitocondrial ain no ha sido
explorado en profundidad. Entre las proteinas de la maquinaria traduccional
mitocondrial se encuentra EF-Tu, GTPasa altamente conservada, identificada aqui
por su reactividad cruzada con T. cruzi. Se ha demostrado que el knockdown de EF-
Tu, y por lo tanto la inhibicion de la traduccion mitocondrial, conduce a la muerte
selectiva de células leucémicas por sobre las células normales en un modelo de
leucemia mieloide aguda humana, destacandose la proteina como un blanco
terapéutico de interés (Skrti¢, 2011). A su vez, el rol de las proteinas ribosomales,
especialmente de las llamadas proteinas P, también ha sido estudiado en el contexto
del cancer (Artero-Castro, 2011). Se han observado niveles aumentados de RPLPO,
a nivel del ARNm en carcinomas hepatocelulares y de colon humanos (Barnard,
1992), y a nivel de la proteina en diversos tumores ginecoldgicos, proponiéndose su
utiidad como marcador pronéstico para estos ultimos (Artero-Castro, 2011).
Interesantemente, se ha visto que los sueros de pacientes chagasicos presentan
anticuerpos que reconocen la regién carboxi-terminal de la proteina RPLPO de T. cruzi
y estos anticuerpos pueden reconocer también al receptor cardiovascular adrenérgico
humano 1, ocasionando respuestas autoinmunes que pueden contribuir con el
desarrollo de la miocardiopatia chagéasica (Ferrari, 1995). Este hecho resalta la
necesidad de investigar si existe un potencial riesgo de autoinmunidad asociado a la
inmunoterapia antitumoral con T. cruzi.

Asi como la regulacion de la sintesis proteica es esencial para el

mantenimiento de la homeostasis, la regulacion de la degradacion proteica a través
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del sistema ubiquitina-proteasoma es igualmente importante. Se ha visto que la
disfuncién de este sistema esta implicada en numerosas enfermedades humanas,
incluyendo el cancer. En particular, el proteasoma esta involucrado en la protedlisis
de muchos supresores tumorales, por lo que las alteraciones en dicho complejo
catalitico pueden conducir a un aumento en la proliferacion y la invasividad de las
células (Mairinger, 2014). PSMAL, una de las 17 subunidades esenciales del
proteasoma 20S, ha sido propuesta como un biomarcador para cancer de mama
tomando como base estudios de protedmica comparativa entre tejido tumoral y el
tejido sano adyacente, en donde se muestra que esta proteina se encuentra
sobreexpresada en el primer caso (Deng, 2006). Las subunidades alfa del
proteasoma, incluyendo PSMAL, se han visto asociadas a la progresion maligna en
canceres humanos y se ha encontrado que los niveles de ARNm de estas proteinas
estan significativamente aumentados en canceres gastricos, de vejiga, cabeza y
cuello, mama y en todos los tipos de neoplasmas pulmonares neuroendocrinos (Li,
2017; Mairinger, 2014). Cabe destacar que la proteina PSMAL ha sido identificada
como un antigeno inmunogénico especifico de cancer de colon en un estudio que
pretendia encontrar antigenos tumorales capaces de inducir respuestas humorales a
través del enfrentamiento de las proteinas tumorales, y proteinas del tejido normal,
contra el suero del propio paciente mediante western blot bidimensional. Esta
estrategia inmuno-proteémica resalta la utilidad tanto de la proteina tumoral como de
los anticuerpos que la reconocen, como posibles herramientas para el diagnéstico del
cancer (Yang, 2018).

Un tercer grupo de proteinas sujetas a reactividad cruzada con T. cruzi esta
relacionado con el citoesqueleto y comprende a la actina, la proteina 3 relacionada

con la actina (Actin-Related Protein 3 6 ARP3), la subunidad beta de la proteina
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chaperona 1 del complejo T (T-complex protein 1 subunit beta 6 TCP-1-beta), la
proteina 2 relacionada con la dihidropirimidinasa (dihydropyrimidinase-related protein
2 6 DHYPRP2, también conocida como Collapsin response mediator protein 2) y la
vimentina. Los citoesqueletos de actina y tubulina juegan un rol clave en ciertos
procesos celulares que acomparfan la progresion del cancer, como ser la adquisicion
de caracteristicas migratorias e invasoras, la generacion de inestabilidad genémica
por defectos en la mitosis y la sefializacion celular (Hall, 2009). Diversos estudios han
implicado particularmente a los microfilamentos de actina en la transformacion
maligna y la migracion celular (Holme, 1990). La migracion celular es un proceso de
multiples pasos iniciado por la protrusion de la membrana celular, que a su vez
requiere de la polimerizacion regulada de la actina. La protrusion dependiente de
actina y la migracion de la célula tumoral son considerados eventos determinantes en
la transicién epitelio-mesenquimal (TEM), que se define como el conjunto de procesos
celulares que permiten la conversién de células epiteliales en células mesenquimales
(Shankar, 2010). Las células malignas aprovechan estas habilidades migratorias
intrinsecas para invadir tejidos adyacentes y la vasculatura, y en Ultima instancia
metastatizar. Recientemente, algunos estudios revelaron que las moléculas que
vinculan las sefiales migratorias con el citoesqueleto de actina se encuentran
sobreexpresadas en ceélulas invasoras y metastasicas en céancer (Yamaguchi &
Condeelis, 2007). Entre ellas se destaca la proteina ARP3, identificada en el presente
trabajo por su reactividad cruzada con T. cruzi. ARP3 forma complejo con ARP2,
actuando ambas en conjunto como agentes nucleantes de la polimerizacion de los
mondmeros de actina y controlando la ramificacion de los microfilamentos (Otsubo,
2004). La sobreexpresion del complejo ARP2/3 se ha observado en céancer

colorrectal, gastrico, de mamay de pulmén (Otsubo, 2004; Zheng, 2008; Wang, 2004;
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Yin, 2015). Ademés, ARP3 ha sido identificado como un biomarcador de metéstasis
y de pronostico desfavorable en céancer de vejiga (Yang, 2013). Por su parte, la
proteina TCP-1, también sujeta a reactividad cruzada con T. cruzi, es una chaperona
molecular que forma parte del complejo chaperonina que contiene TCP-1 (Chaperonin
Containing TCP-1 6 CCT). Este complejo esta involucrado en el plegamiento de las
proteinas citoesqueléticas actina y tubulina, y su sobreexpresion ha sido reportada en
cancer colorrectal, mama, y cancer de pulmén de células pequefias (Coghlin, 2006;
Bassiouni, 2016; Carr, 2017). La inhibicién del complejo CCT ha demostrado ser una
estrategia terapéutica exitosa en estos dos ultimos tipos de cancer, logrando ejercer
un efecto perjudicial sobre los filamentos de actina y tubulina que conduce a la muerte
de las células tumorales (Bassiouni, 2016; Carr, 2017).

Continuando con las proteinas asociadas al citoesqueleto, se identificé a la
DHYPRP2, cuya funcion fisiolégica es la modulacion de la dindmica de los
microtUbulos durante el proceso de axonogénesis en las células del sistema nervioso
(Wu, 2008). Por otra parte, se ha demostrado que ademas de su expresion en
neuronas y su rol en el establecimiento de la polaridad de estas células, la DHYPRP2
también puede expresarse en células mitéticamente activas no neuronales y estaria
involucrada en las vias de regulacion de la proliferacion de las mismas. Cabe destacar
qgue la DHYPRP2 demuestra colocalizacion con los microtdbulos, tanto en células
neuronales como no neuronales, aunque también puede encontrarse en el citosol y/o
asociada a la membrana plasmética (Tahimic, 2006). Se ha visto que la desregulacion
en la fosforilacion de la DHYPRP2 a nivel de ciertos aminoacidos puede conducir a la
proliferacion celular aberrante y consecuentemente a la tumorigénesis. En este
sentido, la DHYPRP2 ha sido identificada como un potencial biomarcador de cancer

colorrectal, segun analisis protedmicos comparativos de los secretomas celulares
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(Wu, 2008). Asimismo se ha identificado a la DHYPRP2 como candidato a
biomarcador especifico para cancer de pulmoén de células pequefias, a través de
analisis protedmicos de proteinas asociadas a membrana sobreexpresadas en
células tumorales con respecto a células normales. La sobreexpresion de esta
proteina también fue verificada mediante IHQ y western blot, y mostré una correlacion
con la histologia del tumor y la supervivencia del paciente (Ocak, 2014).

Por ultimo, entre las proteinas reconocidas por el suero de conejo anti-T. cruzi
gue estan asociadas al citoesqueleto se encuentra la vimentina, componente de los
filamentos intermedios. La vimentina es considerada como un marcador canonico de
la TEM y se ha comprobado su sobreexpresion en una gran variedad de tumores
epiteliales, incluyendo prostata, melanoma, mama, pulmén y canceres
gastrointestinales y del sistema nervioso central. Ademas, la sobreexpresion de la
vimentina en cancer se correlaciona con la aceleracion del crecimiento tumoral, la
invasion y un peor pronéstico (Satelli, 2011). En el cancer de pulmon en particular, los
filamentos intermedios de vimentina se han visto implicados en muchos aspectos de
la iniciaciébn y progresion tumoral, incluyendo la tumorigénesis, la TEM, y la
metastasis, y ha sido propuesta como biomarcador diagndstico y también como un
blanco terapéutico de relevancia (Zamay, 2017; Kidd, 2013). Interesantemente, se ha
reportado que la vimentina, cuya localizacion subcelular habitual es citoplasmatica,
también puede expresarse en la superficie celular en varios tipos de células tumorales
(Satelli, 2011; Steinmetz, 2011). Esto ha convertido a la vimentina de superficie celular
en un blanco de interés para el tratamiento con anticuerpos monoclonales (Noh, 2016)
y en un marcador de utilidad para la deteccion de células tumorales circulantes (CTCS)
mesenquimales (Satelli, 2015; 2017). Por otra parte, anticuerpos anti-vimentina,

inducidos por la infeccién con T. cruzi, han sido encontrados en sueros de pacientes
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con enfermedad chagasica aguda, y se proponen como marcadores de dafio
muscular cardiaco autoinmune. Cabe mencionar, a su vez, que no se ha evidenciado
la expresion de vimentina por parte del parasito (Nascimento, 2018).

Las ultimas dos proteinas que fueron identificadas por espectrometria de
masas incluyen la S-formil glutatién hidrolasa (también llamada esterasa D) y la
peptidil-prolil cis-trans isomerasa D isoforma 1 (Pin 1). El rol de la S-formil glutation
hidrolasa en el cancer no ha sido investigado de forma extensa. Esta enzima esta
involucrada en el proceso de detoxificacion del formaldehido y ha sido identificada
como biomarcador prondstico de respuesta a la terapia de primera linea en leucemia
mieloide aguda, dénde concentraciones mas altas de la enzima correlacionan con una
mayor probabilidad de lograr una remisién completa (Kazmierczak, 2013). Por otra
parte, Pin 1, cuya funcién esta vinculada con procesos de sefializacion celular, ha sido
vinculada al cancer en numerosos trabajos. Especificamente, esta enzima tiene la
capacidad de isomerizar el enlace formado por residuos de prolina precedidos por
una serina o treonina fosforilada (motivos fosfo-Ser/Thr-Pro). La fosforilacion de las
proteinas sobre motivos Ser/Thr-Proes un mecanismo de sefializacion clave en
diversos procesos fisioldgicos y patolégicos, por lo que la enzima Pin 1 regula cambios
conformacionales que pueden alterar distintas vias de sefializacion celular (Lee,
2011). En este sentido, se ha demostrado que Pin 1 puede modular la actividad
catalitica, el estado de fosforilacion, las interacciones proteina-proteina, la
localizacion subcelular y la estabilidad proteica de sus sustratos, asi como participar
en procesos de diferenciacion y proliferacion celular (Campaner, 2017). La
sobreexpresion de Pin 1 fue descrita para los principales tipos de tumores incluyendo
préstata, mama, cérvix, pulmon y colon (Bao, 2004), y ha demostrado tener la

capacidad de alterar el balance celular a través de la activacion de mas de 40
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oncogenes y la inactivacion de mas de 20 supresores tumorales (Zhou & Lu, 2016).
Ademas, los polimorfismos en el gen de Pin 1 que disminuyen su expresion se asocian
con un menor riesgo para multiples tipos de cancer, y ratones deficientes en Pin 1 han
demostrado una importante resistencia a la tumorogénesis, incluso cuando ciertos
oncogenes eran sobreexpresados o ciertos supresores tumorales eran eliminados
(Zhou & Lu, 2016). Asimismo, Pin 1 ha sido estudiada como blanco molecular en
cancer de prostata, donde la inhibicion de la misma mediante ARN interferente
condujo a la supresion del crecimiento tumoral (Ryo, 2005). En general, se ha visto
gue los inhibidores de Pin 1 tienen el potencial de reestablecer el balance celular al
bloguear simultaneamente distintas vias que conducen al cancer, representando una
estrategia conveniente en el tratamiento de tumores agresivos y resistentes a las

drogas de uso tradicional (Zhou & Lu, 2016).

En suma, a través de un abordaje immuno-proteémico, se identificaron 14
proteinas de la linea celular LL/2 reconocida por un suero de conejo anti-T. cruzi, las
cuales, en su mayoria, han sido vinculadas con la transformacion celular maligna y
han sido propuestas como potenciales blancos terapéuticos y/o biomarcadores
especificos para distintos tipos de cancer. Entre las proteinas identificadas, la
DHYPRP2 y la vimentina son las Unicas para las que se ha descrito una localizacién
superficial en células tumorales. El reconocimiento de estos antigenos de superficie
celular por anticuerpos especificos podria desencadenar mecanismos de
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC). La ADCC representa uno de
los principales mecanismos efectores antitumorales del sistema inmune (Murphy,
2008), y podria estar implicada en la inmunoterapia con T. cruzi. La relevancia de la
respuesta humoral en el efecto oncoprotector inducido por este parasito ya ha sido

demostrada en trabajos que indicaron que la actividad antitumoral frente al carcinoma
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de Ehrlich en animales inmunizados con lisados de T. cruzi se relaciona directamente
con los niveles de anticuerpos especificos contra el parasito (Kallinikova, 2006).

Por otra parte, el reconocimiento de antigenos tumorales especificos por un
suero de conejo anti-T. cruzi abre horizontes en el terreno del diagndstico tumoral.
Estrategias inmuno-protedmicas similares a la utilizada en el presente trabajo, en
donde se enfrentaron las proteinas tumorales, y proteinas del tejido normal, contra el
suero del propio paciente mediante western blot bidimensional permitieron identificar
a la proteina PSMA1 como un biomarcador especifico de cancer de colon (Yang,
2018). Este trabajo resalta la utilidad de la proteina tumoral y de los anticuerpos que
la reconocen, como herramientas valiosas en el diagnéstico del cancer.

A los efectos de determinar si alguno de los antigenos identificados aqui podria
tener una utilidad potencial como biomarcador tumoral, seria necesario evaluar el
reconocimiento de tejidos normales por los anticuerpos anti-T. cruzi, a modo de
control. Cabe destacar que para la mayoria de los tipos de tejidos humanos no
tumorales no se ha observado reconocimiento por el suero anti-T. cruzi (Tramontin,

2018).

5.3 Evaluacién de la presencia de motivos carbohidratos compartidos entre

Trypanosoma cruzi y células LL/2, mediante el reconocimiento por lectinas
Mediante los ensayos de ELLA y lectin blot se pudo comprobar que tanto las
células LL/2 como T. cruzi comparten motivos carbohidratos de &acido sialico
[aNeuNAC(2—6/2—3)gal] y fucosa (a-L-fuc), que fueron reconocidos por las lectinas
SNA y UEA-I respectivamente. El interés en el estudio de los antigenos carbohidratos
surge de resultados preliminares de nuestro grupo que indican que la oxidacion de
los azucares del extracto parasitario causa la pérdida de su efecto antitumoral in vivo

en el modelo LL/2.
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Como fue mencionado en la introduccién, la sialilacion y fucosilacién
aumentadas representan caracteristicas distintivas de la transformacién celular
maligna en el contexto de la glicosilacion aberrante en cancer (Blanas, 2018).
Particularmente, la sobreexpresion de acido siélico terminal en las cadenas glucidicas
de las moléculas de superficie celular, ha sido correlacionada con la progresion, la
propagacion metastasica y un peor pronostico en canceres humanos (Hedlund, 2008).
En este sentido, la sialilacion aumentada en glicoproteinas de membrana ha
demostrado tener un rol importante en la adhesion célula-célula y célula-matriz
extracelular en carcinomas mamarios (Wang, 2006; Lin, 2002), y en la propagacion
metastasica y la resistencia a la terapia en cancer colorrectal (Park, 2013). La lectina
SNA, utilizada en este trabajo, reconoce &cido sialico unido por enlace a2—6, y a2—3,
aunque este ultimo en menor medida, y ha sido propuesta como una herramienta para
la deteccién del carcinoma ductal invasivo de mama por ensayos de histoquimica
(dos-Santos, 2014). Ademéas de los tipos de cancer ya mencionados, la
sobreexpresion del acido sialico unido por enlace a2—6 en N-glicanos ha sido
reportada para carcinomas de cérvix, coriocarcinomas, leucemia mieloide aguda y
algunos tumores cerebrales (Hedlund, 2008).

La sintesis de acido sialico en mamiferos se da a través de una via compleja,
gue involucra los productos de mas de 32 genes. T. cruzi, por su parte, ha
evolucionado para obtener el acido sialico desde su hospedero mamifero a través de
la enzima trans-sialidasa (TS) (Freire-de-Lima, 2012). La TS le permite al parésito una
sialilacion rapida de su superficie cuando es provisto de acido sialico a2—3-linked
proveniente de glicoconjugados en el suero o en las superficies celulares del
hospedero. La sialilaciébn contribuye a la supervivencia de T. cruzi dado que

representa una estrategia de evasion del sistema inmune del hospedero, a la vez que
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favorece la infectividad del parasito (Freire-de-Lima, 2012; Tomlinson, 1994). En el
presente trabajo, los paréasitos utilizados no tienen interaccién con ningun hospedero,
por lo que se interpreta que el &cido sidlico detectado es obtenido los mismos
mediante la TS desde moléculas sialiladas presentes en el medio de cultivo. Este
fendmeno ya ha sido reportado para epimastigotas de T. cruzi (Previato, 1985).

Asi como la sialilacion, la fucosilacién es una de las modificaciones glucidicas
mas importantes en procesos inflamatorios y cancer (Miyoshi, 2012). Una de las
funciones mejor estudiadas para la fucosa es su rol como componente esencial de
ligandos carbohidratos para las moléculas de adhesion celular conocidas como
selectinas, entre los que se destaca el antigeno sialil-LewisX (SLeX). Estas
interacciones, que son esenciales para el reclutamiento adecuado de neutrofilos y
linfocitos T a los sitios de inflamacién, también resultan cruciales para la progresion
del cancer. Las células tumorales, liberadas hacia la sangre desde el tumor primario,
suelen sobreexpresar glicanos sialilados y fucosilados en su superficie. Su interaccion
con las selectinas endoteliales imita a la cascada de adhesion inflamatoria, iniciando
la extravasacion y colonizacion de nuevos tejidos para formar tumores secundarios.
Avances recientes en glicomica han identificado varios tipos de glico-biomarcadores,
conteniendo motivos fucosilados, que podrian resultar Utiles en el diagnostico de
ciertos tipos de cancer (Miyoshi, 2012). En este sentido, existen estudios que
demuestran la sobreexpresion de glicanos fucosilados en algunas glicoproteinas
especificas de sueros de pacientes con cancer de pulmén (Kossowska, 2005).
Asimismo, la actividad aumentada de distintas fucosil-transferasas ha sido
evidenciada en numerosos tipos de tumores malignos, incluyendo higado, cabeza y
cuello, ovario, tiroides, y canceres colorrectales. Ademas, se ha reportado que la

sobreexpresion de las fucosil-transferasas se correlaciona con la propagacion
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metastasica, la recurrencia tumoral y una baja supervivencia en pacientes con cancer
de pulmén de células no pequenas (Chen, 2013; Desiderio, 2015). Por ultimo, se
encontré una relacion estadisticamente significativa entre el score de tincidon
histoquimica con la lectina Aleuria aurantia (ALL), que reconoce L-fucosa, y la
invasion vascular, el potencial metastasico y el estadio clinico en cancer colorrectal
(Osuga, 2016).

Para T. cruzi, se ha descrito que una fraccion minoritaria de los N-glicanos de
los glicoconjugados del parasito contiene o-L-fucosa en su estructura (Turnock &
Ferguson, 2007). En particular, dos glicoproteinas de superficie de T. cruzi han
demostrado presentar a-L-fucosa: la glicoproteina de la familia Tc-85 (especifica del
estadio tripomastigota), implicada en la adhesion celular, y la Gp-72 (especifica de los

estadios epimastigota y tripomastigota metaciclico) (Barboza, 2005; Miletti, 2003).

En suma, los antigenos carbohidratos asociados a tumor (TACAs por sus
siglas en inglés), y los glicanos en general, pueden ser considerados como pan-
antigenos, dado que forman parte de la estructura de muchas proteinas y lipidos que
participan de distintos procesos en las células tumorales. Considerando que multiples
moléculas en las células tumorales se encuentran modificadas con las mismas
estructuras carbohidratas y que el reconocimiento de TACAs esta asociado con los
mecanismos de inmunovigilancia frente al cancer, los TACAs se convierten en
blancos estratégicos para la inmunoterapia del cancer (Kieber-Emmons, 2017).

En este sentido, la inmunizacion activa con antigenos carbohidratos para la
supresion del crecimiento tumoral in vivo ha sido objeto de numerosas
investigaciones, obteniéndose resultados favorables (Hakomori, 1991; Cunto-Amesty,
2001). Los anticuerpos que reconocen TACAS, ya sean anticuerpos naturales o

inducidos por vacunas, han demostrado propiedades oncoliticas en numerosos
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trabajos (Kieber-Emmons, 2017). También se ha observado que los anticuerpos
pueden sustituir a las lectinas endoégenas en la interaccion con glicanos
sobreexpresados en receptores de muerte celular y en otras glicoproteinas de
membrana, mediando la apoptosis de la célula tumoral (Lichtenstein & Rabinovich,
2013; Kieber-Emmons, 2017).

Estos antecedentes en inmunoterapia del cancer dirigida a TACAs permiten
explicar, al menos en parte, por qué el extracto de T. cruzi disminuye su actividad

antitumoral in vivo cuando sus azucares son oxidados (Freire, datos no publicados).
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6. CONCLUSIONES

A continuacién, se detallan las principales conclusiones extraidas del presente

trabajo:

« Mediante abordajes técnicos complementarios, incluyendo IHQ, IFI, citometria
de flujo y western blot, se pudo comprobar que un suero de conejo anti-T. cruzi
es capaz de reconocer antigenos en las células LL/2 de forma diferencial al
suero de conejo pre-inmune, demostrando la existencia de reactividad cruzada
entre el parasito y esta linea celular tumoral

o Através de ensayos de western blot bidimensional y espectrometria de masas
se identificaron 14 proteinas de LL/2 sujetas a reactividad cruzada con T. cruzi.

« Mediante ensayos de ELLA y lectin blot, se evidencio que las lectinas SNA y
UEA-I reconocen glicoconjugados tanto en extractos de células LL/2 como de
T. cruzi, demostrando la presencia de motivos cabohidratos conteniendo acido

sidlico y fucosa compartidos.

En suma, este trabajo se propuso ampliar el conocimiento acerca de la reactividad
cruzada T. cruzi-cancer y de los antigenos involucrados en la misma.
Los resultados obtenidos contribuyen a la comprension del sistema cancer-parasito,
en el marco de la inmunoterapia antitumoral con T. cruzi, que constituye una de las

principales lineas de investigacion de nuestro grupo.
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