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RESUMEN

El hepatocarcinoma (HCC) es el tumor hepatico primario méas frecuente, y su incidencia
y mortalidad se encuentran en aumento. EI HCC se desarrolla en higados con fibrosis
avanzada o cirrosis subyacente, en donde existe un entorno inflamatorio cronico
dindmico que predispone al inicio del cancer. A pesar de los avances terapéuticos
desarrollados en los Gltimos afios, es necesario aun desarrollar nuevos y mas efectivos
tratamientos, al mismo tiempo que es imprescindible entender mejor como es la
interaccion entre las células tumorales y su microambiente tumoral (TME). Existe una
compleja interaccion entre las células tumorales y los diferentes componentes del TME,
como fibroblastos asociados al tumor, células endoteliales, células iniciadoras del tumor
o las células madre del céncer (Cancer Stem Cells, CSC) y células del sistema
inmunitario, como los macréfagos asociados al tumor (TAM) y las células dendriticas
(DCs), interconectadas con una abundante matriz extracelular (MEC) que puede
promover la progresion tumoral y la resistencia a las terapias. En este sentido, diversos
enfoques terapéuticos experimentales se centran en la remodelacion del TME. En
nuestro laboratorio se ha demostrado previamente que la cumarina 4-metilumbeliferona
(4Mu), un inhibidor selectivo de la sintesis de acido hialurénico (AH), disminuye la
fibrosis hepatica e inhibe el crecimiento tumoral en un modelo de HCC con fibrosis
subyacente. En este trabajo de tesis doctoral demostramos que la combinacion de 4Mu
con la inmunoterapia génica basada en el empleo de un vector adenoviral que codifica
para los genes de la interleuquina-12 (AdIL-12), induce un potente efecto antitumoral
mediado por la remodelacion del microambiente tumoral y la generacién de una
respuesta inmunitaria especifica antitumoral. En este sentido, demostramos que 4Mu
disminuye los niveles de expresién de marcadores de CSCs, modula el perfil de

macrofagos hepaticos hacia el tipo de activacion clasica o M1, reduce, directa o



indirectamente, la expresion de CD47 en las células de HCC, pero selectivamente, en
las células CD133" (que aqui identificamos como CSCs), y promueve el infiltrado de
células inmunitarias en el entorno tumoral. La regulacion de la expresion de CD47
permite la fagocitosis de las CSCs por las células presentadoras de antigeno e induce
una respuesta citotoxica especifica, que potencia la respuesta inmunitaria estimulada por
AdIL-12. Ademas, la modulacion de los niveles de expresion de CD47 por 4Mu es
esencial para el reconocimiento de las células CD133" y el efecto antitumoral
observado. Que, ademds, aumenta significativamente la sobrevida de los animales
cuando se inyectan con células CD133", disminuyendo la agresividad y la capacidad en

un modelo de HCC metastasico.

Estos resultados sugieren que 4Mu ejerce un efecto antitumoral significativo: i) al
inducir un cambio de los macréfagos hepaticos hacia un perfil de tipo M1, ii) al reducir
su capacidad para secretar IL-6, iii) al aumentar el reconocimiento de las células de
HCC por parte del sistema inmune, de manera directa actuando sobre las CSCs y/o de
manera indirecta tras la incubacion de células tumorales con CM derivado de
macrofagos tratados con 4Mu, iv) reduciendo la expresion de varios marcadores CSCs
en células HCC, y v) aumentando la capacidad de las DCs para inhibir el crecimiento
tumoral en protocolos de vacunacion terapéutica. Estos hallazgos resaltan el potencial
de 4Mu para modular el TME y facilitar la induccion de una respuesta inmune contra
HCC. Los resultados puestos de manifiesto en este trabajo de tesis doctoral sugieren que

4Mu podria ser una herramienta de utilidad para el tratamiento del HCC avanzado.



SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most frequent primary liver tumor, and its
incidence and mortality are increasing. HCC arises in livers with advanced fibrosis or
cirrhosis, which is characterized by the presence of a dynamic and complex
inflammatory milieu that may predispose to cancer development. Therefore, it is
necessary to develop new and more effective treatments for HCC, but it is also essential
to better understand the interaction between cancer cells and the tumor
microenvironment (TME). TME is composed by a heterogeneous mixture of cellular
components including cancer cells, cancer stem cells (CSCs), tumor-associated
fibroblasts, endothelial cells, and immune cells, such as tumor-associated macrophages
(TAMs), and dendritic cells (DCs), interconnected with an extracellular matrix (MEC)
that can promote tumor progression and resistance to therapies. Several experimental
anticancer approaches have been tested with a focus on TME. In line with this, we have
demonstrated that the coumarin 4-methylumbelliferone (4Mu), a selective inhibitor of
hyaluronan (AH) synthesis, reduced liver fibrosis and inhibited tumor growth, in an
HCC model with underlying fibrosis. In this work, we demonstrate that the combination
of 4Mu with an adenovirus encoding interleukin-12 genes (AdIL-12), induces a potent
antitumor effect mediated by a remodeling of the TME, and the generation of a specific
antitumor immune response. Moreover, we demonstrate that 4Mu treatment modifies
the expression levels of CSCs markers, modulates the profile of liver macrophages
towards the classical M1 activation type, reduces, directly or indirectly, the expression
of the CD47 on HCC cells, but selectively, in CD133" cells (which we identify here as
CSCs), and promotes the infiltration of immune cells in the TME. In addition,
regulation of CD47 expression allows CSCs phagocytosis by antigen presenting cells,

and induces a specific cytotoxic response, which further enhances the immune response



generated by AdIL-12. In this thesis work, we also demonstrate that the modulation of
CD47 by 4Mu is essential for the recognition of CD133" cells, and for the observed
antitumor effect. In addition, 4Mu treatment decreases the aggressiveness of CSCs
through a significant increase in animal survival when 4Mu-treated C133" cells are used

in a metastatic HCC model.

The results generated in this work suggest that 4Mu exerts a significant antitumor
effect: i) by inducing a switch of hepatic M¢ into a M1 profile, ii) by reducing their
capacity to secrete IL-6, iii) by increasing the recognition of HCC cells by the immune
system, directly acting on CSCs and/or indirectly after incubation of tumor cells with
CM derived from M¢ treated with 4Mu; iv) by reducing the expression of CSCs
markers on HCC cells; and v) by increasing the ability of DCs to inhibit HCC tumor
growth in therapeutic vaccination protocols. All these findings highlight the potential of
4Mu to modulate the TME and to transform it into a less hostile environment, and to
facilitate the induction of an immune response against HCC induced by AdIL-12. The
results presented in this doctoral thesis work suggest that 4Mu could be a useful tool for

the treatment of advanced HCC.
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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. El Higado: Anatomia y Fisiologia

El higado se ubica en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal y consta de
dos lobulos principales, el derecho y el izquierdo, los cuales estan divididos por el
ligamento falciforme y el ligamento redondo. El I6bulo izquierdo tiene dos pequefios
I6bulos: el cuadrado y el caudado (figura 1A). Posee irrigacion sanguinea doble, recibe
sangre de la arteria hepética y la vena porta. La sangre sale del higado a través de las
venas supra-hepaticas, las cuales drenan en la cava inferior!. El higado es un drgano
constituido por diferentes tipos de células entre ellas los hepatocitos, que representan el
80% de las células, y son los encargados de las funciones metabdlicas de este 6rgano y
de depurar moléculas transportadas por la sangre (bilirrubina, amoniaco, hormonas,
medicamentos, alcohol y otras toxinas). También producen y secretan la bilis, que se
almacena en la vesicula biliar y que es fundamental para el metabolismo y la absorcién
intestinal de los lipidos?. Histolgicamente, el parénquima hepatico esta organizado en
placa o hileras de hepatocitos, entre las cuales se encuentran los sinusoides hepaticos.
Estas estructuras, a su vez, forman lobulillos que se organizan de forma hexagonal con
una vena central y triadas portales en los vértices, formando el acino hepatico. Ademas,
los hepatocitos y las células endoteliales forman una red capilar llamada sinusoide
hepaético, en la que la sangre que proviene de la arteria hepéatica se mezcla con la sangre
proveniente de la vena porta en la trayectoria hacia la vena central (figura 1B). El
hepatocito es una célula grande con forma hexagonal y con tres tipos de bordes: (a)
superficie apical, forma la pared del canaliculo biliar, relacionados con el transporte y la
excrecion de bilis, (b) borde basolateral, esta en contacto con el torrente sanguineo a
través del cual existe la captacion de sustancias y, (c) el borde lateral, que esta bordeado

por las otras dos superficies (figura 1D).
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Ademas, existe una red de células reticulo-endoteliales que comprende diversos tipos de
células: (i) células endoteliales sinusoidales hepaticas (LSEC), con membrana basal
fenestrada, (ii) células de Kupffer (macrofagos residentes del higado), que se encuentran
en el sinusoide y, (iii) células estrelladas hepaticas (HSC) o células de Ito, que se
encuentran en el espacio de Disse, y que en el higado sano almacenan grasa y participan
en el metabolismo de la vitamina A. Ademas, se pueden encontrar neutréfilos y escasas
células linfoides del tipo natural killer (NK), asi como también células T gamma delta

(figura 1C)2.
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central
(intralobuliliar)

continlia —_—

22



Introduccion

Eritrocito
Sinusoide N Gilicsasns
U
9 Aparato de Golgi
/ / Mitocondria
Feo _( y
. &
55;)8_00 - | Endotelio
e Disse ¥ |
/i/ "D / Borde
P xS
__ﬂr‘i»\ ) / basolateral
Borde apical - % |/ sinusoide
biliar ~— 7 8 -
\ Ndacleo =
Lisosoma /"/. 72
> A Reticulo
endoplasmaético
) liso
Reticulo
endoplasmatico
Sinusoide Rugpso
D Lobulillo Hepatico
~ Lumen sinusoidal
HAn:?a @_«‘g ¥ Célula de Kupffer
e o
e ey e Py ST i
- — —_— Hepatocitos
Triada [ Vena T — 5 .
. p - - - >
Portal e - el ",\,»»“"‘-"‘
Ducto
Biliar 3 {
’-...— -—-A '~’
L ‘f' 2--—-"

e

Célula
Estrellada Célula
Endotelial Espacio de
fenestrada Disse

Figura 1: (A) Esquema de la anatomia y ultraestructura hepatica (B) de un acino
hepatico (C), de un lobulillo hepatico y (D) de los bordes y ultraestructura de un
hepatocito. Tomada y modificada de Gary D. Hammer, Stephen J. McPhee,
Fisiopatologia de la enfermedad, 7° edicion, cap. 14.

1.2. Hepatocarcinoma

1.2.1. Generalidades
El hepatocarcinoma (HCC) es el sexto cancer mas frecuente y es la tercera causa de

muerte relacionada con cancer a nivel mundial, registrandose aproximadamente 800.000
nuevos casos en el afio 2018%. Tanto la mortalidad como la incidencia se encuentran en
aumento en paises occidentales (Tabla 1). EI HCC se desarrolla en el contexto de

cirrosis o fibrosis avanzada, generada a su vez por diferentes causas como la infeccién
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cronica por los virus de la hepatitis B o C (HBV o HCV), el abuso de alcohol y la
enfermedad de higado graso no alcohodlico, entre otras®. En la Argentina no existen
datos firmes acerca de la incidencia del HCC por lo que motivo a la Asociacion
Argentina para el Estudio de las Enfermedades del Higado (AAEEH) a convocar por
primera vez el Consenso Argentino de HCC®. En nuestro pais, el HCC es diagnosticado
casi exclusivamente en pacientes cirrdticos (alrededor del 93%). Tanto la hepatitis
cronica C como la cirrosis alcohdlica son las 2 etiologias principales y representan el
76% de los casos®. La edad de presentacion se ubica entre los 60 y 70 afios, siendo 2,6
veces mas frecuente en varones®. Ademas, la tasa de incidencia cruda de HCC (ambos
sexos) fue de 4.7/100.000 habitantes en el afio 2018, de acuerdo al programa
GLOBOCAN de la International Agency for the Research on Cancer, de la
Organizacion Mundial de la Salud®, pero no existen datos sobre si se estan produciendo

cambios en la incidencia de HCC en nuestro pais’.

Tabla 1. Niumero de nuevos casos y de muertes por cancer (todos los canceres y

ambos sexos en 2018)3.

N°. DE CASOS NUEVOS (% N°. DE MUERTES
Organos afectados frecuencia mundial) (% frecuencia mundial)
Pulmén 2.093.876 (11.6) 1.761.007 (18.4)
Mama 2.088.849 (11.6) 626.679 (6.6)
Prostata 1.276.106 (7.1) 358.989 (3.8)
Colon 1.096.601 (6.1) 551.269 (5.8)
Piel (no melanoma) 1.042.056 (5.8) 65.155 (0.7)
Estomago 1.033.701 (5.7) 782.685 (8.2)
Higado 841.080 (4.7) 781.631 (8.2)
Recto 704.376 (3.9) 310.394 (3.2)
Esofago 572.034 (3.2) 508.585 (5.3)
Cuello uterino 569.847 (3.2) 311.365 (3.3)
1.2.2. Etiologia

Aproximadamente el 90% de los HCC estan asociados a un factor de riesgo subyacente

conocido® (Tabla 2). Entre los factores mas frecuentes estan incluidos la hepatitis viral
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cronica por HBV y HCV, el consumo exagerado de alcohol y la exposicion a
aflatoxinas®. En Africa y Asia Oriental, la mayor fraccion atribuible se debe a HBV
(60%), mientras que en el mundo occidental desarrollado, sélo el 20% de los casos se
pueden atribuir a la infeccion por HBV; mientras que la infeccion cronica por el HCV
parece ser el principal factor de riesgo’®. En todo el mundo, aproximadamente el 54%
de los casos pueden atribuirse a la infeccion por HBV (que afecta a 400 millones de
personas), mientras que el 31% puede atribuirse a la infeccién por HCV (que afecta a
170 millones de personas), dejando aproximadamente el 15% asociado con otras causas,
como por ejemplo la obesidad, que se considera un factor contribuyente al aumento de

incidencia observada para HCC en areas de bajo riesgo™!.

Tabla 2: Distribucién geografica de los principales factores de riesgo para HCC en

todo el mundo®.

Area geografica AAIR Factores de Riesgo
M/F HCV (%) HBV(%) Alcohol(%)  Otros(%)
Europa 6.7/2.3 60-70 10-15 20 10
Sur 10.5/3.3
Norte 4.1/1.8
Norte de América 6.8/2.3 50-60 20 20 10
(NASH)
Asia y Africa 20 70 10 10
(Aflatoxina)
Asia 21.6/8.2
China 23/9.6
Japon 20.5/7.8 70 10-20 10 10
Africa 1.6/5.3
en el Mundo 16/6 31 54 15

AAIR: del inglés Age-adjusted incidence rates (Tasas de incidencia ajustadas por edad)

1.2.2.1. Hepatitis viral: HBV y HCV
El factor etiol6gico mas importante que contribuye al desarrollo del HCC es la hepatitis

viral crénica, principalmente la provocada por el HBV y el HCV. ElI HBV es un virus
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ADN que se replica en el nacleo de forma episomal, mientras que el HCV es un virus
ARN que se replica exclusivamente en el citoplasma de los hepatocitos. Sin embargo,
ambos tienen intermediarios replicativos de ARN y pueden interactuar en células
coinfectadas, lo que conduce a una expresion viral y patrones seroldgicos variables
provocando alteraciones en multiples vias de sefializacion y patrones de expresion
génica del huésped!?®3, En este sentido, el HCC inducido por el HBV y el HCV se
desarrolla, generalmente, en un ambiente de inflamacion y regeneracion que resulta del
dafio hepético cronico, lo que sugiere que la patogénesis del HCC est4d mediada en parte
por alguna accion del sistema inmune®*. La infeccion crénica provoca muerte de los
hepatocitos, inflamacion, estrés oxidativo, estimulo fibrogénico que puede conducir a la
cirrosis que resultan en un reordenamiento de la arquitectura hepatica, transicion
epitelio-mesénquima y estimulo de la angiogénesis!*!°. En conjunto, tanto en el HBV
como en el HCV, desregulan el ciclo celular o la via de activacion de oncogenes y genes
supresores de tumores en los hepatocitos contribuyendo de esta manera al desarrollo del

HCC.

El riesgo de desarrollar HCC en pacientes cirréticos por HBV desarrollen HCC es de
2% por afio, mientras que, para pacientes no cirréticos es de tan sélo de 0,2% por afio*.
En cambio, en los pacientes infectados con HCV, el riesgo de desarrollar HCC en
pacientes con cirrosis o sin cirrosis, es un poco mayor y ronda el 3-7% y 0,3% por afio,
respectivamente?®,
1.2.2.2. Fibrosis y cirrosis hepatica

La fibrosis hepaética es el resultado del dafio hepéatico crénico generado por un proceso
inflamatorio prolongado, y se caracteriza por una acumulacion lenta y progresiva de
matriz extracelular (MEC) resultado de la activacion de las HSCs que juegan un papel

central en la fibrogénesis hepatica'’®. Los estimulos fibrogénicos mas frecuentes son
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la ingesta cronica y exagerada de alcohol, la infeccion crénica por virus B o C, drogas,
toxinas, esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), enfermedades autoinmunes y diversos
trastornos metabolicos'®. Un evento fundamental en la fibrosis es la activacion de las
HSCs que, junto a los hepatocitos, las LSECs y las células de Kupffer cooperan en el
proceso de fibrogénesis hepéatica. En el higado normal, las HSCs permanecen
quiescentes (qHSCs), sin embargo, en respuesta a una lesion hepatica, se transforman en
un fenotipo miofibroblastico activado, proliferativo, movil y contréctil en respuesta a
sefiales autdcrinas o parécrinas provenientes de hepatocitos lesionados y de células
inmunes que las activan?. Durante la fibrogénesis, diversas citoquinas desempefian un
papel central en la activacion de las HSCs (aHSCs); entre ellas se encuentran: el factor
de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), el factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
la interleuquina 1B, (IL-1B,) y el factor de crecimiento transformante B1 (TGF-p1)?1??
estas sefiales favorecen la activacion de las HSCs, caracterizadas por la expresion de la
actina del musculo liso a (0-SMA)? y a la produccién de una gran cantidad de
colageno?.

Por otro lado, la angiogénesis es un proceso presente durante la fibrogénesis y que
generalmente se refiere a la formacion de novo o a la remodelacion de los vasos
sanguineos existentes, desempefiando un papel crucial en varios procesos fisioldgicos o
fisiopatologicos como la cirrosis y cancer de higado®®. Existen diferentes pasos que
ocurren durante el proceso de angiogénesis. En primer lugar, ocurre la defenestracion y
capilarizacion de las LSECs y luego, la MEC es degradada por enzimas metaloproteasas
(MMPs) para permitir la posterior migracion y proliferacion de células endoteliales?.
La angiogénesis es inducida, principalmente, por el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) que también tiene efecto sobre la promocién de la inflamacion y

efectos directos sobre las HSCs?’. Tanto el VEGF como el factor de crecimiento de
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hepatocitos (HGF) pueden actuar sinérgicamente no solo para inducir la proliferacion
de las LSECs, sino también afectando la interaccion entre éstas y la MEC, mediante la
produccion y activacion de proteasas y receptores celulares tanto en la angiogénesis
como en la progresion fibrética?®. En este contexto, las células de Kupffer también se
activan actuando como células presentadoras de antigeno (APC) y produciendo sefiales
de muerte, como el ligando de Fas y TNF-a, promoviendo la inflamacion y la
fibrogénesis®*=3°. Este proceso inflamatorio hepatico agrava el dafio y promueve atin mas
la fibrosis®.. Ademas, las células de Kupffer estan involucradas en la activacion de las
HSCs. Estudios in vitro han demostrado que las células de Kupffer puede promover la
activacion de HSCs de rata induciendo la expresion del receptor PDGF*2. Ademas, el
TGF-B1 derivado de las células de Kupffer estimula la proliferacion de HSCs y la
produccion de colageno en ratas alimentadas con dieta rica en grasas y etanol®®. Este
proceso crénico necroinflamatorio y fibrogénico podria resultar en una posterior
conversion de la arquitectura hepatica normal en nédulos de regeneracion hepética
patoldgicos, tabiques fibroticos densos, promoviendo la aparicion de nddulos

displasicos que posteriormente pueden progresar a HCC34,

1.2.2.3. Otros factores
El consumo excesivo de alcohol genera enfermedad hepatica, que comprende una

variedad de trastornos que incluyen desde la esteatosis simple hasta formas graves de
lesion hepética, como la esteatohepatitis, fibrosis, cirrosis, y el desarrollo de HCC*8, La
fibrosis hepatica se acelera en pacientes que ademéas padecen otros tipos de
enfermedades hepaticas cronicas como la hepatitis viral y la enfermedad del higado
graso no alcohdlica (NAFLD)®. ElI NAFLD es un espectro de enfermedad hepética
cronica caracterizada por la acumulacion citoplasmatica de triglicéridos en los

hepatocitos. La afeccion varia desde acumulacién aislada de triglicéridos de hepatocitos
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y esteatosis (higado graso no alcohdlico (NAFL)), hasta acumulacién de triglicéridos
hepéticos con diversos grados de inflamacién y lesion de hepatocitos (esteatohepatitis
no alcohdlica (NASH) y finalmente fibrosis hepética y cirrosis y/o HCC¢-3,

Varios factores contribuyen al desarrollo de NAFLD Yy el posterior desarrollo de HCC;
estos factores incluyen modificadores genéticos y ambientales como la dieta o el estilo
de vida. El exceso calorico y el estilo de vida sedentario han llevado a una epidemia
mundial de obesidad y sindrome metabdlico. Se estima que la consecuencia hepética del
sindrome metabdlico y la obesidad, NAFLD, afecta hasta a un tercio de la poblacion
adulta en muchos paises desarrollados y en desarrollo®. En este sentido, el NAFLD se
considera un factor etioldgico creciente del HCC en paises desarrolladas®. EI 90% de
los pacientes con obesidad y el 70% de los pacientes con diabetes mellitus tienen
NAFLD, con un riesgo de 1.5-2 veces mayor de desarrollar HCC que la poblacion
generall®4041,

1.2.3. Modelo de carcinogénesis

Los diferentes factores etiol6gicos provocan continuos ciclos de dafio y reparacion de
los hepatocitos que culminan en la enfermedad cronica del higado®. La lesion hepatica
persistente y la regeneracion concurrente favorecen, por un lado, la acumulacion de
mutaciones genéticas y alteraciones epigenéticas que conducen a la transformacion
maligna de los nddulos preneoplésicos y, por otro lado, a la formacion de un ambiente
de hipoxia e inflamacion, caracteristicas cruciales del microambiente en el HCC*. Las
alteraciones genéticas entre individuos, y a veces incluso en diferentes nodulos del
mismo individuo con HCC, pueden ser distintas*. En este sentido, se han identificado
algunas alteraciones genéticas que incluyen algunos genes como, c-myc, ciclina A2,
ciclina D1, Rbl, pl16, E-cadherina, SOCS, PTEN, p53 y B-catetina, siendo los dos

altimos los que presentan mayor frecuencia de mutacion en muestras de HCC*2.
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Los nodulos de regeneracion hepaticos tienen caracteristicas citologicas normales en los
que la desregulacion de las vias de sefializacién mitogénicas como la via de Wnt, la del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y PI3k/Akt/mTOR, pueden llevar
a la transformacion de ciertos clones, a células displasicas®. La carcinogénesis consta
de tres etapas generales: iniciacion, promocion y progresion; esta Gltima es exclusiva de
la transformacion maligna que implica la capacidad de invadir tejidos circundantes y a
distancia®. La iniciacion ocurre a nivel del genoma y los agentes carcindgenos
causantes pueden ser fisicos, quimicos o virales*®.La promocion representa la etapa de
crecimiento tisular con la formacion del tumor. Participan los factores de crecimiento
EGF, PDGF, HGF, el de fibroblastos (FGF), el factor crecimiento de colonias simil
insulina (IGF-1)) y los receptores de los factores de crecimiento, como asi también la
angiogénesis y degradacion de la MEC*. La progresion implica la capacidad que tiene
el tumor de invadir otros tejidos, vecinos o a distancia. Para que la progresion tenga
éxito debe atravesar diversos obstaculos: a) La célula maligna debe desprenderse de sus
adyacentes y migrar por el espacio intercelular atravesando la membrana basal
(degradando la matriz); b) Debe introducirse al vaso sanguineo o linfatico; ¢) Debe
sobrevivir al reconocimiento y ataque de las células inmunitarias; y d) Debe atravesar
nuevamente la pared vascular y “anidar” en otro tejido que muchas veces no comparte
su estirpe (colonizacion metastasica)*’. Cuando células cancerosas se desarrollan, las
APC reconocen los antigenos asociados a tumores (AAT), lo que desencadena, en los
ganglios linfaticos, la activacion de células T inmaduras que se convertiran en células T
CD8". Una vez activadas, las células T efectoras migran a través del torrente sanguineo
y alcanzan el sitio del tumor. Alli, reconocen y eliminan las células tumorales liberando
moléculas como perforinas y granzimas*®. Ademas, el reconocimiento de AAT por los

receptores de células T (TCR) desencadena la liberacion de interferén gamma (IFN-y) y
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otras citoquinas por las células T CD8*. Para poder evitar el reconocimiento y la
eliminacion por parte de las células inmunes, las células tumorales adquieren diferentes
mecanismos de evasion. Las proteinas de punto de control inmunitario, como el
antigeno 4 asociado a linfocitos T citotdxicos (CTLA-4), pueden inhibir el desarrollo de
una respuesta inmunitaria activa al actuar principalmente al nivel del desarrollo y la
proliferacion de células T (figura 2: paso 3). Ademas, las células tumorales pueden
evitar a los linfocitos que expresan la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1),
expresando sus ligandos PD-L1 o PD-L2. Cuando esto sucede, la union de PD-1/PD-L1
atenla la respuesta inmune antitumoral, debilitando asi la capacidad de ataque de las
células T y modular las respuestas inmunes activas en el TME. A esto se denomina
escape inmune o tolerancia inmunitaria (figura 2: paso 3y 7).

Si las células tumorales pueden escapar y evadir la respuesta inmune, también pueden
eventualmente invadir otras regiones, en un proceso denominado metastasis, causa
principal de mortalidad relacionada con el cancer. Las adaptaciones funcionales
adquiridas por las células cancerosas para sobrevivir en entornos alterados se

denominan plasticidad fenotipica*® (Figura 3).
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Figura 2: Factores estimuladores e inhibidores en el ciclo de inmunidad al cancer. El ciclo
de interacciones entre las células tumorales y las inmunes se puede dividir en siete pasos
especificos, comenzando con la liberacion de antigenos de las células tumorales (AAT), el
recorrido, y activation de las células T hasta el contacto nuevamente con las células tumorales.
Sin embargo, el balance positivo de los factores estimulantes (verde) y negativo los factores
inhibidores (marron) es de suma importancia para una inmunidad efectiva para la
erradicacion del tumor. Tomado y modificado de Chen DS, et al. Las abreviaturas son las
siguientes: CDN, dinucleétido ciclico; ATP, adenosina trifosfato; HMGBL, proteina B1 del
grupo de alta movilidad; TLR, receptor tipo Toll; GITR, gen relacionado con la familia TNFR
inducido por glucocorticoides; CTLA-4, antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos; PD-L1,
ligando de muerte programada 1; CXCL/CCL, ligandos con motivos de quimioquinas; LFA1L,
antigeno 1 asociado a la funcion linfocitaria; ICAM1, molécula de adhesion intracelular 1;
VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; 1DO, indoleamina 2,3-dioxigenasa,
atenuador VISTA, supresor de Ig del dominio V de la activacion de celulas T; LAG-3,
proteina del gen 3 de activacion de linfocitos; MIC, secuencia relacionada con el polipéptido
proteina MHC clase I; TIM-3, dominio de inmunoglobulina de células T y dominio de
mucina-3.
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Figura 3: Alteraciones celulares y anatémicas, que conducen al desarrollo del HCC.
Modificado de Hernandez-Gea, et al: Gastroenterology 2013*

1.3. Microambiente tumoral

Una caracteristica clave en el desarrollo del cancer es la presencia de un TME que esta
involucrado en todas las etapas de la progresion maligna, desde las fases de iniciacién
hasta y la progresion local y a distancia®. Este TME esta constituido por componentes
celulares como las LSECs, las HSCs, los fibroblastos asociados al cancer (CAF), las
CSCs y células inmunes como los macrdfagos asociados al tumor (TAMS), las células
T reguladoras (Treg); y las células dendriticas (DCs); todos estos componentes celulares
ademaés de la presencia de factores y moléculas de sefializacion cooperan para favorecer
el crecimiento y la diseminacion del tumor*’®!. La interaccion entre las células
tumorales y del estroma es dindmica, y altera drasticamente el comportamiento y la
agresividad del HCC, particularmente en las primeras etapas de la enfermedad en la cual
se favorece la acumulacion de mutaciones y aberraciones epigenéticas, que conducen a

la transformacion maligna de los nddulos preneoplasicos®. Ha sido posible identificar
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diferentes subclases de entorno inmunitario presentes en el TME que influyen en el
inicio del tumor vy la respuesta a la terapia>. En general, se pueden describir tres clases
de TME (de acuerdo con datos recientes obtenidos de humanos y modelos de ratones)
en base a la composicion del infiltrado tumoral y a la respuesta inflamatoria®3.

1) Aquellos que estan ampliamente infiltrados con células inmunes, pero practicamente
sin presencia de linfocitos citotoxicos (CTLs) en el ndcleo del tumor, se denominan
TME excluidos infiltrados (EI): éstos tienen CTLs localizados a lo largo del borde de la
masa tumoral en el margen invasivo, o ‘atrapados' en nidos fibréticos. Se ha
hipotetizado que los tumores clasificados como EI son poco inmunogénicos o “frios” y
estan asociados con tumores epiteliales, como el carcinoma colorrectal® | el
melanoma® y el adenocarcinoma ductal pancreético®. 2) Los TME inflamados e
infiltrados (I1): pueden tener células inmunes dentro de la masa tumoral y se consideran
tumores inmunoldgicamente “calientes” y se caracterizan por una alta infiltracién de
CTLs que expresan PD-1 y células tumorales que expresan PD-L1%. 3) EL TME puede
contener estructuras linfoides terciarias (ELT), que son agregados linfoides cuya
composicion celular es similar a la de los ganglios linfaticos. Los ELT a menudo, pero
no siempre, son correlacionado con un prondstico positivo®’. De manera similar a los
ganglios linfaticos, los ELT pueden contener una diversidad sustancial de linfocitos,
incluidas células T naive y activadas, Treg, células B y DCs®®. Los ELT generalmente
estan presentes en el margen tumoral invasivo y en el estroma, y se cree que actdan
como sitios de reclutamiento linfoide y activacion inmune que generalmente se forman
en entornos de inflamacion aumentada®®.

1.3.1. Matriz extracelular
La matriz extracelular (MEC) es esencial para dar soporte a la arquitectura general del

higado y constantemente interactia con los componentes celulares del TME. Frente a un
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dafio en el higado, la actividad de las enzimas de remodelacion de la MEC estan
desreguladas, conduciendo a un microambiente fibrético caracterizado por el
incremento en la rigidez y abundancia de factores de crecimiento que contribuyen a la
tumorigénesis®. La MEC vy las proteinas asociadas a la MEC, forman en conjunto la

denominada “matrisoma’®®

, Y se compone principalmente por colageno, lamininas,
acido hialurénico (AH) vy fibronectina (FN), que desencadenan la activacion del
sistemas receptores especificos de MEC, lo que afecta el comportamiento de las células
epiteliales y la tumorigenesis en el HCC®!. Las fibras de colageno tanto lineales como
gruesas a menudo se encuentran en &reas con invasion activa de tejidos y de
vascularizacion , y varios estudios han demostrado que la migracion de las células
tumorales se lleva a cabo sobre las fibras de colageno®. La desregulacion de la
produccion de colageno de tipo 1 puede afectar directamente al HCC como lo sugieren
estudios in vitro, la excesiva produccion de colageno promueve la transicion epitelio-
mesenquima (EMT)®, la proliferacion®, y la migracion de células tumorales®. Sin
embargo, se ha demostrado que el colageno tipo | se correlaciona positivamente con la
supervivencia en pacientes con HCC®, lo que sugiere que el colageno puede promover
o restringir el desarrollo del HCC en entornos especificos®®. Por otro lado, el AH es un
glicosaminoglicano no sulfatado que ejerce multiples funciones en la MEC que
incluyen, ademas de su funcién como componente mecanico y lubricante, el de
promover la cicatrizacion de heridas, la modular inflamacion y el comportamiento de
las células epiteliales. La actividad del AH esta vinculada a su fragmentacion mediada
por enzimas (hialuronidasas) especificas y resulta de la interaccion del AH y
consecuente activacion de multiples receptores, incluidos CD44, RHAMM y TLRA4. El

receptor CD44 inducido por AH puede resistir la muerte inducida por p53°%’, activar la

EMT y permitir la invasion®®°. Ademas, la expresion aumenta de CD44 en el HCC esta
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correlacionada con el grado de crecimiento y la menor diferenciacién tumoral. Se ha
reportado que los pacientes con expresion de CD44, especialmente si son positivos para
multiples isoformas, tienen una supervivencia disminuida®”"°.

Ademas, la MEC es esencial para la neovascularizacion del tumor. El proceso de
vascularizacion se inicia cuando la membrana basal es removida por las metaloproteasas
(MMPs)?>%":28 E| crecimiento tumoral requiere la ruptura de los limites preexistentes y
la reorganizacion del tejido hepético, un proceso regulado principalmente las MMPs e
inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs). La sobreexpresion de MMPs puede
comprometer la barrera de la membrana basal y facilitar la invasién del tejido por las
células cancerigenas. EI HCC ha sido asociado con una alta actividad proteolitica y altos
niveles de MMP2. Ademas, un desbalance entre MMP2 y TIMP2 esta correlacionado
con la aparicion de metastasis, y un mal pronostico’. La nueva vascularizacion tumoral
facilita la infiltracion de células inmunes, y la progresion tumoral "2,

1.3.2. Componentes celulares

1.3.2.1. Fibroblastos asociados al tumor
Los fibroblastos son criticos tanto en la homeostasis como durante la cicatrizacion de

heridas. En el contexto de la curacién de una herida, son necesarias la remodelacion de
la MEC y la proliferacion epitelial; sin embargo, en el TME, estos procesos contribuyen
al desarrollo carcinogénico’. La mayoria de los CAFs derivan de fibroblastos
residentes del tejido afectado, activados por la interaccion de las células estromales en el
TME v las sefiales producidas por las células neoplasicas’®. Los CAFs también pueden
derivarse de células estrelladas, de la migracion de células estromales adiposas o
derivadas de la médula 6sea y de células endoteliales/epiteliales a través de la EMT 76,
Estas células cumplen una funcion muy importante al TME, secretando principalmente

colageno tipo | para conformar la MEC. Ademas, se ha descripto que tienen la
capacidad de promover la proliferacion celular y mantener las caracteristicas de célula
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madre de las células tumorales; dirigir la angiogénesis, la invasion y metéstasis,

promover la resistencia a las terapias y suprimir a las células T7".

1.3.2.2. Células del sistema inmunitario
El componente inmune del TME esta constituido predominantemente por células T

CD4" y CD8", DCs, macrofagos (M) y células T reguladoras (Tregs)’®. La mayoria de
los linfocitos infiltrantes de tumores son linfocitos T CD4" Tregs. Estas células Tregs
promueven la tolerancia del Sistema inmune a las células neoplasicas y se ha asociado
con un peor prondstico del HCC™#®, Las células supresoras derivadas de células
mieloides (MDSCs) también juegan un papel importante en la regulacion e induccion de
células T, favoreciendo una respuesta inmunitaria supresora dentro del TME®!. El
aumento de la secrecién de IL-17 por los linfocitos T CD4* en HCC también se

correlaciona con un aumento de la recurrencia tumorl después de la reseccion®.

1.3.2.2.1. Células dendriticas
Las DCs son células derivadas de la hematopoyesis linfo-mieloide en la médula 6sea

(MO), y coordinan respuestas inmunes innatas y adaptativas. Las DCs son APCs que
activan y diferencian células T virgenes en reposo a linfocitos T citotdxicos (CTLs), o
colaboradores (LTh CDA4+), células NK y las células B jugando un rol crucial en la
formacion de memoria inmunoldgica®?. Las DCs, estan presentes en tejidos y 6rganos
linfoides y no linfoides, asi como circulantes en linfa aferente y sangre periférica en la
cual tienen funciones y morfologia Unicas y especificas. Estas incluyen a las células de
Langerhans, las DCs derivadas de monocitos (CD14%), las DCs mieloides y las DCs
plasmocitoides®®. Se caracterizan por la elevada expresion de antigenos MHC clase 11 y
la ausencia de marcadores de linaje como: CD14 (monocitos), CD3 (linfocitos T),
CD19, CD20 y CD24 (linfocitos B), CD56 (células NK) y CD56b (granulocitos)®.

Presentan moléculas de adhesion comunes con monocitos y M¢ (CD11a, CD11c, CD50,
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CD54, CD58, CD102)%8 y moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86)%'. Su
fenotipo varia a lo largo de los diferentes estados de maduracion y activacion. Los
precursores circulantes en la sangre pueden expresar CD2, CD4, CD13, CD16, CD32 y
CD33, que van perdiendo gradualmente con la maduracion. Por el contrario, las
moléculas coestimuladoras, de adhesion y los antigenos del MHC aumentan a lo largo
de la maduracion. Otras moléculas, como CD80 y CD86, incrementan su expresion con
la activacion, principalmente tras la union de CD40 a su ligando. CD86 es un marcador
temprano de maduracion, mientras que CD80 aparece més tardiamente y estd ausente en
los precursores circulantes®. En general, las DCs maduras se han considerado
inmunoestimuladoras, mientras que las inmaduras son supresoras y tolerégenas. Sin
embargo, su gran plasticidad funcional dependerad de su estado de activacion, madurez
y la polarizacion en el TME®. Entre las funciones de las DCs relacionadas con la
inmunidad en céancer, encontramos los mecanismos de captura, procesamiento y
presentacion de antigenos derivados de células tumorales.
1.3.2.2.2. Macréfagos asociados al tumor

Las células de Kupffer conocidas como los M¢ hepéticos residentes, juegan un papel
importante en la inflamacion y la fibrogénesis hepética siendo una de las poblaciones de
células inmunes innatas mas abundante del higado®. Estos M¢ cumplen un rol esencial
en el tejido hepético, tanto en el mantenimiento de la homeostasis, como en el inicio y
la progresion de las enfermedades hepaticas. Las células de Kupffer pueden activarse
por muchos factores nocivos como la infeccion viral, la dieta rica en grasas y el alcohol,
la liberacion de citoquinas, PDGF y especies reactivas de oxigeno (ROS)®. Se han
caracterizado distintas poblaciones de M¢ en el higado, los M¢ residentes (células de

Kupffer) y los M¢ infiltrantes, es decir, M¢ circulantes derivados de la MO (moM¢),

M¢ peritoneales (pM¢) que residen en regiones subcapsulares del higado, y los
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monocitos esplénicos®. Los M¢ también juegan un papel fundamental en la progresion
del cancer en el contexto de inflamacion®?. Estos TAMs generalmente derivan de
monocitos que infiltran el tumor y células de Kupffer residentes que son reclutados en
los tejidos tumorales por las quimioquinas y otros factores secretados por las células
tumorales y las células inflamatorias presentes en el TME®. Por su plasticidad, los
M¢ son capaces de ejercer efectos tanto antitumorales como protumorales mediante la
expresion de diferentes programas funcionales en respuesta a distintas sefiales del
microambiente (figura 3)%2. Los M¢ pueden presentar un fenotipo de activacion
proinflamatorio clédsico o M1, caracterizado por la presencia de marcadores de
superficie como CD86 y complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il (MCHII), y
la secrecion de IL-1pB, I1L-12, IL-23 y GM-CSF que activan la respuesta de linfocitos de
tipo Thl, y un fenotipo de activacion alternativo o M2 caracterizado por la presencia de
marcadores de superficie como CD206 y CD163, y la secrecion de IL-4, IL-10 y
TGF-B%. Sin embargo, en los Gltimos afios, se ha revelado una enorme heterogeneidad
en los M¢ hepéticos con fenotipos de activacion intermedios, que dependen de la
interaccion con otras células estromales y citoquinas del TME, capaces de conferir a los
M¢ distintas funciones y firmas genéticas, destacando su importancia en distintas
enfermedades hepaticas. (Tabla 3). Varios estudios han demostrado que los TAMs
presentes en el TME, adquieren polarizan a un fenotipo M2 y promueven la
angiogeénesis, la metastasis y suprimen la inmunidad adaptativa a través de la expresién
de citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y MMPs que se han relacionado

con un mal prondstico en el HCC (figura 4)%%.

1.3.2.2.3. Linfocitos
Los linfocitos, células principales del sistema inmunitario adaptativo, tienen origen en la

MO a partir de un progenitor linfoide comun derivado de la diferenciacion de una célula
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madre hematopoyética. Los linfocitos B se desarrollan en la MO, mientras los T lo
hacen en el timo®"%, A diferencia de las células fagociticas con capacidad de captar y
procesar los diferentes antigenos (Ag), los linfocitos son células leucocitarias altamente
especificas. Cada linfocito presenta en su membrana un Unico tipo de receptor
especifico, llamado receptor de célula T o B (TCR/ BCR, respectivamente) el cual es

capaz de interaccionar sélo con un antigeno presentado por las APC.

Microambiente Tumoral

@ g CCL-2

o ® m-csfF @ 110
ey @°® IL-13 ‘). VGEF
-y N
TGF-p |L4
GM-GSF LPS
Induce
Induc'e - polarizacion
polarizacién
4 Polarizacion
Respuesta Th2

Respuesta Th1
Células Asesinas Tumorales
Inmunidad antitumoral

Remodelacion de tejido
Progresion tumoral y
angiogénesis
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Macréfago Macrofago LSECs Treg no-csCs  CSCs
M2

Figura 4: Poblaciones de Mgy progresion del HCC. Diferentes tipos de M¢ que

migran al higado dafiado e interaccionan con diferentes componentes del TME.
Adaptado de Daphne van der Heide et al, Frontiers in immunology 2019%.

Dado que hay entre 10%° y 102 linfocitos diferentes, el repertorio de reconocimiento de

antigenos es muy amplio, y son capaces de responder practicamente a cualquier
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patdbgeno o sustancia extrafia que ingresen nuestro organismo. Cuando ocurre

presentacion de antigeno, que ocurre para eliminar con rapidez al agente extrafio, sélo

los linfocitos que lo reconocen, se activardn y proliferardn, Ilamando a este proceso

expansion clonal.

Tabla 3: Variabilidad de fenotipos de M¢ funcionales

M1
proinflamatorio

M2
Anti-inflamatorio

Polariza con LPS o TNFa,
INFg y

Asociadas con respuesta
Thl

Expresion de iNOS

Alta expresion de Arginasa-
1

Asociadas con respuesta
Th2

M2a
TGFb, IGF, fibronectina

STAT 3
IL4, e IL13, FIZZ+ e Ym-1+

Reparacidn de tejido

Existen diferentes tipos de LT: 1)

Antimicrobiana Tumoricida

transduce a través de los
factores de transcripciény
NFkB, STAT-1( inhibe la
activacion de STAT-6)

Citoquinas:TNFa, IL1b, IL-6, IL-12, IL-5, IL-18, [L-23y GM-
CSF

Quimioquinas: CXCL1, 2, 3,5, 8,9, 10, CCL2, 3, 4, 5, 11,
17y 22

expresién de la subunidad p65 NFkB
Presencia de proteina de membrana MHC II+ y
de coestimulo CD86+

IL-10, IL-4, IL-13, TGF(3, VGEF y M-CSF

CCL2, EGF, PDGF

Reparacion de tejido, la p50 NFkB
resistencia a los parasitos y
promocidn de tumores
Subtipos
M2b M2c M2d

produccién de 1gG de mecanismos
células B antiinflamatoriosy de

eliminacién

STAT 6
IC,LPS eIL-1B IL-10y TGFB, y

glucocorticoides

CD206 y CD163

Protectora de patégeno

Reprime la fibrosis y la
inflamacién y promueve la
reparacién de tejido

Contribuye al
complemento inflamatorio
Angiogenesis y metastasis.

LT cooperadores (LTh): Son CD3"CD4*CD8

(linfocitos CDA4"), interaccionan con APCs que expresan la molécula del complejo

mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC clase Il), y pueden diferenciarse a

células efectoras dependiendo de algunos factores como: las citoquinas que se producen

en el entorno, los distintos patrones de migracién y la expresion de factores de

transcripcion (FT) especificos. De esta manera, los LTh se dividen en subpoblaciones
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con distinta funcion:LThl, LTh2, LTh17, LTh9, T folicular auxiliar (Tfh) y células T
reguladoras inducibles (Treg)®"%.

Los CD4" de tipo Thl son mediadores de la actividad citotoxica y la inflamacion
local'®. Una vez activos secretan citoquinas como interleuquina-2 (IL-2) e interferon y
(INF-y) y expresan el FT, T-bet, participando fundamentalmente en respuestas de tipo
celular frente a patogenos intracelular o frente a células tumorales; promoviendo a M¢,
células dendriticas y a otros linfocitos a aumentar la secrecién de mediadores para
potenciar la respuesta inmunitaria antitumoral®’.

Por otro lado, LTh2 cooperan en la respuesta humoral liberando las citoquinas IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 y TGFp e I1L-13, y expresan el FT GATA-3 97101102

Otras poblaciones de LT son los Tregs, se caracterizados por expresar, ademas de CD3"
y CD4", de manera constitutiva el CD25 (cadena o del receptor para la IL-2) en la
membrana. Cuando se activan, por estimulos de citoquinas como IL-2 vy
TGFp, expresan el FT FOXP3 y STAT5 y comienza la regulacion de la respuesta
inmune (que se conoce como tolerancia inmunoldgica) inhibiendo sobre todo a los LTh,
tanto a través del contacto célula-célula como con la secrecién de citoquinas inhibitorias
IL-10 y TGFR®.

Los linfocitos T citotoxicos o CTLs son células CD3*CD4°CD8*, con capacidad
citolitica; reconocen antigenos expresados en las moléculas del MHC de clase | de
células propias infectadas con virus o células tumorales®®, Una vez que reconoce al
antigeno extrafio, se activa y promueve la proliferacién clonal, y la secrecion de
enzimas citoliticas (granzimas y perforinas) y citoquinas como IFNy y TNFa
provocando la apoptosis de la célula blanco'®4,

Ambos linfocitos, LT y LB pueden generar células de memoria, que permitiran al

sistema inmune recordar contactos previos con un antigeno especifico y responder de
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forma maés rapida y eficaz en sucesivas exposiciones al mismo antigeno. En el contexto
de la inmunobiologia del céncer, los linfocitos pueden reconocer, responder y volver a

reconocer antigenos, incluyendo antigenos tumorales.

1.3.2.3. Cancer Stem Cells
A pesar de los nuevos datos y las crecientes investigaciones sobre el origen de las

células tumorales hepaticas, la evidencia no es ain no concluyente. Muchos estudios
apoyan la hipdtesis jerarquica, que sugiere que los tumores hepaticos tienen células
especializadas con alta capacidad de autorrenovacion, diferenciacion y resistentes a los
tratamientos; estas células se denominan células iniciadoras de tumor o cancer stem

cells (CSC)®,

1.3.2.3.1. Origen celular del HCC: del hepatocito a la célula
iniciadora del cancer

Los hepatocitos se encuentran en estado quiescente en situaciones fisioldgicas. Sin
embargo, tienen una alta capacidad para dividirse y regenerarse en respuesta a
agresiones agudas. En respuesta al dafio provocado por la inflamacion cronica las
células progenitoras se activan e intervienen en mdultiples procesos que llevan a la
activacion de diferentes tipos celulares, (como las HSCs) y liberacion de factores de
crecimiento®®®. En este contexto, las CSCs pueden provenir de células madre normales,
que tienen capacidad de autorrenovacion, que, al adquirir cambios genéticos y
epigenéticos transforman su fenotipo; o bien pueden provenir de células somaticas
desdiferenciadas que adquieren capacidad de autorrenovacion, impulsando el inicio,
progresion, metastasis y recurrencia del tumor®. La heterogeneidad tumoral
generalmente es debida a la contribucion de la evolucién clonal, las diferencias en el
microambiente y la organizacion jerarquica como resultado de la diferenciacion de las
células tumorigénicas de aquellas no tumorigénicas'®. Segun este concepto, los

diferentes tipos de cancer se desarrollarian a partir de un subgrupo de células con
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capacidad de autorrenovacion analoga a las células madre normales, lo que puede
resultar en una heterogeneidad fenotipica inica para cada tipo de tumor'®. El modelo de
las CSCs propone que las neoplasias estan constituidas por dos poblaciones celulares
diferentes originadas por una division asimétrica: por un lado, las células troncales
malignas con capacidad de autorrenovacion, responsables ante todo de la progresion
tumoral y la diseminacion, y una segunda poblacion de células tumorales, parcialmente
diferenciadas, no tumorigénicas que constituyen la mayor parte de la masa tumoral'*
(Figura 5). Alternativamente, se ha pensado que las células somaticas maduras podrian
desdiferenciarse hacia células parecidas a CSCs capaces de autorrenovarse. Esta
hipotesis sostiene que esta poblacion celular minoritaria, que se autorrenueva e impulsa
el crecimiento y la diseminacion tumoral, es refractaria al tratamiento con agentes
quimioterapéuticos convencionales dirigidos contra la mayoria de las células tumorales
que se dividen rapidamente!®. Esto también se relaciona con la apacidad anti-apoptotica
de las CSCs en multiples tipos de tumores, lo que resulta en la remanencia y al origen

de la recurrencial 113,

1.3.2.3.2. Marcadores de Cancer Stem Cells
A pesar de que la relevancia clinica de las CSCs sigue siendo dificil de determinar, cada

vez hay mas reportes que respaldan que las CSCs tiene un papel en el inicio y el
mantenimiento de los tumores primarios y la promocion de la metéstasis. Se ha
identificado que la expresién de varios marcadores como EpCAM, CD133, CD90,
CD44, CD24, CD13 y OV6 se encuentran presentes en el nicho clonogénico de varios
tumores, incluido el HCC417 (tabla 4). Algunos estudios han demostrado que las

células EpCAM™y CD90" son dos subpoblaciones independientes.
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Figura 5: Iniciacién y diseminacién del HCC basado en el modelo de CSCs. Las CSCs
hepéticas podrian derivar de las células madres hepaticas, tras sufrir mutaciones en oncogenes
y genes supresores de tumores que le otorgan un potencial tumorigénico, o de una
reprogramacion en las células hepéticas diferenciadas. Estas CSCs hepéticas eventualmente se
expanden con ciclos de autorrenovacion y diferenciacion. Las CSCs pueden estar involucradas
en la recurrencia tumoral luego de la reseccion, y en la resistencia a las terapias
convencionales'!*. Tomado y adaptado de Frend et al., Neoplasm 2014.

Las células EpCAM" tienen caracteristicas de células madre epiteliales hepaticas y estan
asociadas con una alta capacidad tumorigénica, mientras que las células CD90" tienen
caracteristicas de células endoteliales vasculares mesenquimatosas y capacidad
metastasical®. Por otro lado, se ha demostrado en lineas celulares de HCC que la
expresion de CD133 esta involucrada en la supervivencia celular a través de la

regulacion de la captacion de glucosa y la autofagia'®®.
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Marcador Otra denominacion Funcion

CD133 Prominina-1 Sefalizacion.  Neurotensina/IL-8/  CXCL1.
proliferacion, autorrenovacion, diferenciacion
clonogenicidad y tumorigenicidad. 120121

OVe6 Marcador de celulas Desconocido hasta ahora. Se considera marcador

ovales de células progenitoras inducibles en modelo de
roedores. Clonogenicidad y diferenciacion.'?12,

EpCAM Molecula de adhesién Activacion de la sefializacion de Wnt.

epitelial celular Reprogramacion, autorrenovacion,
diferenciacion y tumorigenicidad.?412°,

CD13 Grupo de Reduccién del dafio en el ADN inducida por

diferenciacion 13 ROS. Quimiorresistencia, quiescencia,
tumorigenicidad y autorrenovacion.126:127,

CD24 Antigeno termoestable Regulaciéon de NANOG mediada por STAT3.
Autorrenovacion, tumorigenicidad y
diferenciacion?®1%,

CD90 Thy Anclaje de glicofosfatidilinositol (GPI)2813!

CDh44 Receptor de AH Participacion en la EMT. Proliferacion,
autorrenovacion, diferenciacion clonogenicidad
y metastasis!20132133

ALDH Aldheido Grupo de enzimas intracelulares que oxidan los

dehidrogenasa

aldehidos  (cumpliendo asi una funcion

desintoxicante). 134135

Ademas, Zheng Zhu y col, observaron que las células CD133"CD44" mostraban alta

capacidad tumorigénica con expresion diferencial de algunos genes asociados con

células madre y fueron mas resistentes a los agentes quimioterapéuticos debido a la

regulacion positiva de los transportadores de la superfamilia de proteinas con cassetes
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de union a ATP (ABC), incluidos ABCB1, ABCC1 y ABCG2, apoyando que estas
células pueden ser el origen del HCC?°. Ademas, se ha observado que cuando se aislan
las CSCs hepéticas, mediante sus marcadores, las vias de sefalizacion, de
autorrenovacion y diferenciacion como Wnt, Notch, TGF-B, Hedgehog y la via
PISBK/AKT/mTOR, estan muy activas en diferentes magnitudes, apoyando la idea de la
contribucion de las CSCs a la heterogeneidad del HCC%81%¢,

Por otro lado, Zhou S et al, han descripto que el receptor 4 tipo Toll (TLR4) juega un
papel esencial en la progresion del HCC y ha sido explorado como posible marcador de
CSC hepatica®®’. En su estudio demostraron que la expresion de TLR4, en muestras de
pacientes con HCC recidivante, fue mayor que aquellos no recidivantes, y han
observado que la via de sefializacion de TLR4 es activada por lipopolisacarido (LPS)
induciendo la activacion de la via de Akt y el aumento de la expresion SOX2, lo que
indica que SOX2 es un mediador aguas abajo de la sefializacion de LPS-TLR4'.
Ademas de la resistencia observada frente a las terapias convencionales, las CSCs
pueden evadir al sistema inmune, por ejemplo mediante la sobreexpresion del marcador
CDA47, que participa en las vias de transduccidn de sefiales inhibitorias, cuando se une a
la proteina de sefial regulatoria oo (SIRPa) presente en M¢ y otras APCs, evitando que
las CSCs sean fagocitodas'®. SIRPo. es una proteina transmembrana que contiene tres
dominios similares a inmunoglobulina (Ig) en la region extracelular y cuatro residuos de
tirosina para la fosforilacidn en la region citoplasmatica. La fosforilacion de la tirosina
de la region citoplasméatica de SIRPa se desencadena por diversos factores de
crecimiento y citoquinas. Ademads, SIRPa es especialmente abundante en las neuronas,
asi como en las células hematopoyéticas de linaje mieloide, como los M¢ o las DCs™°.
La region extracelular de SIRPa interactua con su ligando, CD47, a través de un

dominio similar a IgV en el extremo NH. de la region extracelular de SIRPa. En
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contraste con la expresion restringida de SIRPa, CD47 se expresa en la mayoria de los
tipos celulares y es indicador de supervivencia celulart®’. La unién de SIRPa con CD47
promueve la fosforilacion de tirosina de la region citoplasmatica de las APC. El papel
fisiologico de la interaccion entre CD47-SIRPa es la prevencion de la fagocitosis de las
celulas sanguineas maduras, actuando como un interruptor molecular para la regulacion
de la fagocitosis de glébulos rojos envejecidos. Sin embargo, se ha reportado que la
interaccion de CD47 expresada en células tumorales con SIRPa en los M¢ evita la
eliminacidn de las células tumorales (figura 6). Recientemente, ha sido propuesto que la
interrupcion de la interaccion CD47-SIRPa sea una nueva estrategia para el tratamiento
del cancer. De hecho, CD47 es idéntico a un antigeno tumoral a OV-3, cuyo nivel se
encuentra aumentado notablemente en las células de carcinoma de ovario'#!. Existen
varios reportes que indican el aumento del nivel de la expresion de CD47 en leucemia
mieloide aguda’*? y en tumores sélidos'*®. La expresion elevada de CD47 también se ha
sido asociada con un mal prondstico en pacientes con estos tumores malignos*** . Por lo
tanto, el aumento de la expresion de CD47 en las células tumorales permite, de alguna
manera, la presentacion antigénica por los APCs, lo que resulta en la promocién del

crecimiento tumoral y la diseminacion in vivo!®.
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Figura 6: Papel de la interaccion CD47-SIRPa. en la vigilancia inmunitaria tumoral.
La interaccion de SIRPa en una APC con CD47 presente en una célula tumoral, evita la
fagocitosis las células tumorales por las APC. El blogueo de la interaccion CD47-SIRPa
Ccomo una nueva estrategia para la terapia contra el cancer. Modificado del sitio web

Biocience.

1.4. Tratamiento del hepatocarcinoma

1.4.1. Convencionales
Desafortunadamente, solo alrededor del 30-40% de los pacientes diagnosticados con

HCC puede beneficiarse con tratamientos potencialmente curativos como las terapias
ablativas (radiofrecuencia o alcoholizacion), la reseccion hepatica y el trasplante®. En
la mayoria de los casos, el HCC es diagnosticado en estadios avanzados y las opciones
terapéuticas son limitadas y sin intencion curativa.

La quimioterapia sistémica no ha mostrado un beneficio en términos de supervivencia
en ensayos clinicos aleatorizados, ya que los pacientes con HCC tienen cirrosis
subyacente que se asocia con una baja tolerancia a la quimioterapia sistémica, con
elevada de toxicidad!*"1%®, En un estudio inicial de fase I, la antraciclina doxorrubicina,
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que se ha utilizado en un principio para el tratamiento del HCC avanzado, demostro
tasas de respuesta de un 79%, incluidas tres respuestas completas en HCC avanzado®*®.
Sin embargo, estudios posteriores demostraron una eficacia limitada (<20% de
respuestas clinicas), elevada toxicidad y sin beneficio significativo en la
supervivencia®®.
Por otro lado, el anti-metabolito 5-fluorouracilo (5-FU), una pirimidina fluorada que se
usa comdnmente en el tratamiento del céancer de colon, se ha evaluado para el HCC
avanzado mostrando una actividad modesta con tasas de respuesta del 28%™. Sin
embargo, en estudios donde se compara con otros quimioterapicos mostro una escasa o
nula respuesta clinica'®°, Por otro lado, se ha observado en varios estudios clinicos,
que el uso de la gemcitabina, otro anti-metabolito que inhibe la enzima responsable de
la generacion de los trifosfatos de deoxinucledsidos en la sintesis del &cido
desorribonucleico (ADN), induce efecto antitumoral®™* pero con efectos minimos (17-
18%) en la sobrevida o incluso ineficaz, en el HCC™. Recientemente, se ha investigado
la gemcitabina en combinacién con la doxorrubicina mostrando una tasa de respuesta
del 24%%,
Por otro lado la radioterapia, tampoco ha probado ser muy eficaz para el HCC, pero se
han visto algunos resultados alentadores al utilizar graduaciones crecientes de radiacion
y/o en combinacidn con otras terapias dirigidas, que puede proporcionar un excelente
control local*®’.

1.4.2. Terapias dirigidas e inhibidores de tirosina quinasas
Las tirosinas quinasas (TK) son enzimas fosforilantes que participan en diversas vias
celulares y juegan un papel vital en la regulacion de la sefializacion del factor de
crecimiento. La activacion de las TK produce un aumento de la proliferacion y el

crecimiento de las células tumorales, tiene efectos anti-apoptoticos y estimula la
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angiogenesis. Las proteinas quinasas estan involucradas en el comienzo de la
tumorigénesis cuando son activadas por mutaciones somaticas. Los inhibidores de la
tirosina quinasa (ITK), se unen a los TK o suprimen la unién de la adenosina
5'-trifosfato  (ATP) para interferir con la transduccion de sefiales’®1%, Existen
diferentes ITK como sorafenib, regorafenib, lenvatinib, palbociclib, sunitinib y
abemacicilib que varian segun sus efectos farmacocinéticos®.

En la actualidad, el sorafenib (Nexavar®) es el tratamiento estandar, de primera linea,
para pacientes con HCC avanzado y aprobado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA). A nivel molecular inhibe multiples tirosina quinasas de la
superficie celular (ej. receptores para VEGF, PDGF (a y B), c-kit) y varias proteinas de
la cascada quinasa como Ras, C-Raf, B-Raf, asi como MAPK!%!, Estas cascadas de
sefializacion involucra a la sefializacién, proliferacion, angiogénesis y apoptosis de las
células tumorales®®. Se ha demostrado que in vitro, sorafenib inhibe la proliferacion de
células HCC e induce su apoptosis, asi como también inhibe el crecimiento tumoral,
reduce la angiogénesis tumoral e induce la apoptosis de células tumorales en modelos
animales de HCC2, A pesar de la eficacia comprobada del sorafenib para aumentar
significativamente la sobrevida en pacientes con HCC avanzado, sus resultados son
limitados, en parte debido al desarrollo de resistencia'®*'%4. El ensayo clinico SHARP6
y su validacion en Asial®® han demostrado que el sorafenib aumenta la supervivencia
general en solo de meses en comparacion al placebo®®’.

Ademas, lenvatinib (otro ITK), actualmente es considerado tratamiento de primera linea
tras los resultados de un estudio randomizado controlado contra sorafenib, ofreciendo
similares resultados en cuanto a sobrevida global (no inferioridad en comparacion con
sorafenib) HCC81%% | envatinib inhibio el crecimiento tumoral en diferentes lineas de

HCC y en modelos animales in vivo'™.
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Por otro lado, en 2017, la FDA aprobd el regorafenib (Stivarga®), en segunda linea para
pacientes con HCC no resecable*®*'t, El regorafenib exhibié actividad anti-
proliferativa, anti-angiogénica, anti-tumoral y anti-metastasica en varios modelos
murinos de cancer'’2, Por ello, es el primer farmaco aprobado para el tratamiento del
HCC en pacientes que han progresado durante o después de la terapia con sorafenib®2,
Pacientes refractarios a sorafenib que recibieron regorafenib mostraron un beneficio de
supervivencia. Ademas, el regorafenib ha mostrado mas potencia para inhibir las TK y
las fosfatasas que el sorafenib y un mejor perfil de tolerancia en pacientes con HCC",
Desafortunadamente, en un estudio de 379 pacientes que recibieron regorafenib, se ha
observado una leve prolongacion en la sobrevida de los pacientes de sélo 3 meses. En la
actualidad, el regorafenib es la terapia estandar de segunda linea para pacientes
refractarios al sorafenib'’®. Por otro lado, nuevos farmacos se estan evaluando en la
actualidad para pacientes HCC avanzados tratados previamente con sorafenib. El
cabozantinib, demostré en un ensayo aleatorizado, controlado con placebo, de fase IlI,
una mejoria significativa en la supervivencia general'’®.

Por otro lado, ramucirumab (Cyramza®), un anticuerpo monoclonal anti-VEGFR-2
completamente humano, ha sido aprobado como monoterapia para el tratamiento de
pacientes con HCC y niveles de a-fetoproteina >400 ng/ml, previamente tratados con
sorafenib. Ramucirumab prolong0é significativamente la supervivencia general y la
supervivencia libre de progression en relacion con el placebo en un ensayo aleatorizado
REACH 2, de doble ciego de fase 32,

1.4.3. 4-metilumbelliferona y acido hialurénico

El AH es un glucosaminoglicano (GAG), componente principal de la MEC, con muchas
funciones en el desarrollo de los tejidos, incluido el apoyo y el anclaje de las células,

que facilita la sefializacion célula a célula, el movimiento y la migracién celular. Ha
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sido descripto que el AH se encuentra aumentado en muchos sitios de inflamacion
cronica, incluido el TME de varios tumores malignos!’’. EI AH es un dimero sintetizado
por tres enzimas presentes en la membrana celular llamadas sintetasas del AH o HAS1,
HAS2 y HAS3 reguladas independientemente. Estas enzimas generan
predominantemente AH de alto peso molecular (APM-AH) de entre 2x10° y 2x10°
Dalton!’®. Estas enzimas agregan repetidamente acido glucurénico (UDP-GICUA) y
UDP-N-acetil-glucosamina (UDP-GIcNAC), proveniente del citoplasma, al polisacarido
naciente hacia el espacio extracelular, formando el AH'". EI AH en circulacion se
degrada rapidamente, mientras que el AH que tiene una vida mas larga es el que se une
a las proteinas y se incorpora a los tejidos, como en las articulaciones, las membranas
basales y el tejido vitreo del ojo. Muchos procesos de enfermedades asociadas con
inflamacién cronica estan asociados con aumentos de AH, incluida la diabetes tipo 2
(T2D)'"®, la cirrosis hepatica'®, el asma y entre otras'®82 En este sentido, se ha
descripto que la cumarina de origen vegetal 4-metilumbelliferona (4Mu) (figura 7)
puede modular la sintesis de AH en diferentes modelos experimentales de cancer como
de mama®®, higado 84, colon!®8, El 4Mu es una molécula derivada de las plantas de
la familia Umbelliferae, representadas principalmente por el apio de monte (Levisticum
officinale) y la manzanilla (Matricaria recutita)*®’.

4Mu es conocido por sus propiedades fluorescentes, es incoloro a pH 7.0 y exhibe una
fluorescencia azul a pH 7.5. A la luz de estas propiedades, se ha utilizado ampliamente
como un indicador fluorescente sensible al pH en multiples entornos experimentalest®’.
Se sabe que 4Mu inhibe la produccion de AH al menos de dos maneras. Primero, como
un sustrato competitivo para la enzima Uridina difosfato (UDP) glucuronosiltransferasa
de (UGT), involucrada en la sintesis de AH%® Tanto GIcUA como GIcNAc son

marcados con un residuo UDP a traves de la enzima UGT. La disponibilidad de UDP-
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GICUA y UDP-GIcNAC controla asi la sintesis de AH por las HAS®. Sin embargo,
cuando 4Mu esté presente la UGT formando 4Mu-GIcUA que une covalentemente a
través de su grupo hidroxilo en la posicion cuatro al &cido GIcUA. Como consecuencia,
la concentracion de UDP-GIcUA declina en el citosol y la sintesis de AH se reduce. De
este modo, 4Mu reduce el contenido de UDP-GIcUA dentro de las células e inhibe
selectivamente la sintesis de AH,

En segundo lugar, 4Mu reduce la expresion de la expresion de ARNm de las HAS 2 y
3191 asi como el ARNm de la UDP-glucosa pirofosforilasa y deshidrogenasa®2. No esta

claro como funciona este segundo mecanismo o0 qué tan selectivo es para estos

ARNM%,
CHs CHs
AN AN
HO 0”0 NaO 0”0

Figura 7: Estructura quimica de 4-metilumbelliferona (izquierda), con peso molecular de
176.2 kDa vy el 4-Metilumbelliferona sodica (derecha), con un peso molecular de 198,15
kDa. Obtenido de Nadine et al, Frontier in immunology 2015%,

Se ha postulado que 4Mu es un inhibidor selectivo de la sintesis de AH, sin afectar otros
GAG. Esto se debe a que 4Mu actia como un competidor selectivo en el citoplasma,
impidiendo que otros GAG, como condroitin y heparan sulfatos, fueran afectados por
4Mu, ya que estos se sintetizan en el aparato de Golgi*®’.

Publicaciones recientes han demostrado el beneficio de la utilizacion 4Mu en diferentes
patologias. En particular, 4Mu es un medicamento ya aprobado en Europa y Asia
llamado "Hymecromona" (Cantabilin® en Italia), donde se usa como colagogo. Desde el
2006, se demostré que 4Mu tiene efecto sobre cancer de pancreas, y se han acrecentado
las evidencias que 4Mu tiene efecto antitumoral en lineas celulares y modelos in vivo de
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diferentes tipos de tumores incluyendo el HCC84, cancer de prostata, cancer de esofago,
cancer de mama, sarcoma, leucemia y cancer de ovario®’.
La acumulacion excesiva de la MEC es una respuesta reparadora natural a una lesion
hepatica que puede desencadenar en fibrosis. En este sentido, la accion antifibrética de
4Mu se ha demostrado en modelos de raton con fibrosis hepética, inducidas con drogas
hepatotoxicas como la tioacetamida (TAA)!®* o el tetracloruro de carbono (CCl4)!®. El
efecto del 4Mu se asocié con la menor deposicion de AH en el tejido hepatico y la
disminucion en la activacion in vitro de las HSC.8
La mayoria de estos efectos son consistentes con lo que se sabe sobre los roles
fisiol6gicos de AH tanto en el crecimiento, la diferenciacién normal y aquellos tumores
que establecen matrices ricas en AH para promover su propio crecimiento y metastasis.
Sin embargo, todos los efectos del tratamiento con 4Mu no estan directamente
relacionados con la inhibicion de la sintesis de AH. Por ejemplo, en una linea celular
tumoral ovérica se informé que 4Mu inhibe su crecimiento mediante la supresion del
ARNmM de la timidina fosforilasa!®.

1.4.4. Terapia génica
Desde la introduccion del concepto de terapia génica en la década de 1970, el campo ha
avanzado considerablemente con notables éxitos clinicos demostrados en muchas
indicaciones clinicas en las que actualmente no hay opciones de tratamiento estandar
disponibles!®’. La terapia génica consiste en la transferencia del material genético
exogeno a las células logrando una expresion del gen terapéutico o "transgen™ con el
objetivo de corregir un defecto genético o conferir una nueva funcion biologica con el
propésito de prevenir o tratar una enfermedad. Existen dos estrategias
basicas:1) introducir un vector integrador en un precursor o célula madre para que el

gen pase a cada ceélula hija. La transduccion de células madre es generalmente un
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proceso ex Vvivo y requiere un vector integrador, (el vector esta disefiado para integrarse
en uno o mas loci en los cromosomas del paciente)!®®; 2) La administracion del gen en
cuestion en un vector no integrantivo a una célula post mitética o de division lenta de
larga duracion, asegurando la expresion de ese gen para la vida de la célulal®,

La terapia génica ex vivo requiere la recoleccion de células del paciente o de un donante
en el cual, el gen terapéutico se transduce a estas céelulas in vitro y luego estas células se
reintroducen en el paciente. Por el contrario, la terapia génica in vivo se basa en la
modificacion funcional de las células dianas mediante inyeccion transgénica directa en
el paciente. Para abordar estas dos opciones, existen multiples formas de administrar los
transgenes terapéuticos (genes completos, moléculas antisentido, ribozimas o ARN de
interferencia, entre otros) incluido el uso de vectores virales y no virales (figura 8), cada
uno de los cuales ofrece ventajas y desventajas. El vector viral modificado, del cual nos
referiremos en este trabajo, representan una de las rutas de administracion mas

comunes, debido a su eficiencia de transduccion para genes terapéuticos!®”199-201,

Terapia Génica

somatica

Vector viral Vector no viral

AND desnudo/envuelto
Electroporacion
Liposomas (incluidos exosomas)

Adenovirus
Virus adenoasociados

Retrovirus/lentivirus - .
Bacterias

Bacteriofagos
Particulas parecidas a virus

Herpesvirus
Varicela

Figura 8: Vectores virales y no virales.
Obtenido de Thorne et al, Advances in Biochemical Engineering / Biotechnology, 2018.
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1.4.4.1. Terapia génica in vivo: vectores adenovirales

Son de los més empleados, actualmente con varios productos aprobados por los
organismos regulatorios. Su éxito se debe en su disefio, que se realiza mediante la
supresion de regiones implicadas en el proceso de replicacion viral y la incorporacion
en su lugar, del material genético de interés. De esta forma el nuevo virus es efectivo, lo
que significa que mantiene la capacidad de infectar las células, pero es incapaz de
replicarse en ellas. En este trabajo nos enfocaremos principalmente en los vectores
adenoviralest¥’.
Los adenovirus que infectan humanos son miembros de la familia Adenoviridae, es un
virus encapsulado por una nucleocapside icosaédrica y ADN bicatenario de 38 kilobases
(kb) y carecen de envoltura lipidica?®?. En su capside existen alrededor de una docena
de proteinas en la que se agrupa en las estructuras llamadas Fibra, Pentén y Hexon
(figura 9A)?%®. Existen al menos 70 serotipos de adenovirus humanos, denominados
Ad1-Ad70, que forman en su totalidad siete "especies” (A, B, C, D, E, F y G)2042%,
El primer paso de la infeccion de los adenovirus implica la fijacion de la fibra a su
receptor primario. Para los adenovirus de las especies A, C, E y F, este receptor
primario es el receptor de coxsackie (CAR), mientras que se demostré que para los
adenovirus de las especies B y D la interaccién es a través de receptores distintos de
CAR?, |a interaccion entre el receptor CAR Yy la fibra lleva que el virion se aproxime
a la superficie celular facilitando la interaccion con las integrinas celulares y la base de
penton. En un segundo paso, esta interaccion induce respuestas celulares que cambian el
citoesqueleto, internalizan el virién a través de vesiculas impermeabilizadas y se
transportan al endosoma. Aqui, el virion se desmonta parcialmente y se libera al
citoplasma, donde finalmente viaja al ndcleo para la replicacion viral. Un punto
importante, es que la expresion de los genes es de forma transiente, refiriéndose a que
su genoma se mantiene en estado episomal en el nicleo?°.

57



Introduccion

El genoma de los adenovirus codifica aproximadamente 35 proteinas que se expresan en
dos fases generales, “temprana” y “tardia”. En la etapa temprana, que ocurre antes del
inicio de la replicacion del ADN viral, unas 7 horas después de la infeccion, tienen
funciones reguladoras que permiten que el virus lleve a cabo la replicacién del ADN
viral y la replicacion de virones. En esta etapa inducen la expresion de las unidades de
transcripcionales E1B, E2, E3 y E4 y alteran la expresion de una multitud de genes para
facilitar la replicacion del adenovirus. En la etapa "tardia", que ocurre después del inicio
de la replicacién del ADN, se codifican, principalmente, proteinas estructurales del
virus. Los viriones se ensamblan en el nucleo al cabo de un dia de infeccidn, y después
de varios dias la célula se lisa para liberar virus infecciosos (figura 9B)?’. La mayoria
de los vectores adenovirales son versiones genéticamente modificadas del subtipo 5
(Ad5), y son de dos tipos: competentes en la replicacion (RC) y defectuosos en la
replicacion (RD). Los vectores RC (oncoliticos) lisan las células cancerosas como
resultado final de su ciclo de vida, y se espera que una particula infectante produzca 103
o incluso 10* particulas virales, que luego pueden infectar y destruir las células
tumorales vecinas. Por otro lado, Los vectores RD tienen eliminados los genes
esenciales ELA y E1B (generalmente también se elimina el gen E3) y reemplazados por
un casete de expresion con un promotor de alta actividad como el promotor temprano de
Citomegalovirus inmediato (CMV) que impulsa la expresion del transgen de interés?,
Estos vectores eliminados ELA y E1B generalmente se construyen a partir de plasmidos
0 ADN del adenovirus que contienen el genoma adenovirus modificado genéticamente
y los vectores crecen en lineas celulares complementarias como HEK293, PER.C6 o
N52.E6 que retienen y expresan los genes de E1A y E1B (figura 9C).2%°

En los modelos murinos, el 90% de los vectores basados en Ad5, administrados por via

sistémica, infectan directamente al higado, y el 10% restante infectan al bazo, corazén,
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pulmén y rifion*®’. En el higado, interactdan principalmente con las células de Kupffer,
ademas de interactuar con los M¢ en el bazo, asi como con los neutrdfilos, las plaquetas
y los globulos rojos?®®21°, Esta infeccion no se realiza directamente a través del receptor
CAR?, sino que primero se une al factor de coagulacion sanguinea X, (FIX, FX) y la
proteina del complemento (C4BP), que interactuan con las proteinas de la capside del
adenovirus, lo que redirige del torrente sanguineo al higado, donde media la infeccion
por hepatocitos a través de sus proteoglicanos de heparan sulfato?'22%3,

En la actualidad existen aproximadamente 55 ensayos clinicos activos para el
tratamiento del cancer, en los que se usan adenovirus como vectores oncoliticos, terapia
génica 0 vacunas terapéuticas en la cual utilizan diferentes blancos terapéuticos?'.
Como tal, en estos vectores adenovirales en la terapia contra el cancer, se debe lograr un

equilibrio entre la induccion de respuestas inmunes anti-adenovirales y antitumorales4,
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Figura 9: Esquema de la estructura del adenovirus y el sistema de integracion
génica. Tomado y modificado de Winnie , et al Advances in Hematology 2013%% y
Mazzolini, et al Trends in immunology 20012

1.4.5. Inmunoterapia
El HCC puede ser considerado como un tumor inmunogénico?’?* y, por lo tanto,

susceptible a estrategias basadas en inmunoterapia?'®. Por ejemplo, a la inoculacion de
vacunas tumorales o vacunas de polipéptidos basadas en a-fetoproteina (AFP) para
activar respuestas inmunes especificas contra HCC?%, la terapia adoptiva de células T
empleando linfocitos infiltrantes del tumor o provenientes de sangre periférica, la
vacunacion terapéutica con DCs, citoquinas administradas por via sistémica y, mas
recientemente, anticueros monoclonales inmunoestumuladores, principalmente los
inhibidores de los puntos de control inmunitario??. Sin embargo, el TME supresivo del

HCC sigue siendo un obstaculo importante para montar una respuesta antitumoral
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efectiva, particularmente para las estrategias inmunoterapéuticas????%, ya que la
eficacia de la respuesta inmune es el resultado de diversas interacciones entre los
eventos inmunoestimuladores e inmunosupresores?24225

La inhibicion de la inmunidad antitumoral se debe a la expresion de moléculas de punto
de control CTLA-4 y PD-1. Las moléculas PD-1 y CTLA-4 son altamente expresados
por los linfocitos Treg y la activacion del receptor PD-1 puede estimular la generacion
de linfocitos Th2, mientras que su bloqueo mejora las actividad de las células Th1%2°.
En el afio 2017, la FDA aprobo el uso del anticuerpo anti-PD1 (nivolumab) para el
HCC avanzado en pacientes refractarios al tratamiento con sorafenib??’. Este anticuerpo
monoclonal humano previene la asociacion de PD1 con sus ligandos PD-L1 y PD-L2,
ya que esta union conduce a la disminucién de la activacion de las células T y la
consecuente respuesta?®. La molécula CTLA-4 puede inhibir la inmunidad antitumoral
al competir por las moléculas CD80 y CD86, expresadas por las DCs, con el receptor
coestimulador de células T CD28. En este sentido, la combinacion con los inhibidores
de puntos de control para CTLA-4 y PD-1/PD-L1 han demostrado tener eficacia en
pacientes con HCC, basandose por una potente tasa de respuesta global y por la
duracion de la respuesta?2®2%0,

Pembrolizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que inhibe directamente la
unién de PD-1 a sus ligandos PD-L1 y PD-L2. En 2018, ha sido aprobado terapias de
segunda linea por FDA para el tratamiento sistémico de etapa avanzada HCC luego del
tratamiento con sorafenib?¥232, Los ensayos de fase Il de pembrolizumab estan en
curso, incluido el ensayo KEYNOTE-240 (ClinicalTrials.gov: NCT02702401) en los
Estados Unidos, Asia, Australia, Europa y Japon?!. Mas alla de los resultados positivos
de este ensayo de fase Ill, este ensayo no alcanzé su objetivo principal de prolongar la

sobrevida general ni la sobrevida libre de enfermedad en comparacion con el placebo?.
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1.45.1. Inmunoterapia basada en 1L-12

La interleuquina 12 (IL-12) es una citoquina heterodimérica compuesta por dos cadenas,
o p35 y B p40, secretada principalmente por las APCs, como las DCs, los Md
(especificamente los de fenotipo M1), y algunas células B.
La sefalizacion de 1L-12 a través de STAT-4 es critica para la diferenciacion Thly la
adquisicion de funciones citoliticas por las células T CD8"; asi como también para
desplegar su capacidad para inducir la liberacion de IFNy por parte de las células NK,
asi como de las células T CD4" y CD8*. Ademas, induce la expresion TNF-o y méas
IL-12, favoreciendo de esta manera una retroalimentacion positiva y promoviendo un
mayor reclutamiento de APCs y regulando las funciones de otros tipos de células
efectoras?®*. En una de las vias de sefializacion que activan la expresion IL-12 se
encuentra los TLR, que a su vez activan la proteina de respuesta primaria de
diferenciacion mieloide 88 (MyD88), que a su vez activa el factor nuclear kB (NF-«kB)
permitiendo la transcripcion de 1L-122342% (figura 10).
Uno de los objetivos de la inmunoterapia es revertir el ambiente inmuno supresor que se
genera en el entorno tumoral. La ausencia de células T CD8* perjudica gravemente los
efectos antitumorales en la mayoria de los modelos tumorales. En este sentido, I1L-12
posee una potente actividad antitumoral promoviendo la respuesta inmune celular
activando tanto las CTL y Thl especificos del tumor?®. Pero ademas, se han
identificado mecanismos no inmunes de IL-12, uno de ellos es la regulacion negativa de
la angionenesis por la proteina inducible por INFy (IP-10) en tumores en crecimiento®.
Los mecanismos mejor estudiados de IFNy en la modificacion el TME incluyen®: (i) el
mejoramiento de la presentacion antigénica a traves del MHC | en células tumorales, (ii)

la induccion de la expresion de quimioquinas CXCL9, 10 y 11 para atraer células T NK,
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Thl y CD8", (iii) la transformacion de los M¢p M2 en M¢ M1 activados, (iv) la
inhibicidn de la angiogénesis de una manera dependiente de CXCR3 (figura 10).

Los vectores basados en adenovirus que expresan 1L-12 (AdIL-12) han mostrado un
efecto antitumoral y la potenciacion de la respuesta inmune en modelos murinos?3%:24,

240 y en ensayos clinicos®*.

en grandes animales en medicina veterinaria
El uso de vectores de AdIL-12 se encuentra actualmente en ensayos clinicos de fase |
para cancer de prostata y pancreatico, tumores cerebrales pediatricos, glioblastomas y
oligoastrocitomas (ClinicalTrials.gov: NCT02555397, NCT03281382, NCT03330197,
NCT02026271 respectivamente).

Ademas, se ha comprobado en modelos murinos tanto inmunosuprimidos como
inmunocompetentes que la IL-12, ademas de inducir la liberacién de INF-y puede
inhibir la tumorigénesis inhibiendo la angiogénesis, generando arresto en fase GO/G1 e
induciendo apoptosis de las células tumorales®*?. Desafortunadamente, el IFNy también
es el principal mediador de los efectos toxicos de IL-12. Ademas, el exceso de IFNy,
activa mecanismos inmunorreguladores como la expresion de PD-L1 y de la enzima
indoleamina 2,3-dioxygenasa 1 (IDO-1), mediandola resistencia adaptativa a la
inmunoterapia®’.

La expansion de CTL facilita el cultivo de celulas efectoras para los regimenes de
terapia celular adoptiva. Sorprendentemente, la sinergia de IL-12 con la terapia de
células T adoptivas no solo proporciona CTL, sino que también funciona a nivel efector.
Esto fue revelado por estudios en ratones con enfermedad tumoral sistémica, en los que
algunos nodulos malignos se transdujeron con AdIL-12 y posteriormente se

administraron CTL antitumorales i.v?*

. Ademas, la IL-12 tambien se puede utilizar
para regular artificialmente las funciones de las DCs para promover las respuestas

inmunes celulares. Cuando se realiza la transfeccion de I1L-12 en DCs probablemente
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actla a una serie de niveles, estimulando las células T, las células NK y las DCs de
forma autdcrina. Las DCs capturan antigenos tumorales dentro del tejido maligno y
migran con avidez a los ganglios linfaticos drenantes donde se presentan los antigenos

mientras se producen altos niveles locales de 1L-12%1°,

1.4.5.2. Inmunoterapia basada en células dendriticas
El HCC es un blanco atractivo para la inmunoterapia como lo demuestra un

reclutamiento activo de linfocitos infiltrantes de tumores que son capaces de lisar
células tumorales autdlogas ex vivo. En este sentido, en las ultimas décadas, la
utilizacion de DCs pulsadas con antigenos tumorales o modificadas géneticamente para
producir citoquinas proinflamatorias se ha propuesto como una herramienta para
reestimular el sistema inmunitario potencidndolo para superar el microambiente
supresor y conseguir el desarrollo de a una respuesta antitumoral significativa?**24°, En
un ensayo clinico de fase Il que investigd la seguridad y la eficacia de la vacunacion
intravenosa con DCs aut6logas maduras pulsadas ex vivo con un lisado de la linea
celular tumoral hepatica (HepG2) en 35 pacientes con HCC avanzado, se observo que
fue segura y bien tolerada, con la generacion de respuestas inmunitarias especificas en
algunos casos*®. En otro estudio, Jian-cong Sun et al, demostraron que las DCs
cargadas con ARN de células HuH7 CD133" podrian inducir una respuesta CTL
especifica contra estas células in vitro?*’. A pesar que hay muchos estudios en pacientes
que indican que las vacunas basadas en DCs son viables y seguras, las ventajas clinicas

de su uso como monoterapia para el cancer siguen siendo modestas.
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Figura 10: Mecanismos mediados por la IL-12. La activacion por TLR4 induce la produccion
de IL-12 en las APCs, lo que a su vez induce la liberacion de IFNy por las células NK, los
linfocitos CD4" y los linfocitos CD8*. El IFNy es el mediador principal de las propiedades
inmunoestimuladoras de la IL-12 que actian sobre células tumorales, M¢, linfocitos y células
endoteliales. Las flechas azules representan acciones que resultan en efectos proinflamatorio y
las flechas rojas representan acciones que resultan en efectos inhibitorios. Adaptado de
Berraondo et al, Clinical Cancer Research 20182%42%2% Tyrosine kinase-2 (TYK2) y Janus
kinases (JAKS).
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2. HIPOTESIS

Los efectos antifibroticos y antitumorales reportados para 4Mu en diferentes tipos de
cancer, incluyendo el HCC, permite mejorar la eficacia de la inmunoterapia génica
basada en el uso del vector adenoviral que expresa los genes de la citoquina
inmunoestimuladora IL-12 (AdIL-12) en el HCC asociado a fibrosis. La accion de 4Mu
esta mediada por distintos mecanismos, relacionados o no con la capacidad de inhibir la
sintesis de AH, incluyendo la modulacion del comportamiento de las células tumorales
y de otros componentes del microambiente tumoral como las CSCs y células del sistema

inmunitario.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
El objetivo general de este trabajo fue evaluar el rol de 4Mu en la remodelacion del
microambiente tumoral y estudiar si sus efectos sobre diferentes componentes del TME
podrian potenciar la eficacia antitumoral de AdIL-12 en un modelo murino de HCC
asociado a fibrosis.
3.2. Objetivos especificos
1-Evaluar el efecto antitumoral de la terapia combinada basada en 4Mu y el vector
adenoviral AdIL-12 en un modelo ortotopico experimental de HCC con fibrosis
subyacente.
2-Caracterizar el perfil de células del sistema inmunitario que infiltran el tejido
tumoral hepético tras la terapia.
3-Analizar el efecto de los tratamientos individuales o combinados sobre las CSCs en
lineas celulares de HCC in vitro, asi como también en tumores in vivo.
4-Estudiar los efectos del empleo de 4Mu en protocolos de vacunacion terapéutica

empleando DCs en modelos de HCC in vivo.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Animales
Se emplearon ratones machos de 6 semanas de diferentes cepas: C3Hj/He, BALB/c y
ratones atimicos N:NIH(S)-nu (nude), adquiridos en el Bioterio Central del Centro
Atomico Ezeiza, Buenos Aires, Argentina. Los animales se mantuvieron en el Bioterio
de la Facultad de Ciencias Biomédicas (FCB) de la Universidad Austral. Los
experimentos fueron realizados siguiendo las pautas de uso ético de los animales del
Instituto de Salud de EEUU (NIH) y de acuerdo a la aprobacion de nuestros protocolos
por el comité de bienestar animal (CICUAL, protocolo #2018-05) de la FCB.
4.2. Lineas celulares

Para este trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares de HCC murinas: Hepal29
(singeneicas con ratones C3Hj/He, que fueron proporcionadas amablemente por el Dr.
Volker Schmitz (Universidad de Bonn, Alemania), células Hepal.6 (singeneicas con
ratones C57BL/6), células de colangiocarcinoma BNL (singeneicas con ratones
BALB/c), cedidas por el Dr. Jesus Prieto de la Universidad de Navarra, Espafia. Todas
las lineas fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen Argentina,
Buenos Aires, Argentina) con suero fetal bovino (SFB) al 10%. También se utilizaron
células de HCC humanas Hep3B, HepG2 y Huh7 (ATCC, Manassas, VA 20108, EE.
UU.), proporcionadas por el Dr. JesUs Prieto, Universidad de Navarra, Espafia; y se
cultivaron en medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; GIBCO) con SFB

al 10%. Se cultivaron es estufas a 37 °C con 5% CO..
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4.3. 4-Metilumbiliferona:

Para los estudios in vitro, la cumarina 4-Metilumbiliferona (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) se resuspendio en medio de cultivo o solucion de Hank [Hank’s balanced salt
solution (HBSS)] en las concentraciones de 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10 y 50 mM. Para los
estudios in vivo, 4Mu fue resuspendida en agua de bebida en una concentracion de
1 mg/ml.
4.4. Vectores adenovirales

Contamos con vectores adenovirales de primera generacion, que expresan la citoquina
IL-12 o el gen de la B-galactosidasa (utilizado como adenovirus control), construidos en
la Universidad de Navarra y cedidos por el grupo del Dr. JesUs Prieto. El adenovirus
recombinante que portaba IL-12 bajo el control del promotor de CMV se construyé de
la siguiente manera: un fragmento Hindl11/Spel de pBS/p35 con ADNCc de la subunidad
p35 de IL12 se rellend con Klenow y se ligd con extremos romos en BamHI pMV100,
que lleva el promotor CMV y una sefial de poli (A). El plasmido resultante se cortd
mediante Hindlll para liberar un casete de expresion p35 que se ligd en pDE1splA
cortado con EcoRI mediante ligadura de extremo romo (pDE1sp1A/p40). Un fragmento
Ncol/Smal de pBS/p40 que contienia la subunidad p40 de IL-12 se clon6 en pCITE-1
cortado con Ncol/EcoRV que lleva el sitio de entrada de ribosoma interno (IRES). El
plasmido resultante se corté con EcoRI para liberar el fragmento IRES/p40; Este
fragmento, a su vez, se clon6 en pDE1splA/p40 cortado con EcoRI para formar
pDE1splA/IL-12. Se clond un fragmento BamHI/Sall que contenia el promotor CMV,
p35, IRES p40 y sefial de poli (A) en el plasmido de adenovirus pMV60 cortado con
Hindlll para formar pMV60/IL-1228, El plasmido pJM17 contiene el genoma
adenoviral necesario para la recombinacién homéloga con pMV60/I1L12, delecionado en
las regiones E1 y E32%8, En el laboratorio los adenovirus recombinantes se aislaron de

una sola placa y se expandieron utilizando células empaquetadoras Hek293 (ATCC®
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CRL-1573). Luego se purificaron mediante ultracentrifugacion con gradientes de
cloruro de cesio®?. Los virus purificados se dializaron extensamente con 10mmol/L de
Tris por cada Immol/L de MgCl. y se almacenaron en alicuotas a -80 °C. fueron
tituladas por ensayo de placas. La concentracion de vectores recombinantes fue
expresada como el 50% de la dosis infecciosa en cultivos de tejidos (DICTso) por
mililitro.

4.5. Experimentos in vitro

4.5.1. Aislamiento de células por separacion magnética
Las células de la linea Hepal29 fueron inmunomarcadas con el anticuerpo

anti-Prominin-1 o anti CD133/1 asociado a bolitas (beads) magnéticas (1130-092-564,
Miltenyi Biotec, Alemania) por 15 min en BSA 1% en PBS 1X estéril (Buffer FACS).
Luego se realizaron dos lavados con el buffer FACS y sus correspondientes
centrifugaciones (300g) para eliminar el excedente anticuerpos. Las células CD133"
fueron aisladas magnéticamente usando sistema magnético de columnas (MACS), y
columnas de seleccion positiva de menor tamafio (MS). Las columnas MS fueron
lavadas 2 veces con 0.5ml de buffer PBS1X BSA0.1% pH=7.2 para eliminar las células
que no fueron unidas al anticuerpo. Luego se retira las columnas MS del sistema MACS
y se colecta las células CD133" realizando 2 lavados con el mismo buffer. La pureza de
las células separadas fue evaluada por citometria de flujo (FACS Aria, BD Biosciences,
FranklinLakes, NJ, USA). Posteriormente, las células se tifieron con tripan blue para
evaluar la viabilidad y cuantificar el numero final de células obtenidas.
4.5.2. Calculo de la tasa de division celular

Las células Hepa 129 CD133" o0 CD133" fueron cultivadas y tratadas o no con 4Mu por
72 hs. El tiempo de duplicacion celular durante el crecimiento logaritmico fue calculado

acorde a la formula de Hayflick: T=t x [In2/In2(Nt/NO)] (T=tiempo de duplicacion de la
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poblacion; t = tiempo designado después del cultivo; Nt = ndmero de células en el
tiempo designado; NO = nimero de células al inicio del cultivo).

4.5.3. Ensayo de Viabilidad
Las células Hepal29 CD133* o CD133" aisladas (5x10%) fueron cultivadas en placas de
96 pocillos y tratadas o no con 4Mu por 72 hs. Luego de este tiempo, las células fueron
incubadas con bromuro de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazol (MTT,
Promega, Madison, WI, USA) por 4 hs a 37 °C 5% CO.. Para inactivar la reaccion se
utilizé una solucién de 200 pl de acido clorhidrico (10N) en 50 ml de Isopropanol. La
lectura de la absorbancia a 560nm se realiz6 utilizando el espectrofotometro de
multipocillos (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). El experimento fue llevado a
cabo en 2 ensayos independientes y por quintuplicado.

4.5.4. Ensayo de formacion de colonias
Las células Hepal29 fueron tratadas con 4Mu a diferentes concentraciones (0,25; 0,5;
1mM) por 72hs. Luego se sembraron en una densidad de 5 células/cm? en placas de 6
pocillos, en RPMI. Después de 48, 72 y 96 hs de cultivo, las colonias fueron
fotografiadas en microscopio optico (Nikon Eclipse TE300).

4.5.5. Analisis del ciclo celular
Las células Hepal29 CD133* 0 CD133 fueron cultivadas en presencia o no de 4Mu por
72 hs. Luego, las células fueron fijadas en etanol 70%, 30% PBS 1X y se conservaron a
-20 °C por lo menos durante 24 hs. Las células fueron centrifugadas por 10 min a 2000g
a 4 °C y se lavaron dos veces con PBS 1X antes de la incubacion con de ioduro de
propidio en PBS junto con 180 U/ml de ARNasa por 30 min a temperatura ambiente.

Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo.
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4.6. Experimentos in vivo

4.6.1. Modelo experimental de HCC asociado a fibrosis
Utilizamos ratones de la cepa C3H/J:He para evaluar el efecto del tratamiento de 4Mu y

AdIL-12 en experimentos in vivo. Para desarrollar la fibrosis hepatica administramos
tioacetamida (TAA, Sigma-Aldrich, USA) (dosis: 200 mg/kg/dia) por via
intraperitoneal (i.p.) 3 veces por semana, durante 4 semanas. A la cuarta semana de
induccion de la fibrosis con TAA, se procedié a la inoculacion de las células Hepal29
(1.25x10° células) de manera directa subcapsular en el I6bulo izquierdo del higado por
laparotomia (en adelante, dia 0). Luego de 5 dias de implantacién del tumor, los ratones
fueron examinados para observar aparicion del tumor mediante cirugia. Posteriormente,
los animales fueron distribuidos en grupos de tratamiento (n = 8/grupo) que recibieron:
i) salino (control); ii) 4Mu 200 mg/Kg, en el agua de bebida; iii) AdIL-12 1x10°
DICTso/ml, via intravenosa (i.v.), dia 9; iv) 4Mu + AdIL-12 1x10° DICTso/ml i.v, dia 9;
0 v) 4Mu+ Adp-gal 1x10° DICTso/ml, i.v., dia 9. Luego de 2 semanas de tratamiento,
los ratones fueron sacrificados para estudio (extraccion de proteinas, ARN vy
conservacién de 6rganos y tejido tumoral en formol 10%). Se midi6 el volumen tumoral
[con la formula diametro mayor (D) por diametro menor al cuadrado (d?) por pi/2 (n/2)
(D x d?x ©/2)], ademas se cuantificé la magnitud de la ascitis y el nimero de nédulos
tumorales satélites.

Para caracterizar las poblaciones de M¢ intrahepaticos se empled el mismo modelo
experimental de HCC asociado a fibrosis. A los dias 9 y 15 de inoculacién de las células
Hepal29, los ratones fueron sacrificados, los volimenes tumorales fueron medidos con
calibre. Los higados fueron perfundidos con colagenasa por la vena hepatica, y se

recolectaron muestras de las regiones peri-tumoral, tumoral y tejido hepatico sin tumor.
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Luego las secciones fueron disgregadas con un mesh de 70 um y se realiz6 un gradiente
de densidad con Histodenz™ para separar las células parenquimatosas de las no
parenquimatosas de cada region. Luego se seleccionaron las células no parenquimatosas
y se marcd con anticuerpo anti-F4/80-FITC, anti-CD86-APC, anti-MHC II-PE (BD
Biosciences, USA). Mediante citometria de flujo se midio la proporcién de M¢ tipo 1 y
2 utilizando los marcadores F4/80", CD206" y CD86" utilizando la proporcion de M¢
M1/M2 que fue calculada utilizando el logz [(F4/80* CD86") / (F4/80" CD206")]. Por
otro lado, las células de la fraccion no parenquimatosas fueron cultivados in vitro por 30
min, para obtener una poblacion purificada de M¢. Las células adheridas al plastico
fueron conservadas en Trizol® (Invitrogen, USA) y posterior extraccion de ARN,
convertidas a ADNc por la reaccion de la transcriptasa inversa y, por altimo, la RT-
gPCR para la evaluacion de los perfiles de expresion génica.
4.6.2. Modelo de HCC metastasico

Se aislaron células Hepal29 CD133" y CD133" y fueron tratadas in vitro con 0.5 mM de
4Mu por 72 hs. Ratones C3Hj/He fueron separados en 4 grupos y recibieron por via i.v.:
i) células Hepal29 CD133" (1x10% n = 4); ii) células Hepal29 CD133" (1x10° n = 4)
(i.v.); iii) células Hepal29 CD133" tratadas con 4Mu (1x10°% n = 4) (i.v.); 0 iv) células
Hepal29 CD133" tratadas con 4Mu (1x10% n = 4) (i.v.). Se analiz6 la sobrevida de los
animales. Este experimento fue repetido 3 veces.

4.6.3. Modelos tumorales de implantacion subcutanea

4.6.3.1. Modelos subcutaneos en ratones
inmunosuprimidos e inmunocompetentes

Para evaluar el crecimiento in vivo de las células de HCC se utilizaron ratones Nude y
ratones C3Hj/He (n = 4/grupo): Se realiz6 la inyeccion s.c. en el flanco derecho de
1x10° células Hepal29 CD133*, 1x10° células Hepal29 CD133* tratadas con 4Mu,

1x10° células Hepal29 CD133", 1x10° células Hepal29 CD133 tratadas con 4Mu. Se

74



Materiales y métodos

midio el volumen tumoral con calibre 2 veces por semana utilizando la formula (V=D x
d? x p/2).
4.6.3.2. Vacunacion terapéutica con DCs

Se indujeron tumores de HCC de manera s.c. en ratones C3Hj (n = 5/grupo) inoculando
1x10° células de la linea Hepal29 o en ratones BALB/c (n = 5/grupo) inoculando 1x10°
células de la linea BNL. Cuando los tumores llegaron a un volumen promedio de
aproximadamente 80 mm?® se administraron 1x10® DCs maduras sin pulsar o DCs
pulsadas con lisado tumoral proveniente de animales portadores de tumor tratados o no
con 4Mu. Para ello, se resuspendieorn las células en 100 ul de solucion fisiologica y se
aplicaron en la region periganglionar cercano al tumor. El efecto de la terapia se evalu6
midiendo el volumen tumoral segln la formula descripta anteriormente (D x d?x n/2) 3

veces por semana y se analizo, ademas, la sobrevida de los ratones.

4.7. Experimentos ex vivo

4.7.1. Obtencion de macrdéfagos peritoneales y generacion de medio
condicionado.

Los pM¢ fueron aislados realizando un lavado con solucion fisiol6gica de la cavidad
peritoneal, en ratones C3Hj/He con HCC asociado a fibrosis tratados o no con 4Mu, en
los dias 9 y 15 post-administracion inoculacién de las células de HCC. Se realiz6 una
lisis de gldbulos rojos y se incubaron en medio libre de suero por 30 min en una placa
de 24 pocillos (para que se adhieren solo los M¢). Luego de 2 lavados con solucién
fisiologica, las celulas se cultivaron con 4Mu 0,5 mM por 72 hs. Posteriormente, el
medio fue reemplazado por medio fresco y se recolectaron los medios condicionados
(MC) a las 24 hs y 48 hs. Los M¢ fueron utilizados para evaluar presencia de
marcadores de activacion clasica o alternativa (F4/807CD86* y F4/807CD206",

respectivamente) por citometria de flujo o conservados en Trizol® para la obtencion de

75



Materiales y métodos

ARNm. Los MC fueron utilizados para cultivar las células Hepal29 por 48 hs. Las
celulas Hepal29 tratadas con los diferentes MC fueron usadas para experimentos in
vitro o para cuantificacion de proteina mediante western blot.

4.7.2. Cuantificacion de células CD3* en el HCC in vivo

4.7.2.1. Inmunohistoguimica
Los higados derivados de los ratones con tumor fueron embebidos en parafina y

seccionados en el micrétomo en cortes de 5 um de espesor. Los cortes fueron incubados
20 minutos a 60 °C en la estufa y luego se realizé la inmunomarcacion con el anticuerpo
policlonal anti- CD3 de raton hecho en conejo (dilucion 1:100; ab5690 Abcam,
Cambridge, UK) por 18 hs. Posteriormente, los vidrios se lavaron con PBS 1X y fueron
incubados con un anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo hecho en cabra (Jackson
Immuno Research, West Grove, PA, USA) por 2 hs. Se realizaron 2 lavados con PBS
1X y luego dos lavados con buffer acetato 0.1 M; después se incubd con una solucion
de diamino bencidina (DAB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), sulfato de amonio
niquelado y H20. Las células CD3* de los cortes de higado fueron detectadas en el
microscopio tomando 10 iméagenes a 200x (Nikon Eclipse E800, Global Nikon, USA) y
el porcentaje de las areas positivas fue calculado con el software ImageJ (National

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

4.7.2.2. Citometria de flujo
A partir de la perfusion hepatica con colagenasa de animales tratados con 4Mu o salinos

se obtuvo una suspension celular. Las células fueron tratadas con buffer de lisis de
glébulos rojos y marcadas con anti-CD4-PECy5, anti-CD8-Alexa Fluor 488 y anti-
CD3-PE. Se analiz6 el porcentaje de células T CD3*, CD4" y CD8" por citometria de

flujo.
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4.7.3. Ensayo de citotoxicidad
Se extrajeron células del bazo de animales control y tratados. Un total de 1x107 células
fueron estimuladas in vitro con Hepal29 pre-tratadas con mitomicicna-C (1x10°
células/pocillo en una placa de 24 pocillos, relacion 1:10). A los 5 dias, las células
fueron cosechadas, se sembraron 2x10° células por pocillo en placa de 96 pocillos
(células efectoras). Para determinar la actividad citotoxica especifica, se utilizaron
células Hepal29 (2x10° células/ml) como células blanco. Luego de 4 hs de incubacion a
37 °C, los pocillos fueron centrifugados y se obtuvieron los sobrenadantes libres de
células. Fueron evaluados los niveles de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
liberada al medio luego de la lisis celular inducida por las células citotoxicas (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) y se expresaron como porcentaje de lisis usando la
ecuacion de absorbancia de C = (CE-MCB- CEC)/(Cmax-Cmin) [C = citotoxicidad; CE
= célula efectora; MCB = Mix células blancos; CEC = células efectoras controles;
Cma = Control maximo; Cmin = control minimo].
4.7.4. Deteccion de la de granulacion de las células T

La caracteristica indicadora de degranulacién en los linfocitos T CD8*, es la expresion
de vesiculas citoliticas y CD107 es una molécula que se expresa en estas vesiculas una
vez que los CTL se activan. Por ello, para evaluar la activacion de los CTL se utilizaron
1x10’ esplenocitos provenientes de ratones controles o tratados y fueron estimulados in
vitro con células Hepal29 pre-tratadas con mitomicina-C (1x108 células/pocillo en una
placa de 24 pocillos). Al dia 5 de la exposicién las células fueron cosechadas,
sembradas (2x10° células por pocillo) en placa de 96 pocillos (células efectoras). Para
determinar la degranulacion especifica de las células T, estas células fueron expuestas
nuevamente a células Hepal29 (2x10°/ml). Luego se incub6 en presencia de monensin
(5 pg/ml) a 4 hs a 37 °C durante 3 hs. Pasado este tiempo, los esplenocitos fueron
marcados con anticuerpos conjugados: anti-CD8-AlexaFluor488 y anti-CD107-PECy5
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(Biolegend, San Diego, CA, USA) y fueron analizados por citometria de flujo y con el

software Cyflogic.

4.7.5. Citometria de flujo en muestras provenientes de tejidos
perfundidos

Se obtuvieron muestras de higado con tumor de los diferentes grupos experimentales
(4Mu, AdIL-12 y 4AMu+AdIL-12) perfundidos y mantenidos en colagenasa a 37 °C por
2-3 min (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las células disgregadas fueron
marcadas con anti-CD133-APC (141208; Biolegend, San Diego, CA, USA), anti-F4/80-
FITC (ab105155; Abcam, Cambridge, UK); y anti CD47-PECy5 (ab108415; Abcam,
Cambridge, UK) por 45 min a 4 °C. Las muestras fueron posteriormente analizadas por
citometria de flujo y los datos fueron analizados empleando los programas Cyflogic y
FlowJo® (BD, Becton, Dickinson y compafiia). Los esplenocitos de los ratones fueron
obtenidos de los bazos de los diferentes grupos, disgregados y tratados con buffer lisis
de glébulos y lavados con PBS 1X con albumina de suero bovino al 1%. Luego, 1x10°
células fueron suspendidas en PBS 1X y se incubaron con anticuerpos conjugados con
fluorocromos: anti-CD4 PECy5 (553050; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA),
anti-CD8 Alexa Fluor488 (557668; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA).
4.7.6. Cuantificacion de citoquinas por ELISA

Las muestras de suero extraidas de los ratones controles y tratados fueron analizadas
mediante ELISA para cuantificar INFy. Ademas, sobre el medio condicionado de los
pM¢ colectado 72 hs después del tratamiento con 4Mu se midié la concentracion de
IL-6 por ELISA. En ambos casos, siguiendo las recomendaciones del fabricante (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Los resultados fueron obtenidos usando el

espectofotdmetro de microplacas Multiskan™ (Thermo Fisher Scientific).
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4.7.7. Ensayo de apoptosis
Los esplenocitos (1x107) de los ratones control o tratados fueron estimulados in vitro
con células Hepal29 (1x10° células/pocillo en una placa de 24 pocillos) pre-tratadas o
no con 4Mu e incubadas con mitomicina-C. A los 5 dias, los esplenocitos fueron
cosechados y se sembraron 2x10° células por pocillo en placa de 96 pocillos (células
efectoras). Las células Hepal29 (2x10° células/ml) pre-tratadas o no con 4Mu fueron
usado como blanco para las células efectoras. Luego de 18 hs de incubacion a 37 °C, se
realizd un ensayo de apoptosis de las células Hepal29 usando naranja de acridina (NA)
y bromuro de etidio (BE), y visualizandolo en microscopio de fluorescencia (Nikon
Eclipse E800 Global Nikon, USA). El ensayo fue realizado por cuadriplicado y
repetidos al menos 3 veces.

4.7.8. Ensayo de fagocitosis
Se aislaron M¢ de la cavidad peritoneal (pMe) y luego fueron incubados en medio sin
suero por 30 min. Por otro lado, células Hepal29 (5x10°) fueron pre-tratadas o no con
4Mu (0,5mM) por 72 hs y marcadas con DAPI (1ug/ml) por 5 min y con anticuerpo
anti-CD47-PECy5 por 45 min. Las células Hepal29 fueron luego co-incubadas con los
pPM¢ (5x10* células) 2 horas en una placa de 24 pocillos; los pMe fueron identificados
con anticuerpo anti-F4/80 (Abcam, Cambridge, UK). La fagocitosis fue determinada
por citometria de flujo por la deteccion de células DAPI*F4/80".

4.7.9. Ensayo de fagocitosis con tinta china
Ratones con fibrosis inducida por TAA tratados o no con 4 Mu, recibieron por via i.v,
100 pl (10% V/V) de tinta china. Luego de 30 min los animales fueron sacrificados y se
obtuvieron muestras de higado. La incorporacion de tinta china por células fagociticas
se visualizd con microscopio Optico y por contraste con tincion de hematoxilina y

eosina (H&E).
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4.7.10. Cortes histologicos
Las muestras de higado y pulmdn de los ratones fueron embebidas en parafina, cortadas
con un grosor 5 um y tefiidas con H&E o0 inmunohistoquimica siguiendo los
procedimientos estandares y visualizadas en el microscopio optico.
4.7.11. Extraccion de ARN y anélisis por RT-gPCR

De las muestras descriptas anteriormente, se extrajo ARN total (2 ug) utilizando Trizol®
y se realizd la transcripcion inversa (RT-gPCR) con 200 U de la trasncriptasa inversa
SuperScript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) usando 500 ng de cebadores Oligo
(dT). Se realizd la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) del ADN
copia (ADNCc) (Stratagene Mx3005p, Stratagene, La Jolla, CA, USA). Con RT-gPCR se
cuantificaron los niveles de ARNm para CD133, CD44, CD90, EpCAM, CD13, CD47,
SIRP-a, Oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS), interleuquina-1p (IL-1B), factor de
necrosis tumoral (TNF-a), arginasa 1, interleuquina-10 (IL-10), factor transformador de
crecimiento beta (TGF-B) por SYBR®Green (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), usando
los cebadores descriptos en la Tabla 5. Los ciclos de RTqPCR fueron: de 95°C por 10
min y 40 ciclos bajo las siguientes condiciones, desnaturalizacion (95°C por 30
segundos), apareamiento (56-62°C, dependiendo el primer, por 30 segundos) Yy
extension (72°C por 1 min). Al final de la reaccion, la temperatura fue incrementada de
60°C a 95°C (2°C/min), y la fluorescencia fue medida cada 15 segundos para construir
la curva de disociacion. Los valores fueron normalizados con el transcripto
gliceraldheido3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH; usado como gen control). Los datos
fueron calculados como las veces de cambio AACt. Las cantidades relativas del
producto amplificado de PCR de las células no tratadas fueron relativizadas a 1. Un
control fue corrido en cada ensayo, y todas las determinaciones fueron hechas por

triplicados para cada animal (n = 5 animales por grupo) en 2 experimentos separados.
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La expresion relativa fue calculada acorde a la ecuacion de la expresion relativa (fold

change) = 224¢,

FORWARD REVERSE
CD133 , , i ,
5’-AAACAGTTTGCCCCCAGGAA-3 5’-ACAATCCATTCCCTGTGCGT-3
humano
cD47 , , , ,
5'-CGCTGTGGTTGGACTGATCT-3 5’-GGGGTTCCTCTACAGCTTTCC-3
humano
cD47 , , , ,
. 5’-ATGCTTCTGGACTTGGCCTC-3 5’-CCGACCAAAGCAAGGACGTA-3
SIRPa. , , , )
ratén 5’-AGAAAGCCAAGGGGTCAACATC-3 5'-TCTCTTTGGGCAGATTCAGGTC-3
TNF-a , . . .
[ 5 -GACCCTCACACTCAGATCATCTTC T-3 5 -CCACTTGGTGGTTTGCTACGA-3
iNOS , . . .
5 -AAGATGGCCTGGAGGAATGC-3 5 -TGCTGTGCTACAGTTCCGAG-3
Argl . . 5 .
5 -CAGAAGAATGGAAGAGTCAG-3 5 -CAGATATGCAGGGAGTCACC-3
TGF-B . . . .
5 -AGGACCTGGCTTGGAAGTGG-3 5 -AGTTGGCATGGTAGCCCTTG-3
IL-10 . . . .
5 -GGTTGCCAAGCCTTATCGGA-3 5 -ACCTGCTCCACTGCCTTGCT-3
IL-1B8 , , , .
raton 5 -TGACAGTGATGAGAATGACCTGTTC-3 5 -TTGGAAGCAGCCCTTCATCT-3
TLR4 , . . 0
raton 5 -ACCTGGCTGGTTTACACGTC-3 5 -GCAGAAACATTCGCCAAGCA-3
SOX2 , . . ,
raton 5 -GATCAGCATGTACCTCCCCG-3 5 -CGCCCTCAGGTTTTCTCTGT-3
Nanog ) . . .
raton 5 -GCATCGAATTCTGGGAACGC-3 5 -GGGATACTCCACTGGTGCTG-3
Wntl , . . .
raton 5 -CAACAGTAGTGGCCGATGGT-3 5 -ACGATCTTGCCGAAGAGGTG-3
GAPDH , , , ,
5'- CATCTCTGCCCCCTCTGCTG-3 5'-GCCTGCTTCACCACCTTCTTG-3

4.7.12. Array de PCR
Siguiendo el protocolo anteriormente mencionado, se extrajo el ARNm de los ratones

controles (salinos) o tratados con la combinacion (4Mu+AdIL12) (n = 3/grupo), para
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obtener el ADNc. Una vez testeada la calidad se procedié a realizar RT2-PCR (Qiagen,
Hilden, Alemania). Se evalud la expresion de los niveles de 84 genes relacionados a los
marcadores de CSCs (PAMM-176ZA; S.A Biosciences, Frederick, MD, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La expresion del ARNm obtenido de cada
gen fue normalizada con el control GAPDH. Finalmente, los resultados fueron
analizados siguiendo el software del sitio oficial, donde los resultados fueron

expresados como las veces de cambio AACt relativo al grupo control (grupo salino).

4.7.13. Analisis por western blot
La expresion de TLR4, Sox2, CD47 y CD133 fue analizada en las células Hepal29 y

Hepal29 CD133" o Hepa 129 CD133" aisladas que fueron incubadas con el CM de M¢
tratados 0 no con 4Mu. Las células se lisaron con un buffer con inhibidores de proteasa
(50 mM bufferTris-HCI, pH7.4, conteniendo 0.1% Tween-20, 150mM NacCl, 10 mg/ml
aprotinina, 5 mg/ml leupeptina, 1 mM PMSF) durante 30 min en hielo. Se midi6 la
concentracion proteica total utilizando la técnica de Bradford. Cada muestra con 50 ug
de proteina total fue separada en un gel de 10% de acrilamida-bisacrialmida mediante
SDS-PAGE vy transferida a una membrana de nitrocelulosa y revelada utilizando un
anticuerpo especifico anti-raton hecho en cabra IgG conjugado a peroxidasa de rabano
(en inglés, HRP) (Jackson ImmunoResearch Labs, USA) diluido 1:5,000 en buffer t-
TBS 1X (TBS 1X en 0,1% de Tween). Las bandas fueron detectadas usando reactivos
de deteccion (ECL). Se utilizo el anticuerpo anti-actina como control de carga en
dilucién 1/1000 (Santa Cruz Biotechnology, USA). La intensidad de las bandas fue

medida por densitometria usando el software Scion Image (Scion Corporation, USA).
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4.7.14. Ensayos con células dendriticas derivadas de médula 6sea
4.7.14.1. Obtencion de DCs.
La médula dsea (MO) se extrajo del fémur y tibias de los ratones C3Hj/He o BALB/c de

manera mecanica. Luego, se realizé la lisis de eritrocitos utilizando buffer lisis de
glébulos rojos por 5 min. La suspension celular se cultivé con medio RPMI 1640 con
10% SFB, IL-4 y GM-CSF (20 ng/ml; PeproTech, Alemania). Se realizaron cambios de

medio luego de los 3 y 5 dias. Luego al dia 7, se colectaron las DCs.

4.7.14.2. Ensayo de Fagocitosis
Las DCs (5x10% células) obtenidas de MO e inmunomarcadas con anti-CD11c, CD86

and MHCII fueron incubadas con células Hepal29 (5x10°) tratadas o no con 4Mu y
teflidas con DAPI por 2 hs a 37 °C. Se midié la incorporacion de Hepal29 por las DCs
mediante fagocitosis por citometria de flujo detectado células CD11c*

CD86"MHCII'DAPI".

4.7.14.3. Carga antigénica
Los extractos provenientes de las muestras de HCC de animales o las células BNL

tratadas o0 no con 4Mu se resuspendieron en medio sin suero, se sometieron a 4 ciclos de
congelacion-descongelacién. Los extractos se centrifugaron durante 10 min a 300 g. Se
recogieron los sobrenadantes y se determinaron las concentraciones de proteina
mediante el ensayo Bradford (Bio-Rad, Alemania). Las DCs maduras se pulsaron con
células o lisados tumorales (200 pg/10°8 células) a 37 °C durante 18 h. Luego, se usaron

para experimentos in vivo.
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4.8. Analisis estadistico.

Los valores fueron expresados como la media * el desvio estandar de la media (SEM).
Para los diferentes experimentos se utilizaron el test de comparacién entre dos variables
(Mann-Whitney) o de mudltiples variables (ANOVA con post-tests de Tukey o
Kruskall-Wallis) para evaluar las diferencias estadisticas entre grupos. La sobrevida fue
analizada con la curva de Kaplan-Meier. El valor p<0.05 fue considerado como
significativo. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Prisma
(Graph Pad, San Diego, CA, USA). Todos los experimentos expuestos en esta tesis se

repitieron al menos 3 veces.
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5. RESULTADOS

5.1. La combinacion 4Mu + AdIL-12 inhibe el crecimiento tumoral en
el modelo ortotépico de HCC establecido sobre higados con
fibrosis.

Para evaluar el efecto de la terapia combinada de 4Mu + AdIL-12 sobre el crecimiento
tumoral del HCC, se establecié un modelo ortotépico asociado a fibrosis avanzada
inducida por TAA (figura 11A). Luego de 2 semanas de la inoculacion de las celulas
tumorales Hepal29, se midié el tamafio tumoral y se observo que, tanto los ratones
tratados con 4Mu como aquellos que fueron tratados con AdIL-12 mostraron
disminucion en el tamafio tumoral en comparacién con los ratones que no fueron
tratados (158+36 mm?® y 112+28 mm?® v.s 395+81 mm?3 p<0.05 y p<0.01
respectivamente). Sin embargo, los animales que recibieron el tratamiento combinado
mostraron una potente inhibicion sobre el volumen tumoral (77+37 mm?; p<0.001)
(figura 11B). Ademas, se redujo significativamente la presencia de ascitis, asi como
también el nimero de nédulos satélites cuando se compard con los ratones que no
recibieron el tratamiento (Tabla 6). Del mismo modo, la sobrevida de los ratones que
recibieron 4Mu + AdIL-12 fue significativamente mayor (p<0.001) comparada con
aquellos ratones que recibieron los tratamientos individuales o los que no recibieron

tratamiento (figura 11C).
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Figura 11: Efecto antitumoral del tratamiento combinado (4Mu + AdIL-12) en un modelo
murino de HCC asociado a fibrosis. (A) Ratones machos de la cepa C3Hj/He se sometieron a
inyecciones cronicas de TAA (200 mg/kg) para la induccién de fibrosis por 4 semanas. Luego
de este tiempo, se inocularon ortotopicamente las células Hepal29 (1,25x10° células/animal)
(dia 0). Al dia 5, los ratones fueron distribuidos en grupos (n = 7 por grupo) (1) los ratones
control (salino) (2) ratones que recibieron 4Mu (200 mg/kg) por agua de bebida (3) ratones
gue recibieron el vector AdIL-12 (1x10° DICTso/ml) por inoculacion sistémica al dia 9 (4) los
ratones que recibieron 4Mu+AdIL-12. (B) Tamafio tumoral en los diferentes grupos a los 15
dias de la implantacién del tumor. *p<0.05, salino vs. 4Mu; **p<0.01, salino vs. AdIL-12; y
***n<0.001, salino vs. 4Mu+AdIL-12, test de ANOVA de una cola y comparacion maltiple de
Tukey. Los datos fueron obtenidos de 3 experimentos independientes y estan expresados como
+ SEM. (C) sobrevida de los animales. ***p<0.001, test de rango logaritmico de Kaplan-
Meier. Este experimento fue llevado a cabo 2 veces.
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. 4AMu +
Salino 4Mu AdIL-12 AdIL-12
Ascitis +++ + + -
# Satelite 15+5 5+3 32 -

5.2.La terapia combinada aumenta el infiltrado inflamatorio en los
tumores y bazos de los ratones tratados.

Para evaluar la presencia de células efectoras de la respuesta inmune que infiltran el
tumor realizamos una tincion inmunohistoquimica en cortes de higado. Pudimos
observar que sélo aquellos animales que recibieron el tratamiento con AdIL-12
mostraron un incremento en el infiltrado de células T CD3* en los tumores (p<0.001)
(figura 11A). Para estudiar la proporcion de estas células efectoras en los higados y
bazos de los ratones de los diferentes grupos, realizamos un analisis por citometria de
flujo para los marcadores CD4 y CD8. El porcentaje encontrado de las células T CD8"
en los ratones del grupo control fue de 5.3+1.2% y 5.1+0.4 % (higado y bazo,
respectivamente), mientras que el porcentaje de células T CD8" en los ratones tratados
con la combinacion de 4Mu + AdIL-12 fue significativamente mayor: 16 + 3.8%
(higado) y 17 £ 5.1% (bazo); (figura 12B y 12C izquierda). Con respecto a las células T
CD4, el porcentaje en los animales control fue 6.2 £ 0.6% y 9.7 + 0.2% en el higado y
en el bazo, respectivamente. La proporcion de células T CD4" en los ratones tratados
con 4Mu + AdIL-12 fue significativamente mayor, alcanzando valores de 11 £ 0.6% y

18 £ 1.1% (en el higado y el bazo, respectivamente) (figura 12B y 12C derecha).
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Figura 12. La terapia combinada promueve el infiltrado de células T en el tumor. A)
Presencia de células CD3" infiltrantes del tumor (n = 5 por grupo) analizado por
inmunohistoquimica en cortes de tejido hepatico con tumor (20 campos por muestra). Cada
punto representa una célula CD3 positiva. *p < 0.05, salino vs. 4Mu; ***p < 0.001, salino
vs. 4AMu+AdIL-12; and ***p < 0.001, salino vs. Adl-L2, ANOVA, test de comparacion
multiple de Tukey de una cola. (B) Porcentaje de células T CD8" y CD4" en el tejido
hepético de los diferentes grupos (n = 5 por grupo), medido por citometria de flujo. *p <
0.05, salino vs. 4AMu+AdIL-12; ANOVA, test de comparacion maltiple de Tukey de una
cola. (C) Porcentajes de células T CD8" y CD4" en el bazo de los ratones medido por
citometria de flujo. *p<0.05, salino vs. 4Mu+AdIL-12; **p<0.01, salino vs. 4AMu+AdIL-12,
ANOVA, test de comparacion maltiple de Tukey de una cola.
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5.3.La terapia combinada induce una potente respuesta citotoxica
especifica antitumoral

Para determinar si el aumento del infiltrado de células T CD8* estaba asociado con el
efecto antitumoral inducido por 4Mu y AdIL-12, realizamos un ensayo de exposicion de
células Hapal29 a los esplenocitos extraidos de bazo de animales tratados con 4Mu o
AdIL-12. Observamos una ligera actividad de linfocitos T citotoxicos (CTL) contra
células Hepal29 (2,08 £ 2,6% y 6,45% + 2,8%, para 4Mu y AdIL-12, respectivamente).
Sin embargo, cuando las células Hepal29 se expusieron a esplenocitos extraidos de
ratones que recibieron el tratamiento combinado, se observo una respuesta citotoxica
significativamente mayor en comparacién al grupo salino (12,5 £ 2,86%; p<0.05)
(figura 13A). Un resultado similar se observé en los linfocitos T CD8" cuando
analizamos el marcador de degranulaciébn CD107. Observamos un aumento en el
marcador CD107* en los esplenocitos derivados de los ratones tratados con la
combinacion 4Mu + AdIL-12 cuando fueron co-cultivados con las células Hepal29 en
comparacion al grupo salino (24,62 + 6,37%; p<0,05) (figura 13B). Ademas, los niveles
séricos de IFNy, el mediador bioldgico de la expresion de 1L-12, en los ratones del
grupo 4Mu + AdIL-12, estuvieron significativamente mas elevados en comparacion con

los demas grupos (p<0,001) (Figura 13C).
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Figura 13: 4Mu + AdIL-12 induce la activacion especifica de células T citotdxicas. (A)
Esplenocitos derivados de ratones de cada grupo (n = 3 por grupo) fueron re-estimulados e
incubados con células Hepal29. Se midié la actividad citotoxica mediante el ensayo de lisis
celular por la liberacion de LDH. *p<0.05, salino vs. 4Mu + AdIL12, ANOVA, test de
comparacion multiple de Tukey de una cola. (B) Esplenocitos derivados de ratones de cada grupo
fueron incubados con células Hepal29. Se evalud la activacion de las células efectoras mediante
la exposicion del marcador CD107* en células CD8* por citometria de flujo. *p < 0.05 salino vs.
4Mu + AdIL12, ANOVA, test de comparacion multiple de Tukey de una cola. (C) Cuantificacion
de los niveles séricos de IFNy por ELISA; *p < 0.05, salino vs. 4Mu + AdIL12, ANOVA, test de
comparacion multiple de Tukey de una cola. Los datos son expresados como la media £ SEM.

5.4.El tratamiento con 4Mu hace mas “visibles” a las células
tumorales, aumentando la respuesta citotéxica mediada por
linfocitos T.

El tratamiento con AdIL-12 aumentd el nimero de células efectoras de la respuesta
inmune. Sin embargo, la actividad citotdxica disparada por las células T CD8" y la
respuesta antitumoral fue superior en el caso del tratamiento combinado. Nos
propusimos evaluar la implicancia del tratamiento con 4Mu sobre el efecto especifico
observado. De acuerdo con resultados previos de nuestro grupo, 4Mu no es capaz de
inducir apoptosis en las células Hepal29 en las dosis utilizadas'®*, del mismo modo,
hemos corroborado en esta linea y en otras lineas tumorales de HCC, humanas y
murinas, que 4Mu comienza a tener un efecto sobre la viabilidad células en una
concentracion mayor a ~4.0 mM (figura 14). La tincion con BEth y NAcr, de los
esplenocitos re-estimulados in vitro con células Hepal29, mostré un aumento del % de

células apoptoticas cuando las células Hepa 129 fueron expuestas a los esplenocitos
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provenientes de los ratones del grupo 4Mu + AdIL-12 en comparacion con los grupos

control 0 AdIL-12 (19 + 2.0%, 14 £ 2.0% y 18 + 4.0%; respectivamente) (figura 15A,

izquierda). Notablemente, cuando los esplenocitos derivados de los grupos AdIL-12 o

4Mu + AdIL-12 fueron incubados con células Hepal29 previamente tratadas con 4Mu,

el % de células apoptéticas fue mayor (37+5.2% y 42+3.5% respectivamente

***p<0.01; test de Kruskal-Wallis) (figura 15A, derecha).

Hepal29

Best-fit values

Bottom

-78.38

50+

Top

103.2

LogIC50

4511

HillSlope

-0.7410

IC50

32424

Span

181.6

0
10°

1004

% de viabilidad

50

10* 102 103 104 10°

HepG2

Best-fit values

Bottom

0.3327

Top

107.4

LogIC50

3.766

HillSlope

-1.927

1C50

5840

Span

107.1

0

T
10° 10!

T T T
102 10° 104 10°

1004

Best-fit values

Bottom

Top

50| LogIC50

HillSlope

IC50

Span

100+

Best-fit values

Bottom

-2.882

Top

107.1

50 | LogIC50

3.969

HillSlope

-2.362

IC50

9302

Span

110.0

0 T

10° 10!t 102

Concentracion de 4Mu [mM]

103

104 10°

Figura 14: Curvas de dosis-respuesta del efecto de 4Mu sobre la viabilidad de las células
tumorales de HCC humanas y murinas. Las células tumorales humanas (HepG2 y HuH7) y
murinas (Hepa 129 y BNL) fueron tratados con diferentes concentraciones de 4Mu por 72hs y
se midio la viabilidad de las células por MTT. Los experimentos fueron hechos por
sextuplicados. La flecha indica la concentracion de 0,5mM de 4Mu. LoglC50 indica la
concentracion en la cual el 50% de las células son viables.

Ademaés, se midio la degranulacion de las células efectoras en esplenocitos provenientes

de todos los grupos de tratamiento, observandose un % de células CD8'CD107*
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superior cuando los esplenocitos derivados de ratones tratados con 4Mu + AdIL 12
fueron expuestos a células Hepal29 pre-tratadas con 4Mu (47+£3.5 vs. 24+5.2%,

respectivamente; *p>0.05; test de Kruskal-Wallis) (figura 15B).
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Figura 15: Apoptosis y degranulacion de las células T CD8* (A) Las células tratadas con 4Mu
in vitro fueron expuestas con pool de esplenocitos de ratones tratados con AdIL-12 o
AdIL-12 + 4Mu muestran mas eventos apoptéticos. ***p<0.01, Hepa 129+4Mu vs. Hepal29
(RPMI). (B) Incremento de la expresion de CD107* en las células T CD8" de los diferentes
grupos cuando se re-estimularon con células Hepal29 pre-tratadas con 4Mu por 72 hs medida
por citometria de flujo. *p<0.05, test de Kruskal-Wallis test. Se utilizaron n = 5 ratones por
grupo. Los datos fueron expresados como la media £ SEM.
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5.5.El tratamiento con 4Mu estimula la fagocitosis de las células
tumorales por células presentadoras de antigeno y potencia la
respuesta antitumoral inducida por AdIL-12

Para evaluar si el efecto observado estaba relacionado con la capacidad de 4Mu de
facilitar el reconocimiento de las células tumorales por parte de las células inmunitarias,
realizamos un ensayo de fagocitosis in vitro usando pMe. Para ello, marcamos con
DAPI a las células tumorales Hepal29 y co-cultivamos con los pM¢ por 2 hs; luego de
este tiempo marcamos a los pMg con anti-F4/80 y cuantificamos la presencia de células
F4/80"DAPI*, que representan los pM¢e que han fagocitados las células Hepal29.
Notablemente, el porcentaje de células fagocitadas fue significativamente mayor cuando
las células Hepal29 habian sido previamente tratadas con 4Mu, comparadas con las
Hepal29 sin tratar. (*p<0.05 test de Mann-Whitney) (figura 16A). Para analizar si 4Mu
modificaba la “visibilidad” de las células tumorales o la actividad fagocitica del M¢,
realizamos un ensayo de fagocitosis in vivo usando tinta china. Los ratones tratados o no
con 4Mu fueron inyectados con tinta china por la vena de la cola y se sacrificaron luego
de 30 minutos. Se realizaron cortes histolégicos de los higados de ambos grupos,
observandose por microscopia que tanto los ratones que fueron tratados como aquellos
que no lo fueron presentaban perfiles similares de internalizacién de tinta china en los
M¢ (figura 16B).

La cinética de la fagocitosis de las células Hepal29 se muestra en la figura 17. La
incorporacion de las células tumorales comienza a partir de los 15 min de incubacion de
los pMo con las células Hepal29. Ademas, aqui también se observé un incremento en
el % de células fagocitadas cuando estaban pre-tratadas con 4Mu (figura 17A). Este
resultado fue confirmado con la observacion del proceso a diferentes tiempos en el

microscopio de fluorescencia. (figura 17B)
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Figure 16. Fagocitosis mediada por macréfagos (in vitro e in vivo). (A) Porcentaje (%) de
células fagocitadas determinado por citometria de flujo (células F4/80+DAPI+). *p<0.05,
Hepal29 + 4Mu vs. Hepal29, test de Mann-Whitney. Los ensayos se realizaron por
cuadruplicado. Los dot plots (arriba) corresponden a las células Hepal29 o Mg solos. (B)
Incorporacion de tinta china por los Mg hepaticos. La cuantificacion de la fagocitosis no
mostro diferencias entre los ratones (n = 3 por grupo) tratados o no con 4Mu; ns (no
significativo), salino vs. 4Mu, test de Mann-Whitney fueron expresados como la media *
SEM.

5.1. El incremento de la fagocitosis de las células tumorales pre-tratados
con 4Mu se asocia a una disminucion de la expresion de CD47

Ha sido reportado que la molécula de superficie CD47 interactia con la proteina
reguladora de sefial alfa (SIRPa) y suprime la actividad fagocitica de las células
inmunes'®3. La presencia de CD47 en los tumores s6lidos humanos y particularmente
sobre las CSC es considerado un mecanismo de evasion de la fagocitosis seguido de una
progresion tumoral®®. Para evaluar el mecanismo implicado en el aumento de la
fagocitosis de las células tumorales, decidimos analizar la expresion génica de CD47 in
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vitro sobre las células Hepal29 o Hepal29+4Mu, por qPCR. El tratamiento con 4Mu
disminuyé significativamente la expresién de CD47 (figura 18A, derecha). Entonces,
confirmamos la expresion de la proteina CD47, observando una reduccion del marcador
en las células tratadas con 4Mu por citometria de flujo (figura 18B). Volvimos a
realizar un ensayo de fagocitosis observando que las células F4/80"DAPI* también
presentaban una reduccidn de los niveles de CD47* cuando habian sido tratadas con
4Mu (figura 18C). En contraste, los niveles de ARNm de SIRPa fueron similares tanto
en los pM¢ como en los pMe+ 4Mu (figura 18A, izquierda). Para determinar si el
efecto de 4Mu sobre CD47 era o no dependiente de la linea celular, analizamos en
diferentes lineas celulares de HCC, tanto murinas como humanas. Observamos una
disminucion de células CD47" y en la intensidad media de fluorescencia (MFI) en todas
las lineas analizadas (figura 19).

Estos resultados sugieren que 4Mu tiene la capacidad de disminuir la expresion de
CDA47 en las células tumorales, mientras que no tienen efecto sobre la expresion génica
de SIRPa en los M¢. Como describimos, 4Mu tampoco modificé la capacidad innata de
fagocitar en los M¢. Estos resultados sugieren que la respuesta antitumoral de las células
T inducida por IL-12 en los ratones con HCC avanzado puede estar potenciada por el

aumento de la fagocitosis de las células Hepal29 inducido por 4Mu.
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Figura 17. Estudio de la fagocitosis de células Hepal29 tras el tratamiento con 4Mu. A) Las
células Hepal29 tratadas o no con 4Mu (0.5mM), fueron incubadas con Mg Yy analizadas por
citometria de flujo (células F4/80+DAPI+) a diferentes tiempos. * p<0.05 4Mu vs. RPMI a
15min, 30 min, 1 h y 2 h después del co-cultivo de Mg con células Hepal29. ANOVA de 2
colas, comparacion multiple de Sidak's (B) Analisis por microscopia de fluorescencia, las
flechas muestran las células fagocitadas. Los datos fueron realizados por triplicado y expresados
como la media £ SEM.
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Figura 18: 4Mu modula la expresion de CD47 y aumenta la fagocitosis de las células
Hepal29. (A) El tratamiento de las células Hepal29 con 4Mu disminuye los niveles de
expresion de CD47 (izquierda). En los pM¢ tratados ex vivo con 4Mu, los niveles de
expresion de SIRPa resultaron similares a los de los pM¢ no tratados; ns, test de Mann-
Whitney *p<0.05, Hepa 129 + 4Mu vs. Hepa 129, test de Mann-Whitney (derecha). (B)
Citometria de flujo de las células Hepal29; los histogramas muestran niveles de
expresion de CD47 disminuidos en las células que fueron pre-tratadas con 4Mu, test de
Mann-Whitney *p<0.05, Hepal29 vs. RPMI. (C) Intensidad media de fluorescencia
(MFI) de CDA47 en las células fagocitadas F4/80+DAPI+ tratadas o no con 4Mu.
*p<0.05, test de Mann-Whitney test. Los ensayos fueron realizados por triplicado y
expresados como la media = SEM; MFI: Intensidad media de fluorescencia.
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Figura 19: Niveles de expresion de CD47 en lineas celulares de HCC humanas y murinas.
Células HuH7, HepG2, HEP3B y Hepal.6 fueron tratadas durante 72 hs con 4Mu (0.5mM);
la expresion de CD47 fue medida por citometria de flujo. Los datos se representaron como
porcentajes de CD47* y MFI. HuUH7 y HepG2 *p<0.05; HEP3B **p<0.01 y Hepal.6 *p<0.05
vs. 4Mu, test de Mann-Whitney. Los datos se obtuvieron por triplicado y fueron expresados
como la media £ SEM.
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5.2.4Mu reduce la expresion de marcadores de CSCs en lineas
celulares de HCC

Se ha informado previamente de una mayor expresion de CD47 en el tejido de pacientes
con HCC, en comparacion con el higado adyacente no tumoral, y que se relaciona
principalmente con las CSCs'®, En este sentido, con la habilidad de 4Mu para modular
la expresion de CD47, decidimos investigar si 4Mu podria afectar la expresion de otras
moléculas implicadas en la identificacion y el fenotipo de las CSCs. En este sentido,
CD133 es un marcador caracteristico de CSCs para muchos tipos tumorales, incluyendo
el HCC®!, Analizamos la presencia de CD133 por citometria de flujo, en células de
HCC in vitro. Las células Hepal29 mostraron bajos niveles de CD133 (1.69 + 0.16%),
pero, el % de células CD133" fue reducido significativamente cuando las células
Hepal29 fueron tratadas con 4Mu 0,5mM durante (0.80 +0.11%; *p<0.05, test de
Mann-Whitney) (figura 20A, izquierda). Ademas, observamos que las células CD133*
eran también CD47* (figura 20A, derecha).

Por otro lado, encontramos una reduccion de los niveles de ARNm de los marcadores de
CSCs como CD133, CD90 y CD13 en las células Hepal29 tratadas in vitro con 4Mu
(figura20B). Resultados similares se obtuvieron en cuanto a la expresion de ARNm de
los marcadores CD133, CD13, CD90 y CD47 evaluados en las otras lineas tumorales ya
descriptas (figura 21).

Adicionalmente, cuando se retir6 4Mu del medio de cultivo, se observé que la expresion
de los marcadores CD133, CD90, EPCAM, CD47 y CD44 en Hepal29 fue restablecida
luego de las 24, 48 o 72 hs de ausencia del tratamiento. (figura 22). Una de las
carateristicas de las CSCs, es su capacidad de formar colonias. Para evaluar el efecto de
4Mu sobre las capacidades de las células iniciadoras de tumor, realizamos un ensayo de
formacion de colonias con las células Hepal29. Pudimos observar que aquellas células

que fueron tratadas con 4Mu mostraron una menor capacidad de formar colonias tanto a
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las 72hs, como a las 96 hs en comparacién con las células que no fueron tratadas con

4Mu (figura 23).
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Figura 20: Expresion de marcadores de CSC en la linea celular Hepal29. (A) Anélisis por
citometria de flujo de células Hepal29 expuestas in vitro a 4Mu mostro niveles reducidos del
marcador CD133. *p<0.05, Hepa 129 + 4Mu vs. Hepa 129 (RPMI), test de Mann-Whitney.
La mayor parte delas células CD133" también eran CD47". (B) Los niveles de ARNm de
marcadores de CSCs (CD133, CD90 y CD13) fueron determinados en células Hepal29 pre-
tratadas con 4Mu. *p<0.05, Hepa 129+4Mu vs. Hepa 129, test de Mann-Whitney. Los
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ensayos se realizaron por triplicado y fueron expresados como la media + SEM
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Figura 21: Disminucion de los niveles de ARNm de marcadores de CSCs en lineas
murinas y humanas de HCC inducidas por el tratamiento con 4Mu. Los perfiles de
marcadores de CSCs fueron determinados en lineas murinas de HCC como Hepal.6 y BNL,
asi como en lineas humanas HepG2 and HuH7. Se encontraron niveles reducidos de ARNm
de CD133, CD13, CD90, EpCAM y CD47 cuando las células fueron expuestas a 4Mu
0.5mM durante 72 hs. Los ensayos fueron obtenido por triplicado y expresados como la

media = SEM
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Figura 22. Los niveles de ARNm de marcadores de CSCs en las células Hepal29
recuperaron los valores basales cuando se cultivaron en ausencia de 4Mu. Los perfiles de
CSCs fueron determinados en las células Hepal29 tratadas con 4Mu y luego de 24, 48 0 72
hs se reemplazdé con medio sin 4Mu. Los niveles de ARNm de CD133, CD44, CD90,
EpCAM y CD47 fueron analizados por gPCR CD133: * p<0.05 RPMI vs. 4Mu a tiempos 0
y 24hs; CD44: *p<0.05 RPMI vs. 4Mu a tiempo 0 y 24hs; CD90: *p<0.05 RPMI vs.4Mu a
tiempo 0 hs y; EpCAM p<0.05 RPMI vs. 4Mu a tiempo 0 hs; CD47: p<0.05 RPMI vs. 4Mu
a tiempo 0 hs. Los ensayos fueron realizados por quintuplicado y expresados como la media

+ SEM.
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0,25mM 4Mu

A Contrgl

Control 0,25mM 4Mu

0,5mM 4Mu

Figura 23. Efecto de 4Mu sobre el crecimiento en colonias de las células Hepal29. Las
células fueron tratados con 4Mu por 72 hs a diferentes concentraciones 0,25; 0,5y 1 Mmy
se observaron luego de las 48 hs (A), 72 hs (B) y 96 hs (C) después de la exposicion con
4Mu.

5.3.4Mu reduce la expresion de los marcadores de CSCs en el tejido
hepatico con HCC asociado a fibrosis

Luego analizamos la expresion de marcadores de CSCs en muestras de tejido hepético
con HCC asociado a fibrosis obtenidas de los ratones sin tratar o tratados con AdIL-12,
4Mu y 4Mu + AdIL-12. Los ratones tratados con 4Mu y AdIL-12+4Mu evidenciaron
una reduccién en los niveles de ARNm de CD133, CD90, CD47 y EpCAM comparado

con los ratones control (figura 24A). Ademas, se observo una reduccion significativa en
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la expresion de CD133 en los tumores de los grupos 4Mu y 4Mu + AdIL-12 analizados

por citometria de flujo (*<p0.05 vs. grupo control, test de Kruskal-Wallis test) (figura

24B).

A

Figura 24. 4Mu reduce la expresion de marcadores de CSCs en HCC in vivo. (A) Niveles
de expresion de ARNm de CD133, CD90, EpCAM y CD47 en muestras de HCC asociado a
fibrosis de los animales tratados (n = 5 por grupo). CD133: *p<0,05, CD47: *p<0,05; CD90:
*p<0,01; ratones no tratados vs. tratados con 4Mu o **p < 0.001, ratones no tratados vs.
tratados con 4Mu+AdIL-12, test de Kruskal-Wallis. (B) Niveles de expresion de CD133
determinado por citometria de flujo. *p<0.05 salino vs 4Mu; *p < 0.001, salinos vs
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AMu+AdIL-12, test de Kruskal-Wallis. Los datos se expresan como la media + SEM.

5.4.Los cambios inducidos por 4Mu en las CSCs reducen la

agresividad de las células tumorales in vivo.

Para estudiar el efecto del 4Mu sobre las CSCs, aislamos las células Hepal29 CD133*

por separacion magnética (figura 25A, arriba). Después de la separacion, las células

Hepal29 CD133 o CD133" fueron cultivadas en presencia de 4Mu 0,5mM durante 72

hs. Pudimos confirmar que las células CD133 tratadas o no con 4Mu, no re-adquieren
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expresion de CD133 en cultivo. Por otro lado, las CD133" mantienen la expresion del
marcador in vitro. Se observo una disminucion en la expresion de CD133 cuando las
células fueron tratadas con 4Mu (figura 25A, abajo). Ademas, se analizo la sobrevida,
el ciclo celular, el tiempo de duplicacion y los eventos apoptéticos en las células
CD133" y CD133" tratadas con 4Mu. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos en la viabilidad celular (figura 26A, izquierda) o en la apoptosis (figura 26A,
derecha); sin embargo, 4Mu produjo un leve arresto del ciclo celular en las CD133*
(figura 24B, izquierda) y aumenté el tiempo de duplicacion en comparacion con las

células CD133" sin tratar (figura 26B, derecha).

\ D133 cD133*

0.5mM 4Mu
72h

— =

CD133+PE

=0, CD133 CD133* N CD133*+4Mu .

CD133+-PE

Figura 25. Separacion magnética de las células Hepal29 y efecto de 4Mu sobre las
CSCs: Células Hepal29 CD133" fueron separadas con anticuerpos anti-CD133 mediante
el uso de beads magnéticas (arriba). La expresion de CD133 fue confirmada por
citometria de flujo antes y luego de 72 hs de tratamiento con 4Mu (abajo). Resultados
obtenidos por triplicado.
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CD133-4Mu

CD133+4Mu

Figura 26. Efectos de 4Mu sobre las células Hepal29 CD133*. (A) Viabilidad de células
Hepal29 después de 72 hs de cultivo en presencia de 4Mu, 0.5mM determinado por el
ensayo de MTT (izquierda). La apoptosis de células Hepa 129 CD133" y CD133" fue
evaluada usando naranja de acridina/ bromuro de etidio (derecha). (B) El ciclo celular fue
evaluado por citometria de flujo en Hepal29 CD133* y CD133 a 72 hs: 4Mu detuvo en
estado GO/G1 a las células Hepal29 CD133", *p<0.05 test de Kruskal-Wallis (izquierda).
(C)Las células Hepal29 CD133" + 4Mu mostraron un aumento en el tiempo de duplicacion
comparado con las células CD133*, CD133 y CD133 + 4Mu, ns, test de Kruskal-Wallis. Los
ensayos fueron realizados por cuadriplicado y se expresan como la media £ SEM.

5.5.4Mu aumenta la fagocitosis de las CSCs.

Nuevamente realizamos un ensayo de fagocitosis, donde usamos pM¢ marcados con

FITC-F4/80 y células Hepal29 CD133", CD133 + 4Mu, CD133" y CD133" + 4Mu. Las

células de HCC fueron marcadas con DAPI. En el caso de la condicion CD133* + 4Mu,

observamos un incremento en el % de células fagocitadas F4/80"DAPI* (45.6+3.8 vs.
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14.4 +£1.25; ***p<0.01 células Hepal29 CD133" + 4Mu vs. células Hepa 129 CD133";
test de Kruskal Wallis) (figura 27A). Ademaés, confirmamos que sélo las células
Hepal29 CD133" expresan altos niveles de CD47 y, el tratamiento con 4Mu induce una
reduccion del 50% en la expresién de CD47 en las células F4/80"DAPI™ (*p<0.05
células Hepal29 CD133" + 4Mu vs. células Hepal29 CD133"; test de Kruskal Wallis),
lo que permite la fagocitosis de las células tumorales por parte de los M. (figura 27B).
Estos resultados sugieren que 4Mu tiene un efecto directo sobre las CSCs hepéticas,

particularmente sobre las células CD133"CD47*

5.6.4Mu modifica el potencial de las CSCs para iniciar y promover el
crecimiento y diseminacion tumoral

Hemos mostrado en este trabajo de tesis que 4Mu puede modular la expresion de CD47
directamente, contribuyendo a la mayor fagocitosis de las CSCs CD133*. Entonces
realizamos un experimento donde inoculamos células Hepal29 CD133* tratadas
previamente 0 no con 4Mu tanto en ratones inmunocompetentes como en ratones
inmmunosuprimidos. Observamos que el desarrollo del tumor fue inhibido en los
ratones inmunocompetentes mientras que en los ratones inmunosuprimidos hubo
progresion del tumor, demostrando que en ausencia de células efectoras no hay
respuesta antitumoral (figura 28A 'y B).

Ademas, para evaluar si 4Mu podria modificar el potencial de las células CSCs tanto
para iniciar como promover la diseminacion del HCC, administramos en ratones
machos de la cepa C3Hj/He células Hepal29 CD133; CD133 + 4Mu; CD133%;
CD133* + 4Mu por la vena de la cola. Luego de los 40 dias de inoculacion de las
células Hepal29 la sobrevida de aquellos ratones que recibieron células CD133",
CD133 + 4Mu, CD133" y CD133" + 4Mu fue de 75%, 100%, 60% y 100%,

respectivamente (figura 29A).
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Figure 27. 4Mu favorece la fagocitosis de las células CD133*. Porcentaje de células
fagocitadas (células F4/80"DAPIY); ***p<0.001 para Hepal29 CD133" + 4Mu vs Hepal29
CD133", test de Kruskal-Wallis (arriba). Las células Hepal29 CD133" + 4Mu mostraron una
disminucion significativa en la expresion de CD47 en las células fagocitadas (celulas
F4/80+DAPI) (abajo), *p<0.05 para Hepal29 CD133" + 4Mu vs. Hepa 129 CD133", test de
Kruskal-Wallis test. Los ensayos se realizaron por cuadruplicado y se expresan como la
media £ SEM.

Ademas, la sobrevida fue superior en los ratones que recibieron las células CD133" +
4Mu en comparacion con los ratones que recibieron las células CD133" a los 60 y 80

dias. (***p< 0.001 test de Kaplan Meier, log rank). Los examenes histopatoldgicos de
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los 6rganos evidenciaron la presencia de metéstasis a nivel pulmonar. Como se muestra
en la figura 26 (figura 29B), los ratones que recibieron las células CD133" mostraron
més nddulos metastasicos de HCC pulmonares en comparacion a aquellos ratones que
recibieron células CD133" + 4Mu o células CD133", indicando que 4Mu disminuye la

capacidad de las CSCs CD133" de crecer y diseminarse.

CD133* ] CD133*
CD133 e

- cp133* - (p133*

— @ cD133*+4Mu —_ @ cD133%+4Mu
- 2500+

o 2007 o cp1a3 o -~ (D133

=¥ CD133+4Mu =¥= CD133+4Mu

k%

0 10 20 30 0 10 20 30 40
Dias pos-administracion de Hepal29 Dias pos-administracion de Hepal29

Volumen tumoral (mm
=
o
<

Figura 28: Crecimiento tumoral en ratones inmunosuprimidos e inmunocompetentes.
Ratones nude (A) o C3j/He (B) fueron inyectados s.c. con células CD133*, CD133" + 4Mu,
CD133 y CD133 + 4Mu (1x10°). Los volimenes tumorales se midieron 3 veces por semana.
**p<0,01 CD133* vs CD133" + 4Mu y *p<0,05 CD133" + 4Mu vs. CD133 test de
comparacion maltiple de Tukey. Los datos se obtuvieron de n = 5 ratones por grupo y se
expresaron como la mediat SEM.
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Corroboramos los datos analizando los perfiles de expresion génica de los tumores
tratados con nuestra estrategia terapéutica por un array de qPCR (figura 30A). El
tratamiento combinado indujo una disminucion en la expresion de los marcadores CSCs
relacionados con la division asimétrica, la migracion celular, autorrenovacion,
proliferacion, pluripotencia, pérdida de caracteristica de celula madre, traduccion de
sefiales y genes de blancos terapéuticos (tabla 6). Ademaés, los marcadores que

presentaron cambios significativos se validaron por gPCR (figura 30B).

A
100 y
T ¥ o ':' 2311:: ™ Grupo Proporcion de sobrevida (%)
—- - -+4Mu
g o & GRS experimental(n) | pia40 | Dia 60 Dia 80
o, -®- CD133++ 4Mu CD133 (4) 75 75 50
=]
3 20 o CD133 + 4Mu (4) 100 100 50
; CD133" (5) 60 40 0
0 T —
0 50 100 150 CD133* + 4Mu (5) 100 60 40
Dias pos-inoculacion de Hepal29
B

CD133* CD133*+4Mu  CD133" CD133+4Mu

Figura 29. 4Mu disminuye la agresividad de las CSCs. (A) Ratones C3Hj/He (n = 4-5 por
grupo) fueron inoculados (i.v.) con (1) 1x10° células CD133"; (2) 1x10° células CD133 +
4Mu; (3) 1x10° células CD133*; o (4) 1x10° células CD133* + 4Mu. Se analizd la sobrevida
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de los animales. ***p < 0.001, curva de Kaplan-Meier, test log-rank. (B) Cortes histologicos
de tejido de ratones que recibieron células CD133" mostraron mas nddulos metastasicos de
HCC a nivel pulmonar en comparacion a aquellos que recibieron células CD133" + 4Mu o
CD133". Los datos se expresan como la media = SEM.
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Figura 30. Perfiles de expresion génica de CSCs. (A) Se analizaron los perfiles de
expresion genica de las CSCs mediante un array de gPCR de los grupos salino vs.
4AMu+AdIL-12. (B) La gPCR confirmd la disminucion de la expresion génica de Nanog,
Whnt, Sox, and Zeb1l en las muestras de ratones tratados con 4Mu+AdIL-12 comparados
con los ratones controles. *p < 0.05; **p < 0.001; y ****p < 0.0001 vs. salino (test de
ANOVA y post test de Tukey). Los datos se obtuvieron de n = 4 ratones por grupo y se
expresan como la media + SEM.

112



Resultados

Tabla 6: Expresion de marcadores de CSCs tras el tratamiento basdo en AdIL-12 + 4Mu

Familia de genes
Marca- | Prolifera- | Autorre- | Pluripo- Divisién | Migracion | Pérdida Traduc- Blancos
dor cién novacion tencia asimétri- | /metdstd- = stemm cion de | terapéuti-
CSCs ca sis sefiales cos
Disminuido 15 3 1 5 3 7 3 12 9
Aumentado 23 0 0 0 0 1 1 2 8

5.7.La terapia in vivo con 4Mu induce la polarizacion de los
macrofagos hepaticos hacia un perfil M1.

Ha sido reportado que el aumento de la expresion de CD47 en las células de HCC se
correlaciona positivamente con la densidad de los M¢ hepaticos ("M¢)?*2. Ademas, la
IL-6 que derivada de hM¢ asociados a tumores, esta implicada en el aumento de la
expresion de CD47 en células de HCC. Hasta ahora hemos demostrado que 4Mu
modula la expresion de CDA47 facilitando el reconocimiento y la fagocitosis de las
células Hepal29, y esto conduce una potente respuesta inmune antitumoral mediada por
AdIL-12 en ratones con HCC avanzado. Para evaluar si 4Mu ademas tiene la capacidad
de modular otros componentes de la TME, analizamos los perfiles de los hM¢ en
nuestro modelo de HCC ortotdpico asociado a fibrosis. Los ratones con 4 semanas de
fibrosis hepatica inducida por TAA, fueron inoculados con 1,25x10° de células
Hepal29 (dia 0). Al dia 5, los animales recibieron solucion salina diaria o 4Mu por via
oral (200 mg/kg) (figura 31A). Se sacrificaron los animales a los dias 9 y 15, se
tomaron muestras de la fraccion no parenquimatosa del higado de tres zonas:
(tumorales, peri-tumorales y no tumorales) y se analizaron por citometria de flujo los
porcentajes de células F4/807"CD206" y F4/807"CD86". Se evaluaron las 3 regiones, y la
proporcion M1/M2 se calculé como log2(CD86/CD206%). Observamos que la terapia
con 4Mu induce un perfil polarizado a M1 en secciones tumorales y no tumorales en

comparacion con los ratones que recibieron solucion salina tanto al dia 9 como al dia
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15. Observamos que los ratones tratados con 4Mu presentaban % reducidos de células
F4/80"CD206" (44.0 £ 0.63% vs. 72.0 £ 4.41% y 60.0 + 1.90% vs. 78.2 + 1.43%; 4Mu
vs. solucién salina, respectivamente) acompafiado por un aumento del porcentaje de
células F4/80"CD86" en el tejido tumoral (63,5 + 4,63% frente a 32,6 + 1,24% y 85,2 +
5,22% frente a 71,8 £ 4,12%; 4Mu vs. solucion salina, respectivamente) a los dias 9 y
15 (figura 31B). También encontramos que la proporcion de niveles de ARNm de
INOS/Argl en los hM¢ aislados de las secciones tumorales de ratones tratados con
4Mu fue mayor tanto a dia 9 como a dia 15 (*** p <0,001 el dia 9; figura 32A y B,
izquierda). Si bien los niveles de citoquinas secretadas por hM¢ tumorales en el dia 9
no responden claramente a un perfil definitivo, hubo un aumento significativo en los
niveles de ARNm de IL1-B y TNF-a con una disminucion de TGF-$ e IL-10 en el dia

15. Por lo cual, los resultados sugieren que 4Mu induce un perfil M1 en los hM¢.
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Figura 31: Perfil de macrdfagos hepaticos inducido por el tratamiento con 4Mu en ratones
con HCC asociado a fibrosis. (A) Se indujo fibrosis con TAA (200 mg/kg) a ratones machos de
la cepa C3Hj/He durante 4 semanas, 3 veces por semana. Los ratones recibieron una inoculacién

intra-hepatica de 1.25x10° células Hepal2

9 (al dia 0). El dia 5 después de la implantacion del

tumor, los ratones recibieron 4Mu, (200 mg/kg) en el agua de bebida. Los ratones se sacrificaron

a los dias 9 y 15, y se recogieron muestras

de las diferentes regiones. (B) Las muestras de tumor

hepatico se perfundieron previamente con colagenasa y se dividieron en 3 secciones (sin tumor,
peritumoral y tumoral). Las células no parenquimatosas se seleccionaron con un gradiente de

histodenz™ y se marcaron con anticuerpos

anti-F4/80-FICT, anti-CD86-APC y anti-CD206. Los

datos se obtuvieron de n = 4 ratones por grupo y se expresan como la media + SEM.
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5.8. Efecto de 4Mu sobre el perfil de los macréfagos

Se ha reportado que en un TME supresor, el factor 1 derivado de células del estroma
(SDF-1) secretado por sHSCs y VEGF secretado por las células tumorales y las LSECs,
puede inducir el reclutamiento de TAM vy la polarizacién de estos hacia un perfil
alternativo 0 M22%3, En nuestro laboratorio se ha demostrado que 4Mu fue capaz de
disminuir la activacion de las HSCs reduciendo la fibrosis hepética y remodelando del
TME disminuyendo la expresion de VEGF, SDF-1 e IL-6 %4, Para dilucidar si el perfil
de los hM¢ observado en ratones tratados podria deberse a la modulacion ejercida por
4Mu en el tejido hepético o al efecto directo de la molécula en la poblacion de hM¢,
aislamos los pM¢ de ratones sanos y cultivamos in vitro con 4Mu (0,5 Mm). Después de
72 hs, medimos por citometria de flujo la fraccion de células F4/80°CD86" y
F4/80"CD206" y, ademas, analizamos los niveles de ARNm de las citoquinas de perfiles
de M¢p M1y M2 mediante qPCR.

Observamos que 4Mu disminuyé el porcentaje de células F4/80°CD206" (*p<0.05;
prueba de Mann-Whitney) en comparacion con RPMI e indujo un ligero aumento en el
nivel de la poblacion de células F4/80°CD86" (figura 33A). Ademas, los niveles de
ARNmM de aquellos pM¢ tratado in vitro con 4Mu mostraron un aumento de 5 veces en
la proporcion iINOS/Argl (*p <0.05, 4Mu vs. RPMI; prueba de Mann-Whitney) (figura
32B, izquierda). Asimismo, los niveles de ARNm de las citoquinas pro-inflamatorias
como IL-1p y TNF-a aumentaron significativamente (****p<0.001 y ***p<0.005 4Mu
vs. RPMI, respectivamente) mientras que los niveles de ARNm de IL-10 se redujeron
(*p<0.05) (figura 33B). Estos resultados sugieren que existe un efecto directo de 4Mu

en el perfil de los M¢.
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Figura 32: Niveles de expresion génica de citoquinas en macréfagos tratados con 4Mu in
vivo. Analisis de expresion de ARNm mediante qPCR a dia 9 (A) y dia 15 (B) de iNOS, Arg
(la cual se calculé como la relacion de la expresion de iINOS/Arg), I1L-13, 1L-10, TNF-a,
TGF-B. *p<0,05 iNos y Argl salino vs 4Mu, test de Mann-Whitney. *p<0,05 Salino vs. 4Mu
de TGF-B, IL-1p e TNF-a dia 9; ***p<0.005 Salino vs 4Mu de IL-10 dia 9, ***p<0.005
Salino vs 4Mu de TGF-B dia 15; ****p<0,001 Salino vs. 4Mu de IL-1Be TNF-a dia 15, test
ANOVA de dos factores. Los datos se obtuvieron de n = 4 ratones por grupo y se expresan
como la media + SEM.

En este sentido, quisimos evaluar si el efecto de 4Mu en la polarizacion de hM¢ se

correlacionaba con el perfil de los pM¢, en nuestro modelo experimental de HCC
asociado a fibrosis. Se aislaron los pM¢ realizando lavados peritoneales, en dos etapas
(a dias 9 y 15 de haber inoculado el tumor) en los ratones con HCC asociado a fibrosis,
tratados o no con 4Mu. Observamos que el tratamiento con 4Mu indujo un aumento en

la relacion M1/M2 en los pM¢ tanto a dia 9 como a dia 15 después de la terapia con

4Mu.
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Figura 33: Efecto de 4Mu sobre los macrdfagos peritoneales in vitro: (A) M¢ peritoneales

(pM¢ ) se cultivaron con 4Mu, 0,5 mM durante 72 hs, y luego los fenotipos de M¢ se
analizaron por citometria de flujo. *p<0,05 RPMI vs. 4Mu, test de Mann-Whitney. (B) Se
realizo el perfil de expresion génica de pM¢ pre-tratados con 4Mu. * p <0,05; ** p <0,001;
****p<0.0001 RPMI vs. 4Mu; Prueba de Mann-Whitney. Los ensayos se realizaron por
cuadriplicado y se expresaron como la media + SEM.

El analisis por citometria de flujo muestra el porcentaje representativo de células
F4/80*CD206" y F/480"CD86" (figura 34A). El volumen tumoral fue registrado para
ambos grupos al final del experimento para corroborar el comportamiento del modelo
experimental (figura 34B). El analisis del infiltrado inflamatorio mononuclear de los
tumores mostré un significativo aumento de células CD3*CD8" (35.6 + 7.01% vs.

6.25 + 1.34%) aunque no de células T CD3"CD4" (5.64 + 0.48% vs. 3.71 + 1.43%) en

secciones de tejido tumoral de ratones tratados en comparacién con ratones no tratados,
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respectivamente (***p <0.001 células T CD3*CD8*, 4Mu vs. solucidn salina; prueba de

Mann-Whitney) (figura 34C).

5.9. Efecto de la polarizacion de macrofagos hacia un perfil de tipo M1
inducida por 4Mu.

Nuestro siguiente objetivo fue evaluar si el fenotipo M1 de M¢ inducido por 4Mu tiene
efectos sobre la capacidad de las células HCC para establecerse y crecer. Se
establecieron tumores s.c en los ratones C3H/He inoculando células Hepal29 cultivadas
en RPMI (Hepa/RPMI) o en presencia de MC derivado de pM¢ tratados o no con 4Mu
(Hepa/MC/4Mu y Hepa/MC, respectivamente). Observamos que hubo progresion
tumoral en los ratones que fueron inoculados con Hepa/RPMI o Hepa/MC. Sin
embargo, el crecimiento tumoral fue significativamente menor en los ratones que
recibieron Hepa/MC/4Mu (figura 35A). Posteriormente, quisimos estudiar si esta menor
agresividad de las células Hepal29 podria estar modulada por factores solubles
presentes en el MC de los pM¢ tratados con 4Mu. Observamos que después de 24 y 48
el grupo Hepa/MC/4MU present6 una reduccion significativa a nivel proteico de los
marcadores células madre como TLR4 y CDA47, y del factor de totipotencialidad Sox2

(*p<0.05; prueba de Mann-Whitney) (figura 35B).
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Figura 34: Efectos del 4Mu en el crecimiento tumoral, en el perfil de pM¢ y en la
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composicién del infiltrado inflamatorio en un modelo murino de HCC. (A) Se obtuvieron
M¢ del peritoneo (pM¢) de ratones no tratados o tratados con 4Mu a los dias 9 y 15 del

modelo experimental. Los pM¢ se analizaron por citometria de flujo. Las proporciones
M1/M2 se calcularon aplicando log>(CD86*/CD206%). *p<0,05, RPMI vs. 4Mu, test de
Mann-Whitney ****p<0,001 y ***p<0,005 RPMI vs 4Mu, respectivamente, test de
ANOVA de dos factores. (B) Se midié el volumen del tumoral en los animales tratados o no

con 4Mu. (C) La presencia de linfocitos en el tejido tumoral se evaluo con anticuerpos anti-
CD3-FICT, anti-CD4-PE-Cy5 y anti-CD8-PE, y se midio mediante citometria de flujo. ns,
no significativo; *p<0,05, Salino vs RPMI, test de Mann-Whitney. Los datos se obtuvieron
de n = 3 ratones por grupo y se expresaron como la media + SEM.

Como describimos anterioriormente, el HCC, y en particular nuestra linea de células

Hepal29, estd constituida por

subpoblaciones de células tumorales con diferentes
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habilidades tumorigénicas'®. Posteriormente, volvimos a aislar magnéticamente las
células Hepal29 CD133" y CD133", para comparar si el MC tenia un efecto diferencial
sobre las CSCs. Y observamos que a las 24 hs de exposicion, el grupo
Hepa/CD133*/MC/4Mu no tuvo cambios en la expresion de TLR4, CD47 o Sox2
(figura 36, arriba). mientras que, a las 48 hs de incubar, en el grupo
Hepa/CD133*/MC/4Mu se not6 una reduccion significativa de los niveles de expresion
proteica de TLR4, CD47 y Sox2 en comparacion con su contraparte, el grupo
Hepa/CD133*/MC (figura 36, abajo). Ademas, observamos que los MC/Md/4Mu,
mostraban reduccion de los niveles de IL-6 en comparacion con los MC/M¢ (*#p<0.01,
test T de Student ) (figura 37).

En vista de este efecto de MC/M¢/4Mu sobre la expresion de CD47 y teniendo en
cuenta que este marcador en las células tumorales podria promover la progresion
tumoral evadiendo la respuesta del sistema inmune, administramos de manera s.cC.
células Hepal29 (1x10° células) tratadas con MC/M¢ o MC/M¢/4Mu en ratones
atimicos (Nu/Nu). Este experimento mostré que la progresién tumoral en los ratones
inoculados con Hepa/MC y Hepa/MC/4Mu fue similar al grupo control, sugiriendo que
los cambios en la expresion de los niveles de CD47 inducidos por MC/M¢/4Mu puedan
estar asociados al desarrollo de una respuesta antitumoral, y que ésta, esta mediada por
las células inmunitarias. Por eso, en los ratones inmmunosuprimidos no se observa
efecto antitumoral a pesar de haber disminuido la potencialidad de las CSCs por la

exposicion de las células al MC/M¢/4Mu (figura 38).
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Figura 35: Efecto de la polarizacion M1 inducida por 4Mu sobre la hepatocarcinogénesis.
(A) las células Hepal29 fueron tratadas 48 hs con RPMI (Hepa/RPMI), con MC/M¢
(Hepa/MC) o con MC/M¢/4Mu (Hepa/MC/4Mu). Se inocularon 1x108 células Hepal29 s.c.
en ratones C3H y se midio el volumen tumoral tres veces por semana. (B) Células Hepal29
fueron incubadas durante 24 y 48 hs con MC de pM¢ tratados y sin tratar con 4Mu
(Hepa/MC/4Mu y Hepa/MC respectivamente) y se midieron los niveles de expresion de
TLR4, CD47 y Sox2 mediante western blot; * p <0.05, 24 h o ** p <0.01, 48 h; prueba de
Mann-Whitney. Los ensayos se realizaron por triplicado y se expresaron como la media +
SEM.
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Figura 36: Efecto de la polarizacién M1 inducida por 4Mu sobre las CSCs. La expresion
de TLR4, CD47 y Sox2 se determind mediante western blot en células Hepal29 CD133" y
CD133 y cultivadas con MC derivado de pM¢ o MC derivado de pM¢ tratado con 4Mu;
*p<0,05 **p<0.01, ***p<0,005 todos los grupos vs. hepa/CD133"/MC; prueba de Kruskal-
Wallys de 48 hs. Los ensayos se realizaron por triplicado y se expresaron como la media

SEM
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Figura 36: Reduccion de los niveles de IL-6 en los medios condicionados de pM ¢ tratados o
no con 4Mu in vitro medidos por ELISA, **p <0.05 Test T de Student; Los ensayos se
realizaron por triplicado y se expresaron como la media = SEM.
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Figura 37. Crecimiento tumoral en ratones inmunosuprimidos inoculados con células
Hepal29 CD133 incubadas con CM de macrofagos pre-tratados con 4Mu. A) Se inyectaron
1x108 de células Hepal29 CD133" y CD133 que se incubaron previamente durante 48 hs con
MC de pM¢ (Hepa/CD133"/MC/yCD133/MC) y MC de pM¢ tratados con 4Mu
(CD133"/MC/4Mu y CD133/MC/4Mu). Las células fueron inyectadas s.c. en ratones Nu/Nu,
y se midio el volumen del tumor 3 veces por semana. Se emplearon 4 animales por grupo y los
datos se expresaron como la media = SEM.
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5.10. 4Mu promueve la fagocitosis de las células tumorales por parte
de las células dendriticas.

Hasta aqui hemos analizado el papel que ejerce 4Mu sobre las células tumorales,
reduciendo la expresion de algunos marcadores de CSCs y visibilizando las células para
un mejor reconocimiento y captacion por los M¢. Ademas, hemos demostrado que 4Mu
tiene un efecto sobre la activacion de los M¢ modulandolos hacia un perfil de activacion
clasico o M1. También quisimos evaluar si 4Mu podria tener alguna implicancia en otra
poblacion de células presentadoras de antigeno como las DCs?°. En este sentido,
realizamos un ensayo de fagocitosis in vitro usando DCs derivadas de médula 6sea de
ratones C3Hj/He sanos. Co-cultivamos las DCs con células Hepal29 tratadas o no con
4Mu y tefiidas con DAPI, por 2 hs y 24 hs. Se consideraron células fagocitadas como
las células MHCII" CD11c" CD86" DAPI*. Pudimos observar un incremento de las
células MHCII" CD11c* CD86" DAPI* por citometria de flujo a las 2 hs de co-cultivo
con las DCs y las células Hepal29 pre-tratadas con 4Mu en comparacion con las células
Hepal29 sin tratar con 4Mu (*p<0.05, DCs/Hepa/4Mu vs DCs/Hepa, test de Mann-
Whitney) (figura 39A). Sin embargo, a las 24 hs de co-incubacidn, la fagocitosis fue
similar en ambos grupos (figura 39B). Estos resultados sugieren que la habilidad de

reconocer las células tumorales por las DCs esta incrementada por 4Mu.
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Figura 39: Incremento de la fagocitosis de células Hepal29 pre-tratados con 4Mu por
células dendriticas. Las DCs fueron obtenidas de la médula 6sea de ratones sanos (n = 5) de
la cepa C3Hj/He y fueron cultivadas por 7 dias en RPMI en presencia de GM-CSF (20
ng/ml) elL-4 (20 ng/ml). Las células Hepal29 fueron tratadas con 4Mu por 72 h. Para el
ensayo de fagocitosis, las células Hepal29 se tifieron por 5 min con DAPI y luego se co-
cultivaron ambas celulas por 2 hs (A) o 24 hs (B). El % de células fagocitadas fue
determinado por citometria de flujo con los marcadores CMH 11+ CD86+ DAPI+. *p<0.05,
ns: no significativo. DCs + Hepal29 + 4Mu vs DCs+ Hepa 129, test de Mann-Whitney. Los

ensayos fueron realizados por triplicado y representados como la media £ SEM.
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5.11. La vacunacion terapéutica empleando ceélulas dendriticas
pulsadas con extracto tumoral tratado con 4Mu retrasa el
crecimiento del HCC.

Posteriormente estudiamos el efecto de la terapia con DCs pulsadas con lisado tumoral
proveniente de tumores subcutaneos de ratones tratados con 4Mu (DCs+Hepal29+4Mu)
o0 de ratones controles (DCs+Hepal29). Para llevar a cabo este objetivo, inyectamos las
DCs pulsadas en la region peritumoral en proximidad con el ganglio linfatico regional
en ratones con tumores s.c. En la figura 36A se observa que el tratamiento con
DCs+Hepal29+4Mu indujo un potente efecto antitumoral en comparacién con los
ratones que recibieron DCs+Hepal29. Ademas, la terapia con DCs+Hepal29+4Mu
incremento significativamente la sobrevida de los ratones (*p<0,01, prueba de lon-rank)
(figura 36B). Para validar este resultado, evaluamos la actividad antitumoral del
tratamiento con DCs en un modelo murino de hepato-colangiocarcinoma (células BNL).
De manera similar, los ratones que recibieron las DCs pulsadas con células BNL
tratadas con 4Mu mostraron una disminucion significativa en el crecimiento tumoral

yun incremento en la sobrevida en comparacion con los ratones que recibieron DCs

pulsadas con células sin tratar (*p<0,05, prueba de Kruskal-Wallis, *p<0,01 prueba de

log-rank, respectivamente) (figura 36C).
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Figura 40: Evaluacion del volumen tumoral después del tratamiento con DCs. Las DCs
fueron obtenidas de la médula 6sea de ratones sanos (n = 5) de la cepa C3H/He 0 BALB/c y
fueron incubados 7 dias en medio RPMI con GM-CSF (20 ng/ml) e IL4 (20 ng/ml); se
pulsaron con extractos tumorales de células Hepal29 o BNL tratadas o no con 4Mu. Por otro
lado, las células Hepa 129 o BNL fueron inoculadas s.c. en ratones C3H/j (izquierda) o
BALB/c (derecha), respectivamente (n = 4/grupo). Cuando los tumores alcanzaron los 90
mm?, los animales fueron distribuidos en grupos y tratados con. i) Salino, ii) DCs pulsadas
con extracto de células sin pre-tratar con 4Mu, iii) DCs pulsadas con extracto tumoral pre-
tratados con 4Mu. (A) Los tumores fueron medidos 3 veces por semana; * p <0.05 salino vs.
DCs pulsadas con extracto de células Hepal29 con 4Mu, **p <0.05 DCs + BNL + 4Mu vs.
DCs + BNL o Salino; y DCs + Hepal29 + 4Mu vs DCs + Hepal29 o Salino. Test de
Kruskal-Wallis. Los ensayos fueron relizados empleando 5 ratones por grupo y
representados como la media = SEM.
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6. DISCUSION

Un gran porcentaje de los HCC se desarrollan en pacientes con cirrosis hepatica
subyacente®®®, que puede ser considerada como una condicion pre-neoplésica resultado
de una respuesta bioldgica al dafio crénico y una continua remodelacion hepatica®.
Esta condicion genera ciclos repetitivos de dafio y regeneracion, que promueven
cambios genéticos y epigenéticos en los hepatocitos. Ademas, la remodelacion de la
MEC predispone a la desregulacion de la division celular, la resistencia a la apoptosis y
la evasion del sistema inmune, promoviendo el desarrollo de nddulos displasicos*’. Una
gran cantidad de reportes han demostrado que el microambiente tumoral (TME)
desempefia un rol fundamental en la hepatocarcinogénesis*’?>-2%° Este proceso es
ademas acompafiado de una alteracién en la composicidn, metabolismo y depdsito de
diversos componentes de la matriz extracelular (MEC), incluyendo el acido hialurénico
(AH), como asi también de diversos factores solubles, citoquinas y factores de
crecimiento®?. En el caso del HCC, el TME es tipicamente inmunosupresor y se
caracteriza por la presencia de células Treg CD4"CD25"FoxP3*, reclutadas por las
células tumorales para suprimir la respuesta inmune antitumoral®®?,  TAMs
(principalmente M¢ con fenotipo tipo 2 (M2)), y células mieloides supresoras
(MDSCs)?®. Se han llevado a cabo un gran nimero de estrategias destinadas para
inducir una respuesta inmune efectiva contra las células tumorales y revertir el
microambiente inmunosupresor?®: terapia adoptiva con células T, administracion de
citoquinas, administracién de anticuerpos monoclonales que bloquean puntos de
control, como pembrolizumab o nivolumab, o vacunas basadas en células dendriticas;
transferencia de ARNm de antigenos, quimioterapia metronémica, y virus oncoliticos,

entre otros??%202%5 A pesar de que se han generado avances terapéuticos con
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incrementos en las sobrevida global de los pacientes con HCC, aun existen obstaculos
que favorecen la progresion tumoral y resistencia al tratamiento®2,

En este contexto, en el laboratorio hemos estudiado como modificar el TME para
optimizar la eficacia de algunas estrategias de inmunoterapia. Hemos observado en
trabajos previos el efecto de 4Mu en el HCC!* y en otros tipos de tumor como el
cancer de colon avanzado'®2%® y hemos demostrado que 4Mu inhibe la produccion de
AH pero también conduce otros mecanismos de accién independientes de los efectos
sobre el AH. El AH es un GAG no ramificado que interacciona con varios receptores
presentes tanto en células tumorales como en células no tumorales?®’-?%8, De estos, los
mejores caracterizados son el CD44, el receptor para la motilidad mediada por acido
hialurénico (RHAMM) y el receptor tipo Toll (TLR4). También se ha reportado que el
receptor endotelial linfatico 1 (LYVE-1), que esta implicado en el transito de leucocitos
y células tumorales a través de los vasos linfaticos, puede interaccionar con AH de la
superficie de las células tumorales. En un estudio de Yan Du et al, proponen que el AH
regula la adhesion de las células tumorales de mama a las células endoteliales linfaticas
promoviendo la invasién y metastasis al influir en la unién con LYVE-1 en las células
endoteliales de los vasos linfaticos?°27°, Por otro lado, se ha observado que en el HCC,
las sefiales mediadas por CD44 superan la sefial de muerte y senescencia por p53%,
promoviendo la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y la invasion celular®®®,
Ademas, se ha visto que la expresion aumentada de CD44 en el HCC se correlaciona
con una etapa avanzada de la enfermedad y con una pobre diferenciacion®’"°. En células
epiteliales se ha visto que la union de AH a CD44/RHAMM ejerce una activacion
directa e indirecta de algunas vias de sefializacion, como la activacion de MAPK?%®, que
regula la proliferacion, la supervivencia y la motilidad celular?’*272, Por otro lado, la

unién de AH a TLR4 activa la respuesta inmune innata y la induccion de la expresion de
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genes inflamatorios en una variedad de células inmunes, incluidos los M¢ y DCs?7274,
Makkar S et al., observaron que la union del AH a TLR4 promueve la proliferacion y
bloquea la apoptosis en cancer de colon?’®. En este contexto, la capacidad de 4Mu para
controlar la progresion tumoral por inhibicion de la sintesis del AH ha sido demostrado
en cancer de prostata, cancer de mama, cancer pancreatico y HCC4276-28 - Ademas,
4Mu modula eventos claves de la angiogénesis, incluyendo la proliferacion de la células
endoteliales, la adhesion y la formacion de tubos!8+186279,

Ademas, en el laboratorio hemos reportado que 4Mu potencia la actividad
inmunoestimuladora de la terapia génica con el vector AdIL-12 en combinacién con
ciclofosfamida, a través de diversos mecanismos entre los que se destaca la
disminucion de la presién intratumoral y el aumento de la permeabilidad de los tumores,
lo que permite la llegada de linfocitos especificos al entorno tumoral de una manera
mas eficaz, en un modelo murino de cancer de colon y en un modelo de metastasis
hepatica?.

En este trabajo de tesis investigamos el efecto de la combinacién de 4Mu con la
inmunoterapia empleando el vector AdIL-12 en un modelo ortotopico de HCC con
fibrosis subyacente.

Hemos podido demostrar que la combinacion de 4Mu+AdIL-12 tiene una actividad
antitumoral aditiva sobre los tumores de HCC, prolongando la sobrevida de los ratones.
Ademas, induce un potente efecto antitumoral que fue superior al efecto de las terapias
individuales con 4Mu o con AdIL-12, generando una inhibicién significativa del
crecimiento tumoral y reduciendo la cantidad de nddulos satélites. De este modo, la
terapia combinada fue una estrategia efectiva para reducir el tamafio tumoral y mejorar

la sobrevida de los animales.
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La activacion de la rama inmunoldgica adaptativa es esencial para la generacion de una
respuesta especifica contra el tumor®®, Asimismo, IL-12 es una citoquina clave para
inducir una respuesta polarizada a Thl y para mediar una potente actividad citotdxica
(CTL) especifica principalmente de células T CD8". Ademas, induce la sintesis de INFy

en las células efectoras®®’

. Aqui demostramos que el efecto antitumoral de la terapia
combinada fue consecuencia de la activacion de células T CD4* y CD8" en el higado, y
de la produccidn de altos niveles séricos de INF-y.

Estudios recientes han sugerido que la hepatocarcinogénesis podria resultar de la
relacion jerarquica entre las células cancerosas y un subconjunto de CSCs?®!. Estas
CSCs hepaticas han sido identificadas por varios antigenos de superficie celular tales
como CD133, CD90, EpCAM, CD13, CD44, OV6 y CD24%!, y que son capaces de
resistir a la quimioterapia y a la radioterapia, y de ser responsables de las recidivas
tumorales y/o las metastasis?®>?%, Ademas, se ha demostrado que las APCs son
capaces de presentar antigenos de células tumorales fagocitadas, y promover la
activacion de células T?4 En el presente trabajo observamos que cuando pre-
acondicionamos las células de HCC con 4Mu se estimula la fagocitosis de las células
tumorales por los M¢ a través de la modulacion de la expresion de la molécula CD47.
Este marcador, estd altamente expresado en muchos tipos de tumores incluyendo el
HCC, particularmente en las CSCs, y transmite sefiales inhibitorias a través de la
molécula SIRPa. presentes las APCs, por ejemplo en los M¢, protegiendo a las CSCs
de la fagocitosis y favoreciendo la proliferacion de la célula tumoral***!4, Ademas,se
ha reportado la alta expresion de CD47 en piezas tumorales de pacientes con HCC
comparado con tejido adyacente (no tumoral)'®. Nosotros demostramos que 4Mu fue
capaz de reducir la expresion de CD47 en las células de HCC, principalmente en las

CSCs, promoviendo una mayor fagocitosis de las células tumorales y estimulando la
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respuesta antitumoral. Ademas, ha sido reportado el rol de SIRPa expresado por las
DCs en las respuestas antitumorales, incluyendo el HCC?®, Es posible que la reduccion
de la expresion de CD47 por 4Mu también afecte la respuesta mediada tanto por los M¢
como por las DCs.

En este trabajo también observamos la habilidad de 4Mu para modular la expresion de
CDA47 en otras lineas celulares de HCC, tanto humanas como murinas. Hemos
encontramos que las células de HCC que son CD47* son también CD133" (marcador de
CSCs en el higado). Asimismo, 4Mu tuvo la capacidad de reducir la expresion de otros
marcadores de CSCs como CD133, CD90, EpCAM, CD44, y CD13 tanto in vitro como
in vivo.

El rol de las CSCs en el crecimiento del HCC esta bajo estudio, tanto para dilucidar las
razones de recurrencia tumoral o para predecir la respuesta terapéutica’®. Se ha
demostrado que altos niveles de expresién de CD133 y CD44 fueron relacionados con
un peor pronéstico en pacientes con HCC, y que la expansion de células CD44" esta
correlacionada con una alta recurrencia del tumor luego del trasplante de higado?®":28,
Por lo tanto, las estrategias dirigidas para reducir el nimero de las CSCs estan ganando
mucha atencion en este campo.

Otra caracteristica de las CSCs es la habilidad de iniciar el crecimiento tumoral y la
capacidad de diferenciarse a una célula madura. Esta caracteristica esta determinada por
la disminucion de la expresion de ciertos marcadores de CSCs, acompafiado de un
incremento en la expresion de marcadores de diferenciacion®®. En este trabajo de tesis
doctoral, demostramos que 4Mu fue capaz de modificar la expresion de marcadores de
CSCs y, al mismo tiempo, de modular su capacidad de auto-renovacion. Este efecto fue
puesto de manifiesto en un ensayo donde se analizd la capacidad metastasica de las

CSCs y cémo la terapia con 4Mu fue capaz de inhibir su potencial invasivo. Para ello,
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administramos de forma sistémica células de HCC CD133" pre-tratadas con 4Mu vy
evaluamos la capacidad de generar metastasis pulmonares en ratones. Observamos que
aquellos animales que recibieron células CD133" + 4Mu o CD133", mostraban un
namero reducido de metastasis pulmonares en comparacion con aquellos que recibieron
células CD133*. Del mismo modo, la sobrevida fue mayor en los ratones que fueron
inyectados con células CD133" pre-tratadas con 4Mu en comparacion con ratones
inyectados con células CD133".

Como hemos mencionado, el TME desempefia un papel fundamental en el desarrollo
del HCC vy es crucial desarrollar terapias que se dirijan al TME2%, |os macréfagos del
TME actlan en sinergismo para facilitar la progresion tumoral, desempefian un papel
importante en la activacion las HSCs y en el recambio de la MEC en la enfermedad
inflamatoria crénica, participando tanto en la actividad pro- como anti-fibrogénica
dependiendo de las diferentes etapas de la fibrogénesis y/o hepatocarcinogénesis®®. Las
HSCs activadas se caracterizan por la expresion de aSMA y vimentina®®?, y por su
capacidad de liberar componentes de la MEC como colageno 1y 3, AH, fibronectina y
factores de crecimiento (PDGF, HGF y TGF-), promoviendo la desregulacion en la
proliferacion de hepatocitos, y estimulando el reclutamiento de células que aumentan la
inmunosupresion como las Treg, MDSCs, CAF y los TAM*'. En este contexto, los
TAM adquieren un fenotipo polarizado a M2 y son reclutados por M-CSF, CCL2,
VEGF y TGF-B provenientes del TME. Ademas, en el TME se producen una serie de
citoquinas con diversas funciones protumorales; la liberacion de IL-6 y TGF-
B promoviendo el crecimiento tumoral , la invasion y metastasis por parte de IL-6 y
MMPs, la supresion de la respuesta inmune antitumoral por parte de TGF-$ e I1L-10, el
estimulo de la angiogénesis a través de PDGF, EGF, VEGF y TGF-B%. De hecho, esta

poblacién de M¢p M2 se ha asociado con un mal pronostico en el HCC vy estudios
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recientes han demostrado que las vias de sefializacion de NF-kB, STAT3 y HIF-1la
desempefian papeles claves en esta polarizacion??>-2%0:293.294
Diversos estudios se han focalizado en el cambio de fenotipo M2—M1 para revertir la
inmunosupresion*#. Por un lado, la activacion clasica de los M (M1) es caracterizada
por la expresion de la molécula de co-estimulo como CD862%, por un incremento de
actividad de la iNOS, y por la produccion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1p y
TNF-a., y asi como de 1L-12 para promover la respuesta antitumoral®®®. Por otro lado, la
polarizacién alternativa de los M (M2) es caracterizada por la expresion del marcador
CD206, por el incremento de la actividad Arginasa I, y por la liberacion de citoquinas
anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-f. Ademas, una de las funciones de los M¢$ M2
es promover la cicatrizacion, la reparacion y la remodelacion de los tejidos?*®-2%, Se ha
demostrado que la muerte no selectiva de M¢ inhibe la progresion de una serie de
tumores®®, pero esto puede tener muchos efectos secundarios de ser empleada como
estrategia terapéutica®®3%L, En este sentido, la destruccion selectiva de los M¢ M2 con
la preservacion de los M¢ M1 seria una terapia mas apropiada, aunque dificil de poner
en practica®®,

En este trabajo pudimos demostrar que los M¢ del entorno tumoral presentaban un
perfil M2, con una fuerte expresion del marcador CD206, actividad Arginasa | y
citoquinas anti-inflamatorias como 1L-10 y TGF-B, mientras que el tratamiento con
4Mu tuvo la capacidad de modular y mantener a los M¢ en un fenotipo M1,
disminuyendo la proporcion de células CD206" y aumentando la poblaciones de CD86™,
aumentando la actividad de iNOS vy la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como
IL-1B y TNF-a. Los ratones con exposicion temprana a 4Mu no pudieron normalizar las
citoquinas anti-inflamatorias liberadas por los M¢ M2, esto podria deberse a las altas

presiones inmunoreguladoras de los otros componentes de la TME. Sin embargo, 4Mu
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pudo ejercer una modulacion directa sobre los M¢ a tiempos méas prolongados, sobre la
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, conduciéndolos a un perfil de tipo M1. En un

trabajo de Shi Q et al., demostraron que la interaccion entre los M¢ y la MEC,

especificamente con el AH de alto peso molecular, dirige a los M¢ a un fenotipo M2

promoviendo efectos anti-inflamatorios®®.

Ademas, en otro trabajo reciente de
Andreichenko el al., demostraron que 4Mu tiene la capacidad de inhibir la fibrosis en
un modelo de dafio crénico inducido con tetracloruro de carbono. Asimismo, a las dos
semanas de tratamiento con 4Mu observaron una disminucion en la expresion de HAS2
en los M¢, aunque esta disminucion no ocurrio en las HSCs; sin embargo, si mostraban
una reduccion del nimero de células de HSC en comparacion con el grupo control*®,
Como ha sido mencionado, los TAMs desempefian un papel critico la regulacion del
microambiente inflamatorio durante la hepatocarcinogénesis, en la progresion tumoral y
en la metastasis®®2. En este sentido, Yeung et al. describieron un efecto directo de los
M¢ M2 en el crecimiento del HCC, observando que la expansion de los TAM M2
promueven el crecimiento tumoral a traves de la liberacion de CCL22. Ademas, en
muestras de pacientes, la acumulacion de los M¢ M2 en la region peri-tumoral fue
correlacionada con un peor prondstico de los pacientes?®* >4, Ademas de la liberacion
de CCL22, se ha demostrado que los TAMs M2 también secretan TGF-B e IL-6,
promoviendo la transicion EMT y la adquisicion de propiedades de CSCs?33%,
Asimismo, en muestras de pacientes con HCC se detectaron altos niveles de IL-6 que se
correlacionaron con la presencia de marcadores de CSCs vy, en cultivo, la expresién de
IL-6 liberada por los TAMs indujo la expansion de células CSCs CD44* 2%,

En resultados previos obtenidos en el laboratorio, vimos que 4Mu tiene la capacidad de
mitigar el dafio hepatico crdnico inducido por TAA, y que esto es debido a una

reduccién tanto en la acumulacion de AH, como en la activaciéon de las HSCs y la
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produccion de IL-6 por los M¢ hepéticos; asi como también por la inhibicién de la
angiogénesis y el crecimiento tumoral in vivo'®,

La citoquina IL-6 puede promover el crecimiento tumoral, la invasion y la metastasis.
Zhu et al., observaron las células tumorales de HCC aumentaron significativamente la
capacidad de invadir y de proliferar cuando fueron co-cultivadas con MC proveniente
de MpM2 o con CCL17 exogeno. Ademas, el establecimiento de tumores fue
significativamente mayor cuando las células tumorales de HCC fueron pre-tratadas con
CM proveniente de M¢ M2. Por Ultimo observaron que el co-cultivo con M¢ M2 o el
tratamiento con CCL17 modula el proceso de EMT, la sefializacion de TGF-B1 y
Whnt/B-catenina en las células de HCC3®,

En cuanto a las caracteristicas de iniciar y promover el tumor de las CSCs, los factores
de transcripcion Nanog, Oct-4 y Sox-2 juegan un rol importante. Se ha descripto que
estas células tienen la capacidad formar esferas in vitro y estan involucradas en el
proceso de recurrencia, metastasis y resistencia a farmacos en el cancer®’3% La
potencialidad de las CSCs esta regulada de manera positiva por la activacion aberrante
de la via de sefializacion de Wnt/B-catenina®®®. Ha sido reportado que la exposicion de
las células tumorales a los CM provenientes de M¢$ M2, promueve la formacion de
colonias y la expansion de las CSCs. Ademas, el co-cultivo con células M¢ M2 y el
tratamiento con CCL17 aumenta los niveles relativos de expresion de Nanog, Oct-4 y
Sox-2 en las células tumorales®®®.

Recientemente, se ha reportado que el incremento de la expresion de CD47 en las
células de HCC fue correlacionado positivamente con la densidad de los M¢ hepaticos y
con un peor pronostico clinico?2. En este trabajo, los autores sugieren que la citoquina
IL-6 derivada de los TAMs hepaticos estéa involucrada en el incremento de la expresion

de CDA47 en las células de HCC.
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En este trabajo, observamos que el CM de los M¢ tratados con 4Mu (CM+4Mu),
presentaba una reduccion en los niveles de IL-6. Ademas, observamos un retraso en la
progresion tumoral cuando las lineas celulares de HCC fueron cultivadas con CM+4Mu,
e inoculadas en ratones inmunocompetentes. Estos datos sugieren que 4Mu modula la
habilidad de los M¢ hepaticos para promover el crecimiento tumoral sugiriendo un rol
potencial de IL-6 con respecto a la expresion reducida de los marcadores relacionados
con CSCs (incluidos CD47) observado en nuestro modelo. Se ha propuesto que la
presencia de M¢p M2 hepaticos induce resistencia a la accion de las células T CD8*31°,
en gran medida debido a una asociacién positiva entre los niveles de expresion de los
M¢ M2, la disminucion de células CD8" infiltrantes y los niveles de PD-L1 tanto en las
TAMs como en las células tumorales®®. Observamos que en los animales que fueron
tratados con 4Mu, la induccién en la polarizacion de los M¢ a un fenotipo M1 se
acompafiaba de un aumento en la infiltracion de linfocitos T CD8" en los tumores
hepaticos, abriendo la posibilidad de combinar 4Mu con otras inmunoterapias tales
como el uso de inhibidores de puntos de control®'!. En este sentido, Li X et al.
observaron la supresion del crecimiento de tumores hepéticos de manera dependiente de
células T CD8" cuando utilizan un antagonista del CCR2 (necesario para reclutar a los
TAMs) en un modelo de xenoinjerto; este efecto estuvo mediado por el bloqueo de la
polarizacion de los M¢ hepéaticos a un fenotipo M2312,
Los pacientes con HCC avanzados tratados con inhibidores de tirosin kinasas (ITK)
pueden resultar refractarios al tratamiento. Los clones resistentes a sorafenib derivados
de lineas celulares de HCC mostraron propiedades de CSCs, incluyendo un aumento en
la expresion de CD473%3. Asimismo, se encontrd que la expresion de CD47 fue regulada
por el factor nuclear kappa B (NF-kB) y en muestras de pacientes con HCC se encontrd

una correlacion positiva entre NF-xB y la presencia del marcador CD47. La capacidad
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de 4Mu para modular directamente a CD47 o indirectamente a partir de la induccion de

M¢ M1 hepéticos, podria sensibilizar a las células tumorales para la terapia con ITK.

Las DCs son APCs profesionales que capturan antigenos, procesan, migran hacia los
ganglios y activan a las células T virgenes, e inducen respuestas antitumorales en
modelos de ratones®43!°, En este sentido, observamos que el tratamiento con 4Mu tuvo
la habilidad de aumentar la capacidad de las DCs para reconocer y fagocitar células de
HCC. La inmunoterapia basada en las DCs ha sido bien testeada en ensayos clinicos en
melanoma, cancer de prostata, cancer de células renales y el HCC3!%*20 demostrando
su seguridad con eficacia variable®?3?2, Ademas, debido a que el HCC no expresa un
antigeno unico de forma ubicua, utilizamos un lisado de células completas como fuente
de mdltiples antigenos, ya que una ventaja de este enfoque es que las DCs seran mas
efectivas para provocar respuestas especificas a multiples antigenos tanto de las células
T CD4* como de las células T CD8*, independientemente del tipo de HLA 32 Asj
mismo, mostramos que la progresién tumoral fue inhibida significativamente en los
ratones que recibieron las DCs pulsadas con los lisados de HCC pre-tratados con 4Mu
en comparacion con aquellos ratones que recibieron DCs pulsadas con lisados de HCC
sin tratar. Esto sugiere que la terapia con 4Mu incrementa el potencial de las DCs para
generar una respuesta inmune especifica contra el HCC.

En este sentido, el desarrollo de DCs como una plataforma de vacunas terapéuticas ha
sido ampliamente evaluado en pacientes con cancer, por la capacidad de extraerlas de
sangre periférica en cantidades suficientes y de manipularlas ex vivo para presentar
antigenos de interés®®. Ademas, un meta-analisis reciente, demostr6 que la
inmunoterapia celular con DCs, podria mejorar el pronostico de los pacientes al

aumentar la sobrevida general y reducir la recurrencia en los pacientes con HCC
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avanzado®®. Sin embargo, aun no se han llegado a un consenso sobre la fuente o la
dosis 0ptima de antigeno, la dosis de DCs o la via de administracion. Pero la mayoria de
los investigadores ahora evitan la administracion intravenosa, ya que los estudios han
sugerido que la vacunacién subcutanea o intradérmica conduce a una mejor migracion
de DCs a los ganglios linfaticos®2® y una mayor polarizacion linfocitos Th132’. Ademas,
es importante destacar que varios estudios indican que las DCs necesitan ser maduradas
para generar efectivamente una respuesta inmune especifica de antigeno en humanos.
La inyeccién de voluntarios sanos con DCs inmaduras cargadas de antigeno se ha
asociado con respuestas tolerogénicas®?®, y en un ensayo aleatorizado en pacientes con
melanoma metastadsico que compar6 DCs inmaduras pulsadas con péptidos
administrados con adyuvante y GM-CSF demostr6 una inmunogenicidad
significativamente menor en comparacion con pacientes que recibieron la vacuna DCs
maduras®?. Ademas, una comparacion directa de DCs inmaduras y maduras cargadas
con péptidos en pacientes con melanoma metastasico mostré que solo las DCs maduras
inducian respuestas citotoxicas especificas de antigeno®°. En este sentido, 4Mu podria
estar mediando una mayor activacion de las DCs, permitiendo mejorar la presentacion

antigénica, la migracion y la activacion de las células efectoras del sistema inmune.
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7. CONCLUSIONES

7.1. PARCIALES

1. La terapia combinada combinada entre 4Mu e AdIL-12 inhibe el crecimiento

tumoral en un modelo ortotépico de HCC establecido en higados con fibrosis.

2. La terapia combinada entre 4Mu e AdIL-12 promueve el infiltrado de células T
en el tejido tumoral e induce una potente respuesta citotoxica especifica.

3. 4Mu convierte en mas “visibles” a las células tumorales Hepal29 promoviendo
el incremento de la fagocitosis de las células de HCC por las células presentadoras de
antigeno. Esto podria deberse a la disminucién de la expresion de CD47 en las células
de HCC, sin observarse cambios en la expresion de SIRPa ni en la fagocitosis innata en
los macrofagos.

4. 4Mu disminuye la presencia de marcadores de CSCs y, principalmente, la
potencialidad de las CSCs CD133" para crecer y diseminarse.

5. 4Mu tiene un efecto directo en el perfil de los M¢, dirigiéndolos hacia un perfil
de polarizacion de tipo M1.

6. 4Mu modula positivamente la capacidad de reconocer y procesar las células
tumorales por las DCs y potenciar un efecto antitumoral cuando se aplica como vacuna

terapéutica.
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7.2. CONCLUSION FINAL

Los resultados generados en este trabajo de tesis doctoral nos permiten concluir que
4Mu, en combinacién con la inmunoterapia con el vector AdIL-12, tiene la capacidad
de promover la inmunidad antitumoral contra el HCC, principalmente contra las CSCs.
Ademas, 4Mu per se es capaz de modular, directamente, a componentes del TME como
los M¢ hepaticos hacia un perfil proinflamatorio, o indirectamente, a través de
citoquinas/quimioquinas, que pueden estimular el reconocimiento de las CSCs y
reclutar células T efectoras en el TME. Mé&s importante ain, 4Mu permite mejorar la
eficacia antitumoral de las DCs, que podrian utilizarse en protocolos de vacunacion
terapéutica.

4Mu es una molécula con capacidad para modificar la configuracién del TME en el
modelo estudiado, limitando la inmunosupresion mediada por macrofagos de tipo M2,
modificando el potencial y la capacidad de evadir la respuesta inmunitaria de las CSCs,
permitiendo potenciar la eficacia antitumoral cuando se combina con estrategias de
inmunoterapia como el uso del vector adenoviral AdIL-12 o la administracion de DCs.
Por todo ello, 4Mu es una molécula con potencial para ser utilizada como adyuvante en

terapias combinadas contra el HCC avanzado.

144



Conclusiones

TME

4Mu

Continla —

145



Conclusiones

4Mu+AdiL-12 e
Treg

—

CAF LSECs

G

AN

aHSCs qHSCs

*

Macréfago Macréfago
M1 M2

® .,

no-CSCs CSCs

Figura 41: Resumen de los efectos del tratamiento con 4Mu en monoterapia o combinado
con AdIL-12: A) ElI HCC se desarrolla en un contexto inflamatorio cronico, caracterizado
por la presencia de HSCs activadas, incremento de la angiogenesis, presencia de Treg y Mo
M2 que liberan citoquinas y quimioquinas que potencian y mantienen la
hepatocarcinogénesis. B) En presencia de 4Mu, hay polarizacion de los M¢ hacia un
fenotipo proinflamatorio que favorece el relutamiento de las células T; disminuye los
marcadores de CSCs y promueve una mayor fagocitosis de las células tumorales. C)La
administracion del vector adenoviral AdIL-12, estimula la produccion de INF-y, y el
reclutamiento de CTLs promoviendo la respuesta inmunitaria contra el HCC.
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