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Resumen

Ciertos regimenes de quimioterapia y radioterapia inducen en células tumorales Muerte Celular
Inmunogénica (MCI) la cual contribuye al control de tumores via activacion de Linfocitos T
CD8+ anti-tumorales (CTLs). Marcadores caracteristicos de MCI son la secrecion de HMGB-1 y
ATP, expresion de Anexina V (fosfatidil serina) y Calreticulina (CRT) en la superficie de células
apoptoticas, lo cual promueve la maduracién de células dendriticas (DCs) que estimulan la
activacion de CTLs. Este trabajo se orientd en parte a la implementacion de un sistema de
tamizaje in vitro de células tumorales tratadas con diferentes agentes anti-tumorales que permita
identificar agentes que induzcan MCI en células tumorales con el fin de investigar en un futuro su
posible uso para la inmuno-terapia del cancer. Para este propdsito, lineas tumorales (REH,
CRL2338 (Her2/neu™™) y KATO IlI) fueron tratadas con distintos agentes cominmente usados en
terapia antitumoral (Carboplatino, Gemcitabina, Doxorrubicina, Oxaliplatino, Ciclofosfamida y
Paclitaxel). Luego de caracterizar a nivel celular el tipo de muerte inducido por estos agentes en
condiciones de tiempo y concentracion definidas, la capacidad de las células tumorales tratadas de
promover las funciones de DCs humanas como APCs profesionales incluida su capacidad para
estimular eficientemente la expansién de CTLs fue examinada. Los resultados obtenidos
utilizando nuestro sistema de tamizaje in vitro de células tumorales tratadas con diferentes agentes
muestran que células tumorales tratadas in vitro con distintos agentes anti-tumorales exhiben
diferente grado de susceptibilidad a la muerte celular y experimentan en diferente grado: (i)
activacion de las Caspasas 3,7 y 8; (ii) alteracion del estatus del potencial de membrana
mitocondrial; (iii) afectacion del ciclo celular; (iv) estrés de reticulo endoplasmico; (v) expresion
de marcadores de MCI como: Anexina V, CRT, HMGB-1 y ATP y otros probablemente
asociados a este tipo de muerte como ROS, NF-kp, COX-2, PPAR-y. La evaluacion del
reconocimiento inmune de células tumorales tratadas mostro en general un importante papel de la
MCI en la activacion tanto del sistema inmune innato como adaptativo evidenciado por la
capacidad de células tumorales tratadas de favorecer en DCs distintas funciones propias de APCs
profesionales como co-estimulacion, fagocitosis, “homing”, produccion de citoquinas pro-
inflamatorias y presentacion cruzada de antigenos a los Linfocitos T CD8" ademas de estimular la
activacién y expansién de Linfocitos T CD8 especificos para antigenos tumorales. Por lo anterior,
se concluye que la induccion de MCI in vitro en células tumorales emerge como una herramienta
atil para la seleccion de células tumorales como posibles vacunas contra diferentes tumores que
estimulen eficientemente las funciones como APCs de DCs y la activacion de CTLs
antitumorales.
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Lista de simbolos y abreviaturas

A

Ag: Antigeno

APCs: Células presentadoras de
antigeno.

ATP: Adenosin trifosfato

C

CARD: dominio de reclutamiento
de las caspasas

CFSE: carboxi-fluorescein-
diacetato
CPA: células presentadoras de
Antigeno

CRT: calreticulina
CTLs: Linfocitos T citotéxicos.
CXCL10: (C-X-C motif) ligand 10

D

DAMPs: damage
molecular patterns

DCs: Celulas Dendriticas
DISC: death inducing signalling
complex

DMSO: Dimetil Sulféxido

E

elF2a: factor de iniciacion de la
traduccién eucariota
ER: Reticulo endoplasmatico.

F

FAS: proteina de membrana
miembro de la familia del factor de
necrosis tumoral

associated

FH: Ficoll Histopaque.
FC: Citometia de Flujo

G

GM-CSF: factor estimulador de
colonias granulociticas monociticas

H

HLA: Human Leukocyte Antigens
(Antigenos Leucocitarios Humanos)
HMGB-1: High mobility group
box-1

HSP: proteinas de choque térmico

IC50: Concentracion inhibitoria
media.

iDCs: Células
Inmaduras

IFN: Interferén
IL: Interleuquina

L

LRP: receptor de lipoproteina de
baja densidad

LT-CD4+: Linfocito T CD4+
ayudador o helper

LT-CD8+: Linfocito T CD8+
citotoxico

M

MCI: muerte celular inmunogénica

Dendriticas



MHC: Major Histocompatibility
Complex (Moléculas del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad)
MDSCs: Células mieloides
supresoras

MTT: 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide

N

NF-kp: factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas
NO: Oxido Nitrico

P

PDT: terapia fotodinamica
PKR-quinasa

PTPC: poro mitocondrial de
permeabilidad transitoria

PS: fosfatidilserina

P2ET: Fraccion rica en galotaninos
obtenida de Caesalpinia spinosa

R

RAGE: Receptores de productos
finales avanzados de la glicacion)
ROS: especies de oxigeno reactivas

S

SFB: Suero fetal bovino

stDCs: Células dendriticas
maduradas con coctél de
maduracion.

T

TRAIL: Tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand
TLR: Toll like receptors

TNF: factor de necrosis tumoral
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Introduccion

El cancer se ha posicionado como uno de los mayores problemas de salud publica de los ultimos
afios y es responsable de millones de muertes [1]. Tradicionalmente, su historia natural se ha
considerado como resultado de la acumulacion de mutaciones somaticas en la progenie de una
célula sana o la expresion de oncogenes que favorecen una ventaja selectiva del crecimiento de las
células mutadas, traducida en una descontrolada proliferacion. Dicha proliferacion esta
acompafiada de alteraciones del control del ciclo celular, resistencia a la apoptosis [2] y
caracteristicas del microambiente tumoral que contribuyen a la evasién de la respuesta inmune.

Dia a dia se intensifican no so6lo las investigaciones de nuevos agentes anti-tumorales, sino
modificaciones en los regimenes de administracién con el objeto de lograr un mayor control de la
enfermedad. Algunos regimenes persiguen el descenso del estadiaje tumoral [3] a expensas de la
estimulacién del sistema inmune por células tumorales muertas como consecuencia del efecto de
farmacos anti-tumorales.

La evidencia experimental ha sugerido que la quimioterapia combinada con inmunoterapia podria
ofrecer mayores ventajas terapéuticas en comparacion con un régimen de quimioterapia como
Unico tratamiento [4]. Lo anterior es en parte debido a que la apoptosis de células tumorales,
inducida por ciertos regimenes de quimioterapia, aumenta la concentracion circulante de antigenos
tumorales, la capacidad fagocitica, la actividad de las células dendriticas (DCs) y el trafico de
estas células a érganos linfoides, factores que en conjunto contribuyen de manera favorable a la
respuesta de Linfocitos T (LT) anti-tumorales [5, 6].

La apoptosis, en comparacion con la necrosis, es un evento pobremente inmunogénico que induce
tolerancia [7, 8]. Esta diferencia se debe en parte, a la capacidad intrinseca de células apoptéticas
de inducir una respuesta anti-inflamatoria, mientras que la necrosis induce inflamacién gracias a
la liberacion de sefiales de peligro intracelular y la maduracion de células dendriticas [9, 10].
Adicionalmente, la necrosis se caracteriza por una ruptura de la membrana plasmatica, mientras
gue la apoptosis estd asociada a una serie de alteraciones sutiles en la membrana de células
apoptoticas que son fagocitadas por macréfagos a través de receptores especificos que estimulan
una respuesta anti-inflamatoria [11].

Algunos agentes de quimioterapia como la Doxorrubicina, inducen en las células tumorales
sefiales de translocacion de moléculas como la fosfatidilserina (PS) y la calreticulina (CRT) desde
adentro de la célula a la superficie y suprime los receptor CD47 [12-14], fendmenos que estimulan
la fagocitosis de células apoptéticas [15]. La identificacion de estos marcadores sumados a la
liberacion de HMGB-1 (High mobility group box-1) y ATP en células apoptdticas tumorales en
respuesta a la quimioterapia, contribuyen a activar la respuesta inmune ha permitido la
identificacion de un nuevo concepto de muerte de tipo inmunogénica (MCI) [16, 17].
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En la muerte celular inmunogénica MCI se destacan dos propiedades importantes: la exposicién
en la superficie celular o secrecion de sefiales inmunogénicas de peligro DAMPs (del inglés
Danger Associated Molecular Patterns) [18] y la capacidad de inducir respuesta inmune protectora
mediada por linfocitos T anti-tumorales [15, 19-24]. Por lo anterior, el promover MCI en tumores
se perfila como una estrategia adicional para optimizar la respuesta terapéutica al agente anti-
tumoral que, concomitantemente con una reduccién en la carga tumoral debido al efecto citolitico
directo del farmaco sobre la célula tumoral, estimule de manera eficiente una respuesta inmune
antitumoral.

Por otra parte, la inmunoterapia contra el cancer ha ganado impulso considerable en los dltimos
afios. El objetivo de la inmunoterapia del cancer es activar el sistema inmunoldgico del paciente
en contra del tumor lo cual requiere la induccion de linfocitos T anti-tumorales. Dentro de las
distintas estrategias de inmunoterapia, el uso de células dendriticas (DCs) como células
presentadoras de antigeno profesionales, que activan eficientemente a las células T especificas de
tumores, ha sido ampliamente desarrollado.

En el contexto de la inmunoterapia del cancer, las DCs autélogas representan el adyuvante natural
mas usado en ensayos clinicos de inmunoterapia [25]. Las vacunas con base en DCs se han
aplicado a pacientes con diferentes tipos de cancer. Aunque se ha observado tanto una respuesta
objetiva prometedora como una respuesta de células T especificas de tumores en distintos tipos de
cancer, el éxito clinico de este tratamiento todavia se considera sub-6ptimo[26]. Por esta razén el
proceso de optimizacion de la produccién de vacunas basadas en DCs continlia depurandose con
miras a obtener DCs que estimulen respuestas anti-tumorales eficientes [27]

La inmunogenicidad de las células tumorales muertas usadas para suplir antigenos tumorales, es
un factor de reciente atencion en el uso de DCs como vacuna. Se ha demostrado en estudios
preclinicos de cancer que la metodologia utilizada para preparar células tumorales que seran
cargadas en DCs influye en el potencial inmunogénico in vivo de este de vacunas [28-30] Si bien
es cierto que se han descritos diversas modalidades de tratamiento en este contexto, cada uno de
estos tratamientos busca siempre el potenciar la inmunidad antitumoral induciendo respuestas
inmunitarias contra los neo-antigenos tumorales y /o aumentando selectivamente la exposicién /
liberacion de DAMPs que puedan madurar las DCs y otros componentes del sistema inmune
innato [28, 31, 32].

La aparicion del concepto de MCI podria mejorar ain mas el potencial inmunogénico de las
vacunas basadas en DC. Se ha sefialado que las células cancerosas sometidas a MCI exhiben una
excelente capacidad inmuno-estimuladora debido a la emision de tres DAMPs que actian como
potentes sefiales de peligro sobre DCs [33, 34]. El primero de ellos, la calreticulina (ecto-CRT) —
una sefial “comerme" expuesta en superficie celular; el segundo, la sefial ATP de "encuéntrame” y
el tercero, la liberacion de la nacleo-proteina HMGB1[34].

En modelos de cancer en ratones, se ha comprobado que las células cancerigenas que
experimentan MCI actian como potentes vacunas inductoras de una respuesta celular Thlcontra el
cancer, en ausencia de otro adyuvante [34, 35], pues sumado a la firma molecular de los tres
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DAMPs previamente mencionados, exhiben la capacidad de rechazar tumores en ratones
singénicos (del mismo tipo) después de la vacunacion con células cancerosas sometidas a MCI, lo
cual es un sello caracteristico de este tipo de muerte [34].

Asi las cosas, este trabajo persigue implementar un sistema que permita caracterizar a nivel in
vitro la induccion de MCI en lineas tumorales tratadas con distintos agentes quimioterapéuticos v,
a su vez, evaluar la capacidad de MCI para promover la maduracién y funciones propias de las
células presentadoras de antigeno profesionales en DCs humanas. Esto con el fin de explorar en
fases futuras del trabajo, empleando células tumorales primarias con caracteristicas de MCI
obtenidas de pacientes, el posible uso combinado con DCs como vacuna autdloga para la
inmunoterapia del cancer.
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Problema

La quimioterapia, es una herramienta muy util en el manejo terapéutico del cancer. Los efectos
anti-tumorales de ciertos regimenes de quimioterapia se explican hoy como el producto de una
doble funcién. Por un lado se encuentra su accién citolitica directa y por el otro, la induccion de
un tipo especial de muerte conocida como MCI, la cual hace que la célula tratada sea visible para
el sistema inmune gracias a la expresion de una serie de marcadores especificos. De esta manera,
el uso de células tumorales tratadas con inductores de MCI a nivel in vitro, es una nueva
alternativa terapéutica en contra del cancer al ser una preciada fuente de antigenos tumorales [25].

Si bien las vacunas soportadas en DCs representan una alternativa de inmuno-terapia en pacientes
con cancer, el éxito clinico de este tratamiento todavia se considera sub-6ptimo debido en parte a
la limitada disponibilidad de antigenos tumorales bien caracterizados. Por esta razén, el proceso
de optimizacion en la produccién de vacunas basadas en DCs continda perfeccionandose con
miras a obtener DCs inmuno-competentes que mejoren su eficacia clinica. En este sentido, el uso
de células tumorales muertas que produzcan DAMPs, estimulen eficientemente la maduracion de
DCs y mejoren su capacidad como células presentadoras de antigenos, es una importante
alternativa para incrementar el desempefio de DCs como fuente de vacunas que merece ser
explorada.

La posibilidad de utilizar células tumorales de pacientes con cancer en las cuales se induce MCI,
demanda la implementacion de un sistema de tamizaje in vitro - no disponible hasta ahora - de
células tumorales que permita identificar agentes de quimioterapia inductores de MCI que
promuevan eficientemente la maduracién de DCs. Asi las cosas, en este trabajo se definen los
pasos de un disefio experimental orientado al tamizaje in vitro de dicha capacidad, con el fin de
explorar a futuro, la combinacién de diferentes regimenes inductores de muerte celular que
potencien el poder inmunogénico de las vacunas basadas en DC.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar la induccion de muerte celular inmunogénica en lineas tumorales tratadas con distintos
estimulos.

Objetivos Especificos
1. Inducir muerte celular en lineas tumorales mediante diferentes tratamientos.
2. Caracterizar molecularmente el tipo de muerte inducida por cada tratamiento.

3. Evaluar la capacidad de células tumorales tratadas de inducir la maduracién de
células dendriticas.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Respuesta inmune anti-tumoral

Tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa responden a estimulos causados por agentes
externos o agresiones de indole interna, tales como infecciones virales; o en condiciones
especificas, masas tumorales malignas. Este tipo de inmunidad involucra la participacién de
células con capacidad de reconocer dichas alteraciones, fagocitarlas y presentarlas a los linfocitos,
induciendo de esta manera una respuesta inmune adaptativa [36].

Las células presentadoras de antigeno (APCs) dejan al descubierto péptidos antigénicos tumorales
gue son reconocidos por los Linfocitos T a través del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase | o clase Il. Adicionalmente, las células T se activan conjuntamente por moléculas
co-estimuladoras de las células presentadoras de antigeno y linfocitos T, lo cual resulta en la
proliferacion de células T y la consecuente eliminacion de las células tumorales [37]. No obstante,
la respuesta inmune en cancer no esta correctamente regulada dado que promueve la tolerancia y
evasion inmunolégica, contrario a la respuesta inmune regular [37].

En consecuencia, la ciencia moderna ha enfocado sus esfuerzos en la implementacion de
estrategias que permitan reconocer las células tumorales como un agente extrafio eliminando asi
la tolerancia inmunoldgica. Un claro ejemplo, es el empleo de compuestos naturales y virus
oncoliticos, al igual que la induccién de muerte celular inmunogénica por radioterapia y
guimioterapéuticos [38-41].

1.2 Muerte celular inmunogeénica

Atendiendo al estimulo inicial de muerte celular, apoptosis, esta puede ser catalogada como
inmunogénica 0 no inmunogénica. La no inmunogénica se refiere a la apoptdsis como un evento
programado, homeostatico no inflamatorio y tolerogénico, que puede ser inducido por dos vias
principales: la via extrinseca y la intrinseca. La primera, se desencadena a través de los receptores
de muerte clésicos Fas (CD95\APO1) TNRF1y TRAIL[42].

Por su parte, la via intrinseca es activada por sefiales como el estrés, que provocan la
translocacion a la mitocondria de los miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2, por ejemplo,
Bax que se asocia con el complejo de poro mitocondrial de permeabilidad transitoria (MPTPC),
provocando la liberacion de CITOCROMO C, Smac diablo y factor inductor de apoptosis al
citosol. Adicionalmente, esta unién incentiva la formaciéon del apoptosoma, responsable de la
puesta en marcha de la procaspasa 9, toda vez se asocie al dominio de reclutamiento de las
caspasas (CARD) del N terminal de Apafl. De esta manera, se da la activacion en cadena de las
caspasas 3, 6y 7 [43, 44].
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Resalta aqui el papel de la via de las caspasas como responsable de los cambios morfoldgicos
caracteristicos de la células en proceso de apoptosis, esto es, la condensacion de la cromatina, la
fragmentacion del ADN nucleosomal, la ruptura de la membrana nuclear, la externalizacién de la
fosfatidilserina y la formacién de cuerpos apoptéticos [45].

La muerte celular inmunogénica (MCI) involucra una gran diversidad de sefiales que
desencadenan una respuesta inmune particular en contra de los antigenos propios de las células
tumorales que han muerto de manera inmunogénica [35]. La MCI incluye cambios
composicionales de la superficie celular, como la liberacién de mediadores solubles, los cuales
son reconocidos por receptores expresados por las DCs para estimular la presentacién de antigenos
tumorales a las células T. Kroemer et al postularon este tipo de muerte como una estrategia
efectiva en la activacién de mecanismos inmunoldgicos frente al cancer, asi como una potencial
fuente de terapias anti-cancer [35].

Partiendo de este hecho, diversos autores han descrito que células muertas bajo regimenes de
MCI podrian llegar a emplearse como principio activo de vacunas aut6logas, cuyo objetivo final
sea estimular una respuesta inmune protectora en contra de células tumorales vivas de la misma
naturaleza [19]. Esto sumado al hecho que, si la MCI ocurre in vivo, desencadena una respuesta
inmune local cerca al lecho del tumor [46] , la cual inhibe el crecimiento del mismo [23, 47] . Por
esta razén la MCI es un mecanismo prometedor para la activacion del sistema inmune contra el
cancer [23, 35, 47]

1.2.1 Caracterizacion molecular

A nivel molecular, la muerte celular inmunogénica se rige por sefiales bioquimicas sumamente
importantes y descritas ampliamente en la literatura. Es posible nombrar aqui, los marcadores
apoptdticos cominmente conocidos, por ejemplo, la exposicion de fosfatidilserina, la activacion
de caspasas y la despolarizacién mitocondrial. Adicionalmente, este tipo de muerte celular cuenta
con la secrecion de sefales inmunogénicas clasificadas como: “damage associated molecular
patterns” (DAMPS). A este grupo pertenecen conductas como:

e La exposicién pre-apoptética de calreticulina (CRT), HSP90 de superficie (ecto-HSP90)
[35].

e La Secrecion de ATP durante la fase de cuerpos apoptéticos [22].

e La liberacion de la proteina no histona high-mobility group box 1 (HMGB-1) asociada a
muerte celular tardia [35].

e Produccion de IFN tipo | como resultado de la sefializacion via TLR3[48].

En consecuencia, la MCI es obligatoriamente precedida de dos eventos. Uno de ellos, el estrés de
reticulo endoplasmatico y el otro la autofagia. Dichos sucesos ponen en funcionamiento NF«f,
el cual induce la expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo, obteniendo como
producto final 6xido nitrico sintetasa (INOS) y cicloxigenasa 2 (COX-2) [22, 47, 49, 50].
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Al describir secuencialmente la exposicion de DAMPs, se debe tener claridad que la expresion de
CRT es estimulada por inductores de MCI, un ejemplo de estos, la antraciclinas u el Oxaliplatino.
Su translocacion, en repuesta al estrés de reticulo endoplasmético, supone la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), el aumento del Calcio citosolico, la activacién de PKR-
quinasa del reticulo endoplasmatico (ER) (PERK) y la fosforilacion del factor de iniciacion de la
traduccion eucariota (eIF2a) [35] Figura 1.
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Figura 1: Via de sefializacion para la exposicion de CRT a la superficie de la célula en respuesta a inductores de MCI. Se
describe el estrés de reticulo donde hay una aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS), aumento de Ca2+ citosolico, activacion
de PERK y por ende la fosforilacion de elF2a (a); seguido del clivaje de BAP31 por caspasa 8, activacion de proteinas pro-apoptéticas
de la familia BCL-2 (b) y la translocacion de CRT (c). Tomado de [35].

Seguidamente sobreviene la protedlisis de la proteina BAP31 mediada por la caspasa 8, la
activacion de las proteinas pro-apoptéticas BAX y BAK; el transporte de la CRT del reticulo
endoplasmatico al aparato de Golgi y la exocitosis de las vesiculas que contienen la CRT. El
proceso finaliza con la translocacion a la superficie de la membrana celular de dichas sustancias
[35]. Este evento depende netamente de las proteinas que integran el sistema de movilizacion de
vesiculas SNARE [49]. Este fendmeno se produce previo a que las células expongan fosfatidil
serina (PS) en la cara externa de la membrana plasmatica [15].

La liberacion de ATP se ha identificado como una nueva sefial requerida para la generacién de la
MCI. Se ha demostrado que esta sefial actGa como signo de peligro proveniente de los tejidos
dafiados, convirtiéndose en uno de los mas importantes quimiotractantes para monocitos [19, 51].
Otra de sus funciones incluye la maduracion de DCs [52], secundaria al clivaje de las caspasas 3
y 7, al igual que la activacion de la panexina 1[53]. EI ATP liberado por las células en el proceso
de muerte y la autofagia, impulsa el receptor purinérgico P2XR en las DCs, estimulando no sélo la
agregacion del inflamosoma NLRP3-ASC-Caspl, si no, la maduracion proteolitica de la caspasa 1
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y la fragmentacién de la pro-IL-1pB con la consecuente liberacion de la IL-1B. Esta es mandatorio
para una eficiente movilizacion de LT CD8+ especificos y productores de IFN-y [54].

HMGB-1 es un ligando de TLR-4, liberado de manera pasiva por células muertas y activamente
en los procesos pro-inflamatorios. HMGB-1 se une a su receptor RAGE (Receptores de productos
finales avanzados de la glicacion) [23]. Esto es una sefial de peligro que promueve la toma y
presentacion cruzada de antigenos por parte de células dendriticas, consecuentemente activando
la respuesta inmune [14]. Los niveles de expresion de HMGB-1 varian en funcion del tipo de
tumor. Algunas células malignas expresan niveles de HMGB-1 incompatibles con la activacion
de TLR4 y RAGE en células inmunes [55, 56]. Yamazaki T et al. estudiaron células carentes de
HMGB-1, utilizando siRNAs especificos, observando que la inmunogenicidad en estas células se
encontraba comprometida [56].

El rol de interferones tipo | en la regulacion de la repuesta inmune innata y adaptativa, se ha
identificado como un requerimiento en la induccion de MCI en tumores tratados con antraciclinas
[48]. Sistigu A. et al. al indagar acerca del efecto antineoplésico de las antraciclinas en modelos
animales, descubrieron que las antraciclinas estimulan la produccion de interferdn tipo | por parte
de células malignas, una vez se da la activacion del receptor Toll-like receptor 3 (TLR3). De
manera tal que, al fusionarse con los receptores IFN-a e IFN-B (IFNARs) de las células
neoplasicas, estimulan la produccion autocrina y paracrina de IFN I, resultando en la secrecion
de CXCL10 [48].

Es conocido que las células tumorales carentes de TLR3 o IFNARs exhiben falla
quimioterapéutica a menos que el IFN | o CXCL10 se suplan artificialmente [48] Por otra parte,
la produccién de INF | tiene valor predictivo en la respuesta a la quimioterapia con antraciclinas
en pacientes con cancer de seno. Esto advierte que las antraciclinas median una respuesta inmune
similar a la inducida por patégenos virales [48]. Similarmente, un gran ndmero de agonistas
sintéticos de TLR3 son utilizados en combinacién con agentes quimioterapéuticos, que
naturalmente, no estimulan la produccién de IFNI. Es el caso del polylC12U, también conocido
como rintatolimod y Ampligen™, catalogados como inmunoestimulantes en pacientes con cancer
[57].

Es posible sugerir que la exposicién de la CRT en la superficie de las células constituye una sefial
pre-apoptdtica, que en conjunto con la movilizacion de HMGB-1, como una sefial post-apoptética
y la secrecion de ATP como sefial de “encuéntrame” a la par con su funcion de activador de
NLRP3 inflamosoma, asi como la secrecion de interferones tipo | por parte de células tumorales,
son indispensables para la generacién de respuesta inmune innata y de memoria especifica [22, 58,
59]
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1.3 Papel de células presentadoras de antigeno en respuesta a
MCI de las células tumorales.

La emision de sefiales inmunogénicas producto del estrés pre-mortem de reticulo endoplasmatico,
como es la exposicion de CRT vy secrecion de ATP, sumado a la liberacion de HMGB-1, son
sefiales reconocidas por los receptores de las DCs (CRT: CD91; HMGB-1: TLR-4 y ATP:
P2RX7). Esto promueve la fagocitosis de las células tumorales que mueren via MCI por parte de
células dendriticas inmaduras (iDC), con la consecuente maduracion de las mismas, la
presentacion de antigenos tumorales, la produccion de IL-1p y la activacion y proliferacion de
celulas T citotdxicas con la consecuente produccion de IFN-y [35] Figura 2.
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Figura 2: Productos de la muerte celular inmunogénica. La figura resume las caracteristicas moleculares propias de la MCI, en que
como resultado del estrés causado al reticulo endoplasmastico se exponen moléculas como CRT que van a ser captadas por el receptor
CD91, ademas de la liberacién de ATP (captado por receptores purinérgicos) y secrecion de la HMGB-1 reconocido por TLR-4. Lo
cual convierte a la célula que muere en una célula inmunogénica, capaz de madurar iDCs produciendo IL-1B, con la consecuente
activacion de CTLs gracias a la produccion de citoquinas como IL-17 garantizando respuesta de tipo celular por CTLs. Tomado de
[35].
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La exposicion de la CRT constituye uno de los principales puntos de control en la determinacion
de la inmunogenicidad de la muerte celular [35], dado que favorece la fagocitosis [60]. En
condiciones homeostaticas la CRT se localiza en el reticulo endoplasmético regulando la
homeostasis del calcio. Sin embargo, bajo muerte celular inmunogénica, la CRT actla como
chaperona fijando la trombospondina e induciendo la adhesion focal con el receptor de
lipoproteina de baja densidad (LRP) (CD91) en la célula fagociticas. La LRP esta involucrada en
diferentes procesos celulares, incluyendo sefiales intracelulares, homeostasis de lipidos y
remocion de células apoptéticas. De manera que CRT y LRP actan como ligandos de células
apoptoticas expresadas en células fagociticas [14].

CRT estimula a las células presentadoras de antigeno, particularmente células dendriticas, a
devorar eficientemente células apoptéticas, procesar sus antigenos y generar una respuesta celular
en contra de los antigenos contenidos en los cuerpos apoptoticos [35]. En pacientes con leucemia
mieloide aguda, la exposicién de CRT se asocia con la supervivencia del paciente al ser un
predictor de la respuesta de células T antitumorales [61]. En contraste, en cancer colorrectal, la
baja expresion de CRT es un factor de mal pronéstico asociado a un deficiente infiltrado de
células T CD3" y T CD45RO" de memoria [62]. Esto sugiere que la expresion de CRT en la
superficie de células tumorales determina la aparicion de una respuesta inmune especifica
protectora [35].

La exposicion de CRT por antraciclinas es un proceso rapido, detectable al cabo de una hora
después de tratamiento. Las células tratadas con antraciclinas son fagocitadas rapidamente antes
de cambios apoptoticos celulares apenas poco tiempo después del tratamiento e incitan
rapidamente la inmunidad. CRT sin inductor de apoptosis no mejora la inhibicion de crecimiento
tumoral lo que quiere decir que determina la inmunogenicidad de muerte celular in vivo pero no la
muerte celular per se. De esta manera la adicion directa de Calreticulina exdgena a células
modificadas (CRT ™) restaura los niveles de CRT en la superficie y restablece la habilidad de las
células para ser fagocitadas por macro6fagos murinos, monocitos humanos y fagocitos no
profesionales [14].

Numerosa evidencia experimental propone que la terapia antitumoral no sélo tiene efecto citolitico
directo en las células tumorales, sino que ademas tiene la capacidad de inducir respuesta inmune.
Varias observaciones apoyan esta teoria. Una de ellas, es el hecho que la eficacia de la
quimioterapia in vivo depende de la integridad funcional del receptor TLR-4 y Myd88 de las DCs,
el cual reconoce moléculas de HMGB-1 provenientes de células tumorales tratadas con inductores
de muerte [23]. Se ha demostrado que las células tumorales en proceso apoptético pueden ser
presentadas por las DCs a las células T in vitro e in vivo generando células T especificas de tumor.
Esto ocurre Unicamente cuando las DCs actian por medio de la via TLR-4- Myd88 [23]. Las
células dendriticas son entonces, requeridas para una respuesta inmune contra las células
tumorales muertas por apoptosis, debido a su capacidad para reconocer, fagocitar y procesar
eficientemente células apopt6ticas provenientes de tumor [35].

El reconocimiento de moléculas por las DCs es mediado por un complejo constituido por TLR-4 y
CD14. TLR-4 juega un rol importante en el procesamiento y presentacion de antigenos
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intracelulares, asi como en la activacién de la via NF-kp. En las DCs esta activacion resulta en la
liberacion de citoquinas proinflamatorias como TNF, IL-1, IL-6, IL-12 y el factor estimulador de
colonias granulociticas monociticas (GM-CSF) [23].

La expresion de proteinas de shock térmico (HSP) en la superficie de células tumorales muertas
mejora el reconocimiento por parte de las células dendriticas [63], su maduracién [64, 65] e
incrementa la presentacion cruzada eficiente de péptidos antigénicos derivados del tumor [66],
ayudado por la IL-1p que establece una comunicacion entre lo innato (inflamacién) y lo adquirido
(memoria) [54].

1.4 Células dendriticas y su rol en el desarrollo de vacunas.

El eje de investigacion en cancer ha abordado diferentes estrategias de manejo frente a esta
patologia. Una de ellas, y que actualmente supone el top de tratamientos, es la inmunoterapia,
enfocada a la activacion de células T especificas con las células dendriticas como base
inmunoldgica en pacientes afectados por malignidad tumoral. Las células dendriticas al ligar la
inmunidad innata y la adaptativa se posiciona como el adjuvante celular predilecto en estudios de
investigacion en vacunas, los cuales soportan su uso gracias al aumento en el tiempo de
supervivencia del individuo, ademas de su rara inmuno-toxicidad, la no dependencia del tipo de
HLA vy el reducido riesgo de inducir evasion inmunoldgica. Prueba de esto, la aprobacion de la
FDA para el uso de Sipuleucel-T (Provenge) en pacientes con cancer de prostata metastasico [67]
[25].

Sin embargo, obtener resultados de este calibre exige concentrar los esfuerzos investigativos en
la metodologia que incentivara apropiada y efectivamente la inmunogenicidad de las células
tumorales muertas que, finalmente activaran las células dendriticas presentes en una vacuna,
hecho que propone la MCI como una potencial herramienta para mejorar el potencial
inmunogénico de las vacunas, como ha sido demostrado en diversos estudios experimentales a
nivel pre clinico [25].

En este sentido, el alcanzar fases exitosas de este tipo de vacunas involucra, adicionalmente, otros
aspectos como la participacion directa de DCs maduradas, dado que estudios en fase experimental
Iy Il realizados en pacientes con melanoma metastasico y cancer de prostata, confirmaron la
superioridad de DCs maduradas cargadas con antigenos para provocar respuestas inmunoldgicas
en comparacion con las inmaduras, aumentando a la par la supervivencia libre de progresion, toda
vez la aplicacién de la vacuna se realice de manera intradérmica[25] [68].

Un estudio realizado en pacientes con melanoma compar6 la vacunacion intradérmica con la
intranodal, encontrando que aunque el nimero de DCs que alcanza los nddulos linfaticos es mayor
después de la vacunacién intranodal, las células T especificas de melanoma son mucho mas
funcionales con la vacunacion intradérmica [25] [68].

El tipo de tratamiento inmunogénico impacta la biologia de las DCs debido a la induccién de
DAMPs en las células muertas. La terapia fotodindmica y la alta presion hidrostatica han
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demostrado ser unos de los mas prometedores mecanismos para obtener una célula tumoral de
carga antigénica altamente inmunogénica para vacunas basadas en las DC [69, 70]. El primero, la
PDT es u procedimiento minimo invasivo, que conlleva a la produccién de ROS in presencia de
oxigeno y el segundo, aungue tradicionalmente se ha empleado como método de esterilizacion
farmacéutica, induce la produccion de ROS y ER. Para este Gltimo, el poder inmunogénico fue
altamente comprobado in vivo en investigaciones pre clinicas de melanoma y cancer de pulmon
metastasico [25] .

Por su parte, la radioterapia ha demostrado la expresion de CRT, HSP70 y HMGB1 en modelos
animales. Cho et al, encontraron que las DCs cargadas con células cancerigenas irradiadas en
pacientes con glioblastoma impactan el crecimiento del tumor y aumentan consecuentemente el
promedio de supervivencia. Otros métodos tales como el shock térmico basan su poder
inmunogénico en la habilidad de producir HSP60, HSP70 y HPS90, asociado ademas con
regresion tumoral en estudios preclinicos de cancer pancreaticos [71-73].

Es asi como la MCI enfocada a vacunas de DCs aunado a otras estrategias como inhibidores de
“checkpoints” u otros farmacos podria llegar a inhibir la inmunosupresion severa causada por el
tumor, siendo clave para la eficacia de la inmunoterapia contra el cancer basada en la combinacion
de MCI y vacunas de DCs [25].

1.5 Efecto de los quimioterapéuticos de uso comun en la
respuesta inmune.

El manejo terapéutico anti cancerigeno incluye procedimientos quirdrgicos, asi como diferentes
esquemas de quimioterapia, radioterapia o inmunoterapia empleados como monoterapia 0
combinados entre si. La decisién médica esta sujeta tanto al tipo, grado y localizacién del tumor,
como al estado de salud general del paciente. El uso de estos tratamientos no garantiza plenamente
la eliminacion de células tumorales, debido principalmente a que muchas de ellas son resistentes
0 bien, los tratamientos pueden ser inefectivos contra las micrometastasis o las células madre
cancerigenas [60, 74].

Para que la muerte tumoral se medie inmunogénicamente, es necesario que al morir la célula
emita sefiales que favorezcan la fagocitosis de células apoptéticas, generando una respuesta
inflamatoria necesaria para activar la respuesta inmune antitumoral especifica conservando
tolerancia a lo propio [15]. Obeid y et al en 2007 sometieron células tumorales a 24
quimioterapéuticos con el objetivo de observar la habilidad de estos farmacos para estimular
respuesta inmune anti cancer in vivo [15], encontrando que solo unos pocos farmacos logran
inducir muerte tumoral inmunogénica [34, 75-77]. Algunos de estos incluyen:

Uno de estos terapéuticos fue la Gemcitabina, usada para el tratamiento de carcinomas como
Linfoma no Hodgkin, cancer de ovario, cancer de mama, pulmén no microcitico, pancreas y
vesicula [78, 79]. Este nucleésido andlogo aumenta la expresion de HLA tipo | en células
cancerigenas [80, 81], optimizando la presentacion cruzada de antigenos tumorales a células T
CD8" [81, 82] y destruye selectivamente células mieloides supresoras (MDSCs) [83, 84].
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El Oxaliplatino cominmente usado en terapias para cancer colorrectal y pancreético, induce
aumento de moléculas HLA clase | e también inhibe STATS6, regulando la expresion de PDL2
(ligando de muerte programada), limitando asi la inmunosupresion [85]. Es un agente alquilante
que forma uniones con el DNA inhibiendo su replicacion; su citotoxicidad no es especifica de
alguna fase del ciclo celular [86].

La Ciclofosfamida utilizado en tratamiento para linfoma, leucemia y tumores sélidos [80], actla
como un alquilante del DNA, que impiden la duplicacion del mismo y provocan la muerte celular.
Suprime las células mieloides supresoras y Tregs, e impide la produccion de citoquinas
inmunosupresoras como IL-4, IL-10 e IL-13 [87, 88], favoreciendo la produccion IL-17,
promoviendo asi, una respuesta antitumoral de predominio celular (células T y células NK) [89] y
estimulando la expresion de Interferones tipo I, que permite la expansiéon de CD8a” DCs (modelo
animal), que estan implicadas en la presentacion cruzada [90].

La Doxorrubicina, usada en terapias para cancer hematolégico y céancer sélido, estimula la
proliferacion de linfocitos T CD8" especificos de tumor en nddulos linfaticos, gracias a la
secrecion de IL-17 e IFNy [46, 91]. Se trata de una antraciclina que afecta la accion de DNA y
RNA polimerasas, pues inhibe la topoisomerasa Il. Es usada para tratamiento de leucemia
linfoblastica aguda, linfoma Hodkin y no Hodkin, cncer de mama, neuroblastoma, sarcoma,
cancer de ovario, vejiga, tiroides y gastrico [92]

Los Taxanos como Paclitaxel, se unen a los microtubulos, interfiriendo con la mitosis, resultando
en muerte celular por catastrofe mitdtica [93], se ha reportado que afecta especificamente la
produccion de citoquinas y viabilidad en Tregs [94], ademas de potenciar la respuesta citotoxica
por CTLs [95]. Es empleado para cancer de ovario y pulmén [96].

Carboplatino es un agente alquilante que provoca uniones cruzadas entre las cadenas de DNA
alterando la funcionalidad celular y por ende provocando muerte celular, no afecta alguna fase
especifica del ciclo celular. Es usado para cancer de ovario y cancer de pulmoén no microcitico
[97]

Ademas de quimioterapéuticos se ha reportado el uso de productos naturales como Caesalpinia
spinosa (P2Et), la cual induce la activacion de caspasas 3y 9, movilizacion del CITOCROMO C

, externalizacion de fosfatidil serina al exterior de la membrana celular, ademas de la expresién de
marcadores caracteristicos de MCI, como CRT y HMGB-1 y secrecion de ATP en células
tumorales, llevando a la generacién de respuesta inmune especifica [41, 98].

Diversos estudios revelaron que el uso de virus oncoliticos se basa en la administracion de cepas
virales no patdgenas, que infectan y eliminan selectivamente las células malignas, mientras que
inducen respuesta inmune especifica de tumor [99-103], Esto gracias a esfuerzos dedicados al
desarrollo de particulas virales con caracteristicas como: i. Oncotropismo basado en la exposicién
de antigenos asociados a tumor (TAAS) en la superficie celular [104-108], ii. Citotoxicidad [109,
110], iii. Estimulacion de respuesta inmune [111-113], iv. Inmunogenicidad limitada, basada en
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estrategias para cambiar la superficie viral y de esa manera reducir el reconocimiento por el
sistema inmune [114, 115], ademés de inducir expresion de moléculas de MCI como HMGB-1,
estas caracteristicas fueron demostradas en estudios realizados por Liikanen et al. en la
Universidad de Helsinki, en los que se propuso que la secrecion de HMGB-1 constituye un factor
pronostico asi como indicador predictivo en la terapia con virus Oncolitico [116]. Hallazgos
recientes demuestran que la eficacia terapéutica de la viroterapia oncolitica, es debida en cierta
medida, a la produccion de IFN de Tipo I, que tiene un papel central en procesos innatos de
inmunidad antiviral [117, 118], ademé&s de ejercer un efecto importante en la eliminacion de
células malignas y la generacidon de respuesta adaptativa [119].

Referencia cientificas sobre quimioterapéuticos de uso comun y el rol que desempefian como
inductores de MCI, demuestran que la composicion del infiltrado inmune tumoral cambia en
respuesta a estos agentes, tal es el caso del aumento de la relacion linfocitos T CD8+ sobre células
T reguladoras FOXP3+, prediciendo respuestas terapéuticas favorables en cancer de mama y
cancer colorrectal, en pacientes tratados con antraciclinas y Oxaliplatino respectivamente [120,
121]. Por su parte resultados previos han revelado que las antraciclinas son excelentes inductores
de MCI en células tumorales tratadas [122]. Estas han sido usadas como vacuna terapéutica en
pacientes con céancer, obteniendo una buenas respuesta clinica en los pacientes expuestos [123].
Los resultados sugieren que la respuesta clinica esta relacionada con la exposicion CRT, la cual es
dependiente de la formacion de especies de oxigeno reactivas (ROS) y el 6xido nitrico [49, 124],
ademas de la activacion de la caspasa-8 [49, 125].

Otros inductores de MCI, han sido estudiados, Zappasodi et al [123], quienes afirman que el
mecanismo de muerte inmunogénica es un prerrequisito para la eficacia de una inmunoterapia
activa utilizando células tumorales muertas. Este grupo evalué una estrategia de vacunacion
usando las DCs cargadas con los Ags tumorales de células muertas por apoptosis 0 necrosis,
derivadas de tumores autélogos de pacientes con recidiva de linfoma no Hodkin. El protocolo
utilizado consistio en la exposicion de las células a shock térmico y combinacion de rayos y y
rayos ultravioleta. Como resultado, se evidencié una mayor efectividad, en comparacién con la
Doxorrubicina, en el proceso de translocacion a la superficie de senales “eat me” (comeme) como
la Calreticulina (CRT), la liberacion de HMGB-1 y ATP [123]. Dichas sefiales acompafiaron la
induccion de una respuesta clinica asociada con la activacion de la respuesta inmune especifica
contra el tumor en 6 de los 18 participantes [126]. Este tipo de hallazgos proponen la utilidad los
antigenos derivados de MCI en la construccidn de vacunas anti-cancer.

De igual forma, la eficiencia de la quimioterapia con antraciclinas y Oxaliplatino, disminuye
cuando algunos componentes del sistema inmune como IFNy- y la IL-1p o sus receptores son
bloqueados o eliminados en modelos KO [23, 54]. Estas observaciones sugieren que el efecto
inmunogénico de algunos farmacos anticancerigenos es mediado por la interaccion entre DCs y
LT, donde una serie de sefiales inmunogeénicas pueden ser liberadas durante la MCI que estimula a
las DCs a capturar Ags derivados de las células tumorales que estan muriendo, y estos
eventualmente podrian ser presentados a LT CD4" y CD8" para generar una respuesta inmune
especifica de tumor [74]. Este efecto no se observa en ratones inmunodeficientes NU/NU, en
ratones en los que los LT CD4" y CD8" son bloqueados con anticuerpos neutralizantes o cuando
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hay una deplecion temporal de DCs [16, 23]. Sugiriendo que se requiere un sistema inmune
competente para que este tipo de terapia tenga éxito. Finalmente, la MCI se muestra como uno de
los mecanismos mediante el cual quimioterapéuticos citotoxicos pueden provocar una respuesta
inmune focalizada al tumor. Resultados preclinicos prometedores sugieren que agentes que
promueven la exposicion de Calreticulina, secrecion de ATP, produccion de IFN I, liberacion de
HMGB-1, mejoran considerablemente el perfil de regimenes terapéuticos convencionales [24].

2 MATERIALESY METODOS.

En el presente trabajo se realizd una serie de experimentos que involucran desde cultivos de las
lineas celulares, su evaluacién en respuesta a diferentes tratamientos y su efecto sobre el sistema
inmune. A continuacion se relaciona la lista de la metodologia utilizada de manera secuencial, las
especificaciones de cada paso se pueden encontrar en los respectivos anexos (Figura 3).

ANEXO

¢ Cultivo lineas tumorales (REH, CRL-2338 y KATO II1)

* Determinacion dela IC50 de farmacos mediante MTT

» Evaluacion viabilidad por citometria de flujo

* Caracterizacion molecular del tipo de muerte inducida por cada farmaco

 Caracterizacion de marcadores de muerte celular inmunogénica (MCI)

» Caracterizacion y purificacion de la poblacién celular con expresion de DAMPs

* Evaluacion de induccion de fagocitosis por parte de células tumorales

» Caracterizacion del fenotipo de maduraciéon en DCs pulsadas con células tumorales

» Evaluacion de activacion, proliferacion y respuesta especifica por parte de LT

* Presentacion cruzada de antigenos y estimulacion de LT CD8 efectores
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Figura 3. Disefio experimental. Se describen los pasos del disefio experimental en el proyecto; se nombran los anexos donde se
encuentra la informacion detallada.



-32-

A continuacién, se resumen cada uno de los pasos detallados en los anexos correspondientes.

Cultivo lineas tumorales (REH, CRL-2338 y KATO 111): Las lineas tumorales fueron
cultivadas en medio RPMI o IMDM suplementado con 10% SFB, en frascos T75, con
recambio de medio cada 48 a 72 horas, hasta obtener confluencias entre 70 a 90%. La
viabilidad y recuento se realizd con tincion con azul de tripan en cdmara de Neubauer.

Determinacion de la 1Cs, de farmacos mediante MTT: Las células fueron sometidas a
diferentes concentraciones para cada uno de los farmacos empleados en rangos que cubren
las concentraciones descritas en la literatura. Posterior a los tratamientos se calcul6 el
IC50 con relacion a los analisis de viabilidad realizados mediante la técnica de MTT
(dependiente de la funcién mitocondrial).

Evaluacién viabilidad por citometria de flujo: Una vez establecido las condiciones y la
sensibilidad de las células a los diferentes tratamientos se procedid a caracterizar mediante
la tinciéon por AQUA mediante citometria de flujo.

Caracterizacion molecular del tipo de muerte inducida por cada farmaco: La
caracterizacion molecular incluye la funcional de mitocondria con DIOC(3), evaluacion
de las diferentes fases del ciclo celular, activacion de caspasas (3, 7 y 8) y expresién de
moléculas asociadas a procesos de muerte y estrés oxidativo.

Caracterizacion de marcadores de muerte celular inmunogénica (MCI): La expresion
de DAMPs en células tumorales se evalu6 por citometria de flujo empleando anticuerpos
conjugados contra CRT, HMGB-1 y medicion de ATP (luminiscencia).

Caracterizacion y purificacion de la poblacion celular con expresion de DAMPs: Se
explica la metodologia para enriquecer las células tumorales que expresan DAMPs
mediante separacion por gradiente de densidad y separacion celular por citometria
(Sorting).

Evaluacion de induccion de fagocitosis por parte de células tumorales: Células
tumorales tratadas fueron marcadas con CFSE y expuestas a células dendriticas (DCs)
inmaduras con el fin de determinar poblaciones doble positivas (CD11c y CFSE) para
caracterizar la capacidad de fagocitosis en diferentes condiciones.

Caracterizacion del fenotipo de maduracion en DCs pulsadas con células tumorales:
La maduracion de DCs en respuesta a la presencia de células tumorales tratadas que
expresan DAMPs (viables y no viables) fue evaluada mediante la cuantificacion de CCR7,
CD83, CD80 y CD209, en células CD11c" por citometria de flujo.

Evaluacion de activacion, proliferacion y respuesta especifica por parte de
Linfocitos: La respuesta inmune a las células tumorales tratadas fue evaluada mediante el
analisis de formacién de conjugados de DCs con LT, el grado de activacion de LT
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expuestos a DCs co-cultivadas con células tumorales tratadas, por reaccion mixta de
linfocitos (MLR) y ensayos de proliferacion cuantificando Ki67.

Presentacion cruzada de antigenos y estimulacion de LT CD8 efectores: Células
dendriticas de una paciente HLA-A2 con cancer de mama (Her2/neu™") fueron cultivadas
con CRL2338 tratadas con Oxaliplatino. Estas células fueron posteriormente cultivadas
con LT autdlogos para evaluar mediante tincion con tetramero especifico para Her2/neu la
expansion y fenotipo de memoria de LT especificos para Her2/neu. Se compar6 con DCs
pulsadas con péptidos de Her2/neu o péptidos virales como control.

2.1 Materiales

2.11

Lineas celulares

Las lineas celulares ATCC® empleadas en este trabajo se describen a continuacion:

2.1.2

Leucemia: Linea celular REH (CRL8286™), proveniente de células obtenidas en 1973 de
una paciente de 15 afios de edad con diagnostico de leucemia linfoblastica aguda de
precursores B en su primera recaida.

Cancer de mama: Linea celular CRL2338, derivada de un cancer de mama ductal grado
3 con sobre expresion del oncogén Her2/neu, obtenida en 1995 de una mujer de 61 afios
de edad.

Cancer gastrico: Linea celular KATO Ill, procede de un hombre asiatico de 55 afios
diagnosticado con cancer gastrico metastasico.

Cultivos celulares

Las lineares celulares previamente descritas fueron cultivadas como se describe a continuacion:

2.1.2.1 Medios de cultivo:

El cultivo de células REH y CRL2338 emple6 RPMI 1640 con glutaMAX (Gibco®)
suplementado con 10% (vol/vol) de suero fetal bovino (SFB) mas 20 U/mL de Penicilina
y 40 U/mL de estreptomicina (Invitrogen®), enriquecido con aminoacidos esenciales y
piruvato de sodio.

Para el cultivo de células KATO Ill. se recurrio al uso de IMDM de Gibco®
suplementado con 10% de SFB més 20 U/ml de Penicilina y 40 U/ml de estreptomicina
(Invitrogen®).

Co-cultivos de DCs y LT se hizo en AIM-V de Gibco®.
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2.1.3 Farmacos de quimioterapia evaluados

Tabla 1. Farmacos evaluados.

FARMACO CONCENTRACION PROVEEDOR
COMERCIAL (mg/mL)

Carboplatino 10 Fresenius Kabi.
Gemcitabina 20 Fresenius Kabi.
Doxorrubicina 2 Pfizer

Oxaliplatino 5 Sanofi

Paclitaxel 6 Corden Pharma Latina S.p.A.

Ciclofosfamida 20 Baxter Oncology GmbH

2.1.4 Reactivos

A continuacién se nombran reactivos utilizados, en los anexos mencionados en el disefio
experimental se especifican el uso y la metodologia para los que fueron usados:

Solucién de azul tripan (0.25%) (Sigma, T8154), MTT (Tetrazolium dye MTT 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ), 5mg/mL, se usé a una concentracion de
0.1mg/mL (Molecular probes), tripsina 0.25% (Gibco), EDTA 0.53 mM (Invitrogen 0.5M EDTA,
pH 8), DMSO (Dimethyl sulfoxide) MP Biomedicals; coctel de citoquinas standard: IL-B
(Cellgenix, 10ng/mL), IL-6 (Cellgenix, 10ng/mL), TNF-a (Cellgenix, 10ng/mL), PGE2
(Prostaglandina E2 20mg/mL SIGMA), coctel de diferenciaciéon de monocitos a iDCs: IL-4
(Cellgenix 750 Ul/mL), GMC-SF (Cellgenix 1000 Ul/mL), activacién y proliferacion de linfocitos
T: Perlas a-CD3-CD2-CD28 (Miltenyi Biotec 100ug/mL) e IL-2 (100UI/mL), Invitrogen), poli-L-
lisina (0.01%),Glicerol al 70% (MERCK).

2.1.5 Equiposy software
Durante el desarrollo del proyecto se utilizaron los siguientes equipos:

Equipo de agua Marca Marca Mlllipore, Balanza analitica (Balanza Analitica electrénica marca
Sastorius modelo 224.S), cabina de flujo laminar (Labconco), incubadora de CO, (Thermo
Scientific, series 800 WT), bomba de vacio ( Bomba de vacio No 1 Marca GAST Modelo 1HAB-
25B-M100X), ultracentrifuga (Thermo scientific sorvall ST 16r), bafio seroldgico (Marca
Memmert Modelo WB14), microscopio invertido (Olympus), microscopio optico (Olympus),
camara de Neubauer, lector de Elisa Marca BIORAD Modelo ultramark, fluorometro marca
BIOTEK Modelo FLX-800, citometro de flujo FACSaria Il, software Flowjo para analisis de
citometria de flujo y para el andlisis estadistico y gréficos se uso el software Graph Pad Prism 6.
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3 ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los analisis estadisticos y las graficas de distribucion fueron realizados en el software Graph
Pad Prism 6.

Los datos obtenidos de la evaluacién de citotoxicidad de los medicamentos se sometieron a un
andlisis de regresion lineal, dosis vs respuesta, a partir del porcentaje de inhibicion del crecimiento
de las lineas celulares en relacién con las concentraciones evaluadas de cada farmaco.

Cada uno de los ensayos realizados fue evaluado con el test de D"Agostino, con el objetivo de
establecer si la muestra dada posee un comportamiento de una poblacién con distribucién normal.
Se evaluo las diferencias entre el efecto de la ICs, cada uno de los farmacos y el control de
viabilidad, aplicando la prueba no paramétrica ANOVA (Kruskal-Wallis) con post-test de Dunn’s,
de una via.

Con el fin de comparar los niveles de un factor seleccionado (AQUA" vs AQUA", viables vs no
viables para cada farmaco) se aplicé la prueba t de Mann-Whitney (datos no paramétricos). Se
consideré como valores significativos aquellos cuyo valor p fuera menor o igual a 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Induccion de muerte celular in vitro.
4.1.1 Evaluacién de crecimiento de células tumorales en cultivo.

Las lineas tumorales REH (Leucemia), CRL2338 (Céancer de Seno) y KATO Il (Cancer Gastrico)
fueron cultivadas y durante su tiempo en cultivo se monitore6 su replicacion con el fin de
establecer la dinamica de crecimiento de cada linea. Los resultados obtenidos estan consignados
en la gréfica de la Figura 4:

e La linea celular REH se cultivé a partir de una densidad inicial de 2x105 células/mL.
Durante las primeras 24 horas se obtuvieron 2.1 generaciones con un tiempo de
generacion de la fase exponencial de 11.4 horas. Al quinto dia de monitoreo el cultivo
alcanzo una densidad 12 veces mayor a la inicial (Figura 4A), con una viabilidad del 97%.
(tiempo escogido para realizar experimentos).

e La linea celular CRL2338 se cultivd a partir de una densidad inicial de 2.5x104
células/mL. Durante las primeras 96 horas se obtuvieron 14.6 generaciones con un tiempo
de generacidn de la fase exponencial de 6.57 horas. A los 12 dias de monitoreo se obtuvo
una densidad 44 veces mayor respecto a la inicial con una viabilidad del 97% (Figura 4B).
A partir del dia 16 la viabilidad disminuy6 debido a la alta confluencia celular, tomando
como momento para la ejecucién de experimentos el dia 12.

e La linea celular KATO Il se cultivé a partir de una densidad inicial de 2.5x104
células/mL. Durante las primeras 72 horas se obtuvieron 2.7 generaciones con un tiempo
de generacion durante la fase exponencial de 26.49 horas. Al sexto dia de monitoreo del
crecimiento de esta linea (Figura 4C) se obtuvo una densidad 36 veces mayor respecto a la
inicial con un 95% de viabilidad.
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Figura 4. Dinamica de crecimiento de las lineas tumorales REH, CRL2338 y KATO IlI en cultivo. Expansion en cultivo de las
lineas tumorales REH (A), CRL2338 (B) y KATO Il (C). Las gréficas resumen la dindmica de expansion de las células (células/mL)
en dias. Actividad realizada con recuento en camara de Neubawer por exclusion del azul de tripan. Se presentan los valores promedio
de tres experimentos diferentes realizados.
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4.1.2 Efecto de los farmacos evaluados en la viabilidad de las lineas

tumorales.

4.1.2.1 Citotoxicidad de los agentes de quimioterapia sobre las células REH, CRL2338 y

KATO III.

Empleando la técnica MTT para evaluar la viabilidad celular, se establecio el porcentaje de
inhibicién del crecimiento celular inducido en las tres lineas celulares por diversos agentes
de quimioterapia presentes en el medio de cultivo a diferentes concentraciones durante un
periodo de tiempo determinado. A partir de este dato, se calculd la concentracion de
medicamento que reducia al 50% la viabilidad de las células en un tiempo determinado
(ICs) .Este valor refleja la magnitud de la inhibicién del crecimiento celular en funcién de
la concentracién del farmaco medida en tiempos especificos. La Tabla 2 se muestra los
valores de ICs de cada uno de los farmacos en las tres lineas celulares.

Tabla 2. Actividad citotéxica de farmacos sobre las células REH y, CRL2338 y KATOIII,
determinada por la técnica MTT después de tratamiento

, REH CRL2338 KATO 111

Farmaco =50 (uM)= DS | Horas | I1C50 (uM)= DS | Horas | 1C50 (uM)= DS | Horas
Carboplatino 82+183 28 56.6 < 0.9 48 80.4 218 48
Gemcitabina 120.4% 6.4 28 364%2.7 48 58+23 48
Doxorrubicina 3.9+£0.80 24 32+15 24 12 £0,3 48
Oxaliplatino 21618 48 99 +47 24 63+4 48
Paclitaxel 11425 6 19+ 1,09 2 204134 2
Ciclofosfamida | 176,3+235 | 48 1074 48 873x15 48

IC50 = concentracion inhibitoria 50 (media geométrica); DS = desviacién estandar de tres ensayos independientes realizados por
duplicado.

El analisis de regresion lineal de las curvas de dosis-respuesta obtenidas a partir del porcentaje de
inhibicion del crecimiento de las lineas celulares en relacion a las concentraciones y tiempos
evaluados en cada farmaco, permitio establecer que el efecto de los mismos es diferente en cada
linea celular:

En la linea celular REH se determind la actividad citotdxica a las 48 horas para los
farmacos Carboplatino (ICso= 82uM), Gemcitabina (ICs,= 120.4uM), Oxaliplatino (1Cso=
21.6 uM) y Ciclofosfamida (ICso= 176.3 uM). Doxorrubicina alcanzé la dosis letal 50 a
las 24 horas (ICs= 4uM) y Paclitaxel a las 6 horas (ICs,= 11 uM).

En la linea celular CRL2338 se registrd la actividad citotoxica a las 24 horas para los
farmacos Doxorrubicina (ICso= 3.2uM), Oxaliplatino (ICs= 99uM) y Paclitaxel (ICso=
19uM), en los otros tres tratamientos se establecié la dosis letal 50 a las 48 horas
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(Carboplatino (ICs,= 56.6uM), Gemcitabina (ICsp= 36.4uM) y Ciclofosfamida (ICsp= 107
uM).

e En la linea celular KATO Il se registrd la disminucién en la viabilidad a las 48 horas
luego del tratamiento con Carboplatino (ICso= 80.4uM), Gemcitabina (ICso= 58uM),
Doxorrubicina (ICs,= 12uM) y Oxaliplatino (ICs= 63uM). Finalmente. la actividad
citotdxica de Paclitaxel (ICso= 20.4uM) fue registrada a las 24 horas.

Una vez establecida los I1Csy en las tres lineas celulares, utilizando las condiciones de ICg
descritas en la Tabla 2 se realizaron una serie de experimentos con el fin de evaluar si el efecto
citotoxico de cada farmaco se correlacionaba con eventos moleculares clasicamente asociados a la
muerte celular.

4.1.3 Las lineas tumorales experimentan diferente grado de alteracion
de la viabilidad celular luego del tratamiento con distintos
farmacos anti-tumorales.

4.1.3.1 Efecto sobre la viabilidad celular.

Se evalud por citometria de flujo la viabilidad celular, empleando FSC y SSC seguido del
analisis del patron de marcacion con AQUA. El andlisis de tamafio y complejidad (FSC y SSC) de
las células tratadas mostro, posterior al tratamiento, cambios en la morfologia celular y se hizo
evidente una poblacion de bajo tamafio y complejidad, que respondio a la marcacion con AQUA,
lo cual es sugestivo de baja viabilidad celular asociada a dafio en la integridad de la membrana de
células o restos celulares (Figura 5).

Estos indicios de compromiso en la viabilidad celular inducida por los farmacos, vario
ampliamente segun el tipo de célula tratada, la naturaleza del farmaco evaluado e incluso un
mismo farmaco tuvo diferente efecto en las células expuestas (Tabla 3). Mientras que las células
REH luego del tratamiento con Oxaliplatino, Gemcitabina y Ciclofosfamida captaron de manera
significativa AQUA, solo hubo tendencia al aumento en la marcacion con AQUA, sin diferencias
significativas con respecto al control, en células REH tratadas con Carboplatino, Doxorrubicina y
Paclitaxel. Por su parte, en las células CRL2338 se evidencid una tendencia al aumento no
significativa en la poblacion AQUA" luego del tratamiento con Paclitaxel y Ciclofosfamida. Las
celulas KATO IlI, en contraste, experimentaron un aumento no significativo de la poblacion
AQUA positiva posterior del tratamiento con Paclitaxel (Tabla 3).
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Figura 5. Diagrama de puntos representativo del efecto de los farmacos sobre la viabilidad en células REH. Analisis en
diagrama de puntos de la distribucion por tamafio y complejidad (FSC-A y SSC-A respectivamente) y marcacion con AQUA (en azul)
de células REH sin tratar como control y tratadas con Oxaliplatino (21 uM por 48 horas). Se grafica un experimento representativo de
tres realizados en dias distintos.

Tabla 3. Los farmacos anti-tumorales evaluados disminuyen la viabilidad celular al alterar la
integridad de la membrana celular en las tres lineas valoradas.

TRATAMIENTO YAQUA’ £DS
REH CRL2338 KATO Il
Sin tratar 5+27® 6.5+ 2.1 9,6+2.8
Carboplatino 30£75 N.D. N.D.
Gemcitabina 76.5 47 *** N.D. 42,3+ 4
Doxorrubicina 12+43 434+ 1.4 448+ 4
Oxaliplatino 44 +98* 37.7+57 33+6.5
Paclitaxel 38+12 50+9.4 48.5 +7
Ciclofosfamida 65 + 23 ** 53+5.3 N.D

@ Valores de la media con la desviacion estandar de los porcentajes de células REH, CRL2338 y KATO Il positivas para AQUA
obtenido por citometria de flujo de células sin tratar y tratadas con diferentes farmacos. Los datos obtenidos fueron analizados con un
test de Kruskal-Wallis y un post-test de comparaciéon maltiple de Dunn donde se obtuvieron diferencias significativas con valores de p:
* (< 0.05), ** (<0.01), *** (<0.001). Se realizaron tres repeticiones en dias distintos para la linea celular REH y dos repeticiones en
dias distintos para las células CRL2338 y KATO IlI. N.D. = No determinado.
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4.1.3.2 Alteracién del potencial de membrana mitocondrial.

El grado de citotoxicidad inducida por los agentes de quimioterapia sobre las células tumorales
fue analizado evaluando el estatus del potencial de membrana mitocondrial mediante la
cuantificacion del porcentaje de células positivas para DIOC4(3). En la Figura 6 panel izquierdo se
muestra a manera de ejemplo, un diagrama de contornos del grado de marcacion con DIOC¢(3) de
celulas REH sin tratar (diagrama superior) y tratadas con Oxaliplatino (diagrama inferior).

En estos experimentos, la disminucién del porcentaje de células positivas para DIOCg(3), en
células tratadas, se considerd sugestivo de alteracion del potencial de membrana mitocondrial
inducido por el farmaco. En la Figura 6 panel derecho, se presentan los porcentajes de células
REH positivas para DIOC4(3) posterior al tratamiento con los diferentes farmacos a
concentraciones y tiempos estipulados previamente en la Tabla 2. Estos resultados evidenciaron
una disminucion significativa en el porcentaje de células REH positivas para DIOCg(3)
especialmente en células tratadas con Doxorrubicina y Gemcitabina, para células CRL2338 en
celulas tratadas con todos los medicamentos evaluados (Doxorrubicina, Paclitaxel y
Ciclofosfamida) y finalmente para células KATO Il se evidencio alteracion de membrana para
celulas tratadas con Doxorrubicina, Paclitaxel y Oxaliplatino. (Figura 6, Tabla 4).
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Figura 6. Evaluacion de alteracion del potencial de membrana mitocondrial por quimioterapéuticos. Las células REH se
sometieron a tratamiento con los diferentes agentes: Carboplatino (Carbo), Gemcitabina (Gemci), Doxorrubicina (Doxo), Oxaliplatino
(Oxa), Paclitaxel (Pacli) y Ciclofosfamida (Ciclo) en las condiciones descritas en la tabla 3. Después del tiempo de incubacién las
células se tifieron con DIOCe(3) con el objeto de evaluar el potencial de membrana mitocondrial. El panel izquierdo corresponde a dos
plots de contornos tipicos que muestran la distribucién de células marcadas con DIOCg(3) sin tratar (superior) y tratadas (inferior). El
panel derecho presenta los porcentajes de células REH DIOCg(3) positivas luego del ser tratadas con diferentes farmacos. La
comparacion entre los tratamientos y el control sin tratamiento fue analizada mediante un (Kruskal-Wallis) con post-test de Dunn. *p <
0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001. Se realizaron cuatro experimentos en dias distintos y se muestran las DS.
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Tabla 4. Alteracién del potencial de membrana mitocondrial en células REH, CRL2338 y
KATO Il tratadas con diferentes fArmacos.

3 % células DIOCs(3) + DS
Farmaco
REH CRL2338 KATO Il
. Con.tml 95+ 0.2@ 77.2+8.2 92.3+3.4
( células sin tratar)
Carboplatino 82+10 N.D. 724 +6
Gemcitabina 2+1.3%* N.D. 89.6 +4.5
Doxorrubicina 24 +£21** 44 + 4.2 48 +5*
Oxaliplatino 48 £55 485 +4.9 69+8
Paclitaxel 57.3%2 51+11 45+ 7 **
Ciclofosfamida 30.2+13 40.5+ 10 90+3

@ Media y desviacion estandar de los porcentajes obtenidos del analisis por citometria de flujo para la marcacion con DIOC(3). Los
datos obtenidos fueron analizados con el test de Kruskal-Wallis y un post-test de comparacion multiple de Dunn donde se obtuvieron
diferencias significativas con valores de p: * (< 0.05), ** (<0.01), *** (<0.001). Se realizaron tres repeticiones en dias distintos por
duplicado para la linea celular REH, dos repeticiones en dias distintos para las células CRL2338 y tres repeticiones en dias distintos
para las células KATO IlI. Control: células sin tratamiento. N.D.: No Determinado

4.1.3.3 Efectos sobre el ciclo celular en células REH.

Para determinar el efecto de los farmacos sobre las diferentes fases del ciclo celular se trataron las
células con las concentraciones de cada farmaco establecidas con el 1Cs,. Los resultados de la
distribucion de las células en las distintas fases del ciclo celular se analizaron teniendo en cuenta
el modelo de integracion del ciclo celular de Watson. En el panel A de la Figura 7 se presenta a
manera de ejemplo, la distribucién de las fases del ciclo celular en células REH sin tratamiento y
tratadas con Carboplatino. Mientras en las células sin tratamiento, se observé un comportamiento
tipico de células “normoploides” (DNA > 2N) (Figura 7A, izquierda), en las células tratadas con
Carboplatino se evidencid una detencion de ciclo celular en la fase G2-M y la aparicion de hipo-
ploidia (GO-G1) (Figura 7A, derecho).

En el panel B, se presenta la distribucién de las distintas fases del ciclo generada con cada
tratamiento, los porcentajes de distribucion son registrados en la Tabla 5. Los resultados
mostraron que la Doxorrubicina induce de manera significativa hipoploidia (fase sub GO0/G1,
DNA< 2N) acompafiado de una disminucion de la fase S (Figura 7, Tabla 5). Por su parte, los
resultados sugieren que las células REH tratadas con Carboplatino experimentaron detencion en la
fase G2/M, mientras las células tratadas con Gemcitabina y Ciclofosfamida tuvieron una tendencia
a la aparicion de células hipoploides, claro esta que estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas.
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Figura 7. Distribucion de células REH en diferentes fases del ciclo celular luego del tratamiento con diferentes farmacos. Las
células REH fueron tratadas con Carboplatino (Carbo); (Gemci), Doxorrubicina (Doxo), Oxaliplatino (Oxa), Paclitaxel (Pacli) y
Ciclofosfamida (Ciclo). El anélisis del ciclo celular se realiz6 mediante citometria de flujo utilizando el modelo de integracion de
Watson y el software Flow Jo v 10. A. Diagrama explicativo del analisis que se evidencia las fases del ciclo celular de células sin
tratamiento (control de viabilidad) y células tratadas con Carboplatino. Los datos graficados corresponden a un experimento
representativo de seis realizados. B. Porcentaje de distribucion de las células tratadas con los diferentes farmacos luego de la marcacion
con Hoechst de células sin tratamiento y tratadas. La comparacion entre los tratamientos y el control sin tratamiento fue analizada
mediante con un test de Kruskal-Wallis con post-test de Dunn. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p <(,0001. Se realizaron seis
experimentos en dias distintos y se grafica la magnitud de la desviacion estandar en cada caso.

Tabla 5. Porcentaje de células REH en cada una de las fases del ciclo celular luego del ser tratadas
con diferentes agentes quimioterapéuticos

Tratamiento Sub G0/G1 G1 S G2/M
Sin tratamiento 33+03@ 57+29 14+1 1905
Carboplatino 6.0+22 367 17+6.8 38+/-9
Ciclofosfamida 27+ 5 49 +£8.3 6+1.2 6.7+ 2.6
Doxorrubicina 67 £ 0.6** 32+0.6 0.4+0.1* 0.06 £0.01
Gemcitabina 26+£0.5 55+55 9.3+2.0 44+£25
Oxaliplatino 14+41 60 + 4.5 11+21 9.7x27
Paclitaxel 10£5.6 46 = 12 13+04 22+54

@ Media y DS de 6 ensayos diferentes. La comparacion entre los tratamientos y el control sin tratamiento fue analizado mediante el
test de Kruskal-Wallis con post-test de Dunn. Los valores p corresponden a diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con el control sin tratamiento asi: **p < 0,01 y *p <0,05.
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4.1.3.4 Efectos sobre la induccion de caspasas 3, 7y 8 en células REH y CRL2338.

Como parte de la caracterizacion molecular de la muerte inducida por agentes cominmente
utilizados en quimioterapia, se examind el grado de activacion de las caspasas 3, 7 y 8 inducido
por el tratamiento con Doxorrubicina, Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida. En la Figura 8 se
muestra un plot de contornos representativo del andlisis por citometria de flujo de la activacion de
las caspasas 3y 7 (izquierda) y la caspasa 8 (derecha) realizado en células REH sin tratar (paneles
superiores) y tratadas con Oxaliplatino (paneles inferiores).

En la Tabla 6, se centralizan los porcentajes de activacion de las caspasas 3, 7 'y 8 en las células
REH y CRL2338 tratadas con los farmacos. Se evidencia que las células REH al ser tratadas con
Oxaliplatino y Ciclofosfamida exhiben un mayor grado de activacion de las caspasas efectoras 3 y
7 (72.4% y 71.7% respectivamente) en comparacion con los demas farmacos. El Oxaliplatino y la
Doxorrubicina activan la caspasa 8 en mayor proporcion (94.5% y 51.9% respectivamente) que el
resto de los farmacos. Por su parte, en las células CRL2338 se evidencié que el tratamiento con
Paclitaxel induce en mayor proporcion la activacion de las caspasas 3, 7y 8 (57.6% y 31%
respectivamente) en comparacion con los demas tratamientos (Figura 8).

SIN TRATAR ]

o

260K 7]
200K 7]

TRATADAS "]

100K 7]

CASPASAS 3-7 CASPASAS 8

Figura 8. Diagrama explicativo del andlisis por citometria de flujo de la activacién de caspasas 3, 7 y 8 en células REH tratadas
con Oxaliplatino. Tras el tratamiento con el farmaco, se evalud la activacion de caspasas 3-7 y 8. En los diagramas de contorno se
evidencia el grado de activacion basal de las caspasas 3, 7 (arriba y a la izquierda) y 8 (arriba a la derecha) en células sin tratar (paneles
superiores) y tratadas con Oxaliplatino (paneles inferiores). Los datos de citometria de flujo fueron analizados con el software FlowJo v
10.
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Tabla 6. Porcentajes de activacion de caspasas 3, 7 y 8 en células REH y CRL2338 sometidas a
tratamiento con cuatro agentes quimioterapéuticos.

@

. REH CRL2338
Tratamiento
Caspasas 3y 7 | Caspasa 8 | Caspasas 3y 7 | Caspasa 8
Control 1.5@ 5.4 13.49 5.8

Doxorrubicina 40 52 37 22

Oxaliplatino 724 945 33.7 19

Paclitaxel 2.7 6.9 57.6 31

Ciclofosfamida 71.7 45.6 32.6 6.4

Porcentajes de activacion de las caspasas 3y 7 y

(b)

Porcentajes de activacion de la caspasa 8 evaluadas por citometria de flujo. Los

datos corresponden a un ensayo representativo de dos realizados. Control: células sin tratamiento.

4.1.3.5 EI Paclitaxel modula la expresion de moléculas pro- y anti-apotéticas en células
REH.

La modulacion con Paclitaxel y Oxaliplatino en la expresién de proteinas diferentes a las caspasas
involucradas en apoptosis como BID, BAX, BCL2, PARP, CITOCROMO C y SMAC-DIABLO
fue evaluada por citometria de flujo en células REH tratadas con Oxaliplatino y Paclitaxel. Los
resultados mostraron que Paclitaxel induce de manera mas eficiente que Oxaliplatino, la
activacion de moléculas pro-apoptoticas evidenciado por el aumento en la expresion de BAX y
BID y la disminucién en la expresion de la proteina anti-apoptética BCL-2 (evidenciado también
en células tratadas con Oxaliplatino). El tratamiento con Paclitaxel aument6 ademas la expresién
de PARP (Poli (ADP-ribosa) polimerasa (sustrato de caspasa 3 y 7) y la liberacion de
CITOCROMO C en las células tratadas. (Paneles A y B de la Figura 9).

4.1.3.6 Oxaliplatino y Paclitaxel inducen estrés de reticulo endoplasmatico en células REH.

Ademéas de evaluar en células REH tratadas con Paclitaxel y Oxaliplatino la expresion de
moléculas involucradas en apoptosis, se explor6 por citometria de flujo la tasa de exposicion de
HSP90, ROS (especies reactivas de oxigeno), NF-kfp; COX-2 y PPARy asociadas a estrés celular
(Figura 9B). Los resultados indican que la expresién de HSP-90 en las células tratadas con los dos
farmacos no cambia con respecto a las células control. Sin embargo, la produccién de ROS
aumenta especialmente en las células tratadas con Oxaliplatino. También se observé un aumento
en la expresion de NF-kp fosforilado en las células tratadas con Paclitaxel y su disminucion en
ceélulas tratadas con Oxaliplatino. De manera interesante, un aumento en la expresion de COX-2
en células tratadas con Paclitaxel estuvo asociado a la expresion de NF-«f fosforilado. No fue
detectado ningn cambio en la expresion de PPARYy en respuesta a alguno de los dos tratamientos
(Figura 9B).
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Figura 9. Expresion de moléculas asociadas a la induccion de apoptosis y a estrés celular en células REH tratadas con Paclitaxel
y Oxaliplatino. Los histogramas muestran el grado de induccion de la expresion de moléculas que modulan la induccién de apoptosis
(BCL-2, BID, BAX, SMAC-DIABLO, CITOCROMO C y PARP) (A.) y la expresién de HSP90 y ROS, COX-2, NF-kp, PPARy
(respuesta a estrés celular) (B.), en células REH no tratadas (histogramas vacios) y tratadas (histogramas grises) con Oxaliplatino
20uM-48 horas y Paclitaxel 11 uM-6 horas. Las muestras fueron procesadas por citometria de flujo en el equipo FACSaria Il (BD) y
los datos analizados con el software FlowJo. Se grafica un experimento representativo de dos realizados.

4.1.4 Agentes quimioterapéuticos inducen la expresion de DAMPs en
celulas REH, CRL2338 y KATO III.

Para evaluar la induccién de MCI por agentes quimioterapéuticos se midio la expresion de
Anexina V, CRT, HMGB-1 en las células por FC y la liberacion de ATP al medio de cultivo por
Elisa. La Figura 10 panel superior muestra los histogramas de células REH tratadas con
Oxaliplatino, comparando el grado de expresion de moléculas caracteristicas de MCI en células
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con y sin tratamiento. Las células REH expresaron Anexina V' y CRT en la superficie en respuesta
al tratamiento. No obstante, no hubo diferencia en el patrén de tincion para el marcador HMGB-1
de células tratadas vy sin tratar. EI panel inferior de la misma figura, representa un grafico de barras
con el resumen los resultados del porcentaje de expresion de DAMPs en células REH tratadas con
los diferentes farmacos.

Al analizar la expresion de Anexina V en células REH se evidencié que Carboplatino, la
Gemcitabina, la Doxorrubicina y el Oxaliplatino indujeron un aumento significativo en la
expresion de este marcador respecto al control (Figura 10).

De manera similar, la translocacion de CRT a la superficie de la membrana celular se vio inducida
por el tratamiento con Gemcitabina, Doxorrubicina y Oxaliplatino de manera significativa
respecto al control sin tratamiento.

La Tabla 7 concentra los hallazgos relacionados con el grado de expresion de DAMPs en células
REH, CRL2338 y KATOIII con y sin tratamiento en respuesta a los farmacos evaluados. Las
células CRL2338 tratadas con Doxorrubicina mostraron una alta expresion de Anexina V (65.7 £
13%), significativamente mayor que el nivel expresado por células no tratadas (11.8 + 0.8%).
Aunque hubo tendencia al aumento en la expresion de Anexina V en la superficie de células
CRL2338 tratadas con Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida este aumento no fue
estadisticamente significativo.

La expresion de CRT en estas células mostrd una tendencia al aumenté en respuesta al tratamiento
con Doxorrubicina, Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida. Por su parte, las células CRL2338
no experimentaron cambios en la expresion de HMGB-1 luego del tratamiento con Oxaliplatino y
Ciclofosfamida; sin embargo, una disminucion en la expresion de esta molécula fue detectada en
estas células luego del tratamiento con Paclitaxel (Tabla 7).

En las células KATO Ill, se evidencié un aumento en la expresion de Anexina V cuando las
células fueron tratadas con Doxorrubicina, Oxaliplatino (35% y 23.8% respectivamente) respecto
al control (11%). Por otra parte, todos los farmacos indujeron expresion de CRT, siendo Paclitaxel
y Ciclofosfamida (42.2% y 58% respectivamente) los que indujeron una mayor expresion.
Respecto a la expresion de HMGB-1 se observo una tendencia a la disminucion de este marcador
respecto al control sin tratamiento (26%) en células tratadas con Ciclofosfamida (8.5%) (Tabla 7).

Finalmente, la concentracion de ATP liberado al medio por células REH tratadas con
Gemcitabina, Doxorrubicina, Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida mostr6 que las células
tratadas con Gemcitabina secretaron una cantidad de ATP (14.3 nM) significativamente mayor
comparado con las células no tratadas (0.68 nM) (*p < 0,05). Una tendencia al aumento de ATP
en los sobrenadantes de los cultivos de REH tratadas con los demas farmacos fue observada
(Figura 11).
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Figura 10. . Expresion de DAMPs en células REH tratadas con diferentes fArmacos. En el panel superior se presenta a manera de
ejemplo un diagrama de histogramas comparativos de expresion de DAMPs medidos por FC en células REH tratadas con Oxaliplatino
(histograma gris) y sin tratar (histograma vacio). En el panel inferior se graficaron los porcentajes de expresion de DAMPs en células
REH tratadas con las ICs, de Carboplatino (Carbo), Gemcitabina (Gemci), Doxorrubicina (Doxo), Oxaliplatino (Oxa), Paclitaxel (Pacli)
y Ciclofosfamida (Ciclo) y se muestran los p del analisis de comparacion respecto al control sin tratamiento realizado con un Kruskal-
Wallis con post-test de Dunn. Se realizaron tres repeticiones del experimento en dias distintos. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;
FrEkp < 0,0001.
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Figura 11. Las células REH secretan ATP cuando son tratadas con agentes quimioterapéuticos. Grafica de barras donde se
evidencia la concentracion en nM de ATP en sobrenadantes de células REH tratadas con las 1Cs, de Carboplatino (Carbo);
Gemcitabina (Gemci), Doxorrubicina (Doxo), Oxaliplatino (Oxa), Paclitaxel (Pacli) y Ciclofosfamida (Ciclo). Las concentraciones de
ATP se establecieron a partir de una curva standard con R?=0.989 de una regresion linear. Se realizé un ANOVA de una via (Kruskal-
Wallis) con post-test de Dunn. *p <0,05. Se grafica la media y DS de dos experimentos realizados.
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Tabla 7. Cuantificacion de la expresion de DAMPs en células REH, CRL2338 y KATO IlI
posterior al tratamiento con los diferentes agentes quimioterapéuticos.

TTO Linea celular REH Linea celular CRL2338 Linea celular KATO Il1
AnexinaV% CRT% HMGB-1% | AnexinaV% | CRT% | HMGB-1% | AnexinaV% | CRT% | HMGB-1%
Control | 46+28® 5+23 785+ 16 118+08 | 147+38 | 202z8 11 0.4 26
Carbo 39+ 12 22+5 60.8+11 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Gemci 47 £ 4.6%** 38 + 14** 708 N.D N.D N.D 13.3 27.3 24.3
Doxo 52 + 14*** 41 + 9** N.D 65.7 + 13* 46.3 5 N.D 35 24.5 N.D
Oxa 35+ 6* 40 & 4FH** 63+ 13 30.2+9 46.6 +9 232 £6 23.8 25.2 17.6
Pacli 33+14 11.7+-55 46+11 28£6 445+ 7 42 18.1 42.2 25.9
Ciclo 30+8 264+7.2 545+ 12 42+4 374+12 285+7 20 58.1 8.5
(a) Mediay DS de expresion de cada DAMPs obtenidos en 4 ensayos diferentes para las células REH, 2 ensayos para las células

CRL2338 y 1 ensayo para las células KATO Ill. La comparacién entre los tratamientos y el control sin tratamiento fue
analizada mediante el test de Kruskal-Wallis con post-test de Dunn. Se presentan los valores p: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001 y ****p < (0,0001. Carbo: Carboplatino, Gemci: Gemcitabina, Doxo: Doxorrubicina, Oxa: Oxaliplatino, Pacli:
Paclitaxel y Ciclo: Ciclofosfamida. N.D: No determinado; la expresion de HMGB-1 en células tratadas con Doxorrubicina no
fue determinada debido a la autofluorescencia emitida por el farmaco detectada por el laser azul, siendo el mismo canal del
Fluorocromo acoplado al anticuerpo anti-HMGB-1. TTO: Tratamiento.

4.1.4.1 Las células AQUA" muestran predominio de expresion de DAMPS.

Teniendo en cuenta los resultados descritos anteriormente, en los que se evidenci6 que las células
de las tres lineas celulares (REH, CRL2338 y KATO |Ill) tratadas con diferentes
guimioterapéuticos exponen DAMPs, se evalud la expresion de estos en células AQUA™ y
AQUA" (viables y no viables respectivamente) por FC, con el objeto de precisar cual de estas dos
fracciones expresan en mayor proporcion marcadores DAMPs caracteristicos de MCI. En la
Figura 12 se presenta un diagrama ejemplo del analisis realizado en células REH tratadas con
Oxaliplatino, el cual muestra en histogramas, la expresion de Anexina V, CRT y HMGB-1 en
células AQUA- y AQUA+.

Este analisis permitié concluir que los marcadores de MCI son expresados principalmente por
células presentes en la fraccion del cultivo que se tifie con AQUA luego del tratamiento con
Oxaliplatino. La expresion de DAMPs en las células AQUA™ y AQUA" provenientes de los
cultivos de células REH, CRL2338 y KATO Il tratadas con Carboplatino, Gemcitabina,
Doxorrubicina, Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida; son presentados en la Tabla 8. Para
calcular los valores mostrados en esta tabla se normalizé el porcentaje de expresion de cada uno
de los DAMPs con respecto al porcentaje de células AQUA™ y AQUA" .
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Figura 12. Andlisis de la expresion de DAMPs (Anexina, CRT y HMGB-1) en las fracciones de células REH AQUA" y AQUA"
generadas luego del tratamiento con Oxaliplatino. Grafica de contorno que sefiala las poblaciones AQUA™ y AQUA" (izquierda) a
partir de las cuales se analizé el grado de expresion de DAMPs en células REH sin tratar (parte superior) y tratadas con Oxaliplatino
(parte inferior). En cada caso, los histogramas muestran la expresién de DAMPs en células viables AQUA ~ (histogramas vacios) y
células no viables AQUA" (histogramas grises).

Los resultados presentados en la Figura 13 muestran en general que, luego del tratamiento con
diferentes farmacos, la fraccion de células REH AQUA™ exhibe una expresion de DAMPs
significativamente mayor que la fraccion de células AQUA™ (Figura 13A, B, Cy D y Tabla 8). Sin
embargo, la expresién de HMGB-1 mostré que las células AQUA" del control, al igual que las
tratadas con Carboplatino y Oxaliplatino, presentaron una expresion significativamente mayor de
esta proteina que las células AQUA". Por otra parte, las células tratadas con Gemcitana, Paclitaxel
y Ciclofosfamida no mostraron diferencias significativas en la expresion de HMGB-1 entre las
células AQUA" y AQUA". No obstante esto ultimo, la expresion de HMGB-1 en células tratadas
con estos farmacos tiende a estar aumentada en células AQUA" con respecto a las células AQUA
(Figura 13C y Tabla 8). Finalmente, en la Figura 13D se evidencia que la presencia de células
doble positivas para Anexina V y CRT se encuentra predominantemente en la poblacion AQUA".

En conjuto, estos resultados y los presentados en la Tabla 8, permiten concluir que en células REH
y KATO Ill los mejores inductores de expresion de moléculas de MCI son Gemcitabina,
Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida y para la linea celular CRL2338 son Oxaliplatino,
Paclitaxel y Ciclofosfamida y que estos DAMPs se expresan principalmente en células que
perdieron su viabilidad (células AQUA") (Tabla 8 y Figura 13).
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Figura 13. Los DAMPs se expresan predominantemente en células AQUA+. Grafica de barras donde se grafica la expresion de
DAMPs en células REH; Anexina V (A), CRT (B), HMGB-1 (C) y células doble positivas para Anexina V y CRT (D). Las células
REH fueron tratadas con la ICs, de Carboplatino (Carbo); Gemcitabina (Gemci), Doxorrubicina (Doxo), Oxaliplatino (Oxa), Paclitaxel
(Pacli) y Ciclofosfamida (Ciclo). Se realiz6 un test de Mann-Whitney entre células AQUA+ y AQUA- para cada tratamiento. *p <
0,05; **p < 0,01. Se realizaron cuatro experimentos en dias distintos y se muestran las DS.



Tabla 8. Expresion de DAMPs en células tumorales AQUA y AQUA",

AQUA" AQUA"
TRATAMIENTO
Anex% | CRT % | HMGB-1% | ANEX-CRT | Anex % CRT% |HMGB-1% | ANEX-CRT
Sin Tratamiento | 42+25 | 35+2 | 0.007+0.01 16+1 3x2 05+03 16.2+4.2 0.3+0.01
Carboplatino 208+8 | 6.7+06 | 204+84 11.6+8 20+8 0.08 +0.06 50 +5.2 07+0.1
E Gemcitabina 45+13 17+4 | 683+£14.2 212+8 | 05001 | 047+0.2 14+54 0.1+0.02
- Doxorrubicina 19+9 72+4 N.D 6.7+1 26+9 07405 N.D 42+1
Oxaliplatino 23+11 |153+56| 14696 72%5 24+21 | 15+06 43+12 0.4%0.2
Paclitaxel 38+4 37+9 44 + 14 247+25 55+3 0.3+0.2 14+6 0.2+0.03
Ciclofosfamida | 32.7 £17 | 27+97 42+11 15+2.8 04+03 | 02%01 13+53 1£03
TRATAMIENTO AQUA" AQUA_
Anex % | CRT% |HMGB-1% | ANEX-CRT | Anex% | CRT% | HMGB-1% | ANEX-CRT
& | Sin Tratamiento 3+13 4+13 1+0.2 3+12 5+2 3+16 357+14 21+1
§ Doxorrubicina 21.6+0.9 5+ 1.6 N.D 4+0.1 50.6 £3.8 1+04 N.D 0.45 + 0.005
% Oxaliplatino 18+37 |97+14 | 64%31 10426 98+14 | 12+02 305+6.8 16+1
Paclitaxel 224+36 | 20£13 42+2 19+6 57+6 79+4 18.6+35 78+16
Ciclofosfamida 12+6 12+3 5+1.4 9+ 45 76+2 19+1 215+12 15+0.1
TRATAMIENTO AQUAY AQUA -
Anex % | CRT % | HMGB-1% | ANEX-CRT | Anex% | CRT% | HMGB-1% | ANEX-CRT
— | Sin Tratamiento 115 5 12 13 6 2 62.3 25
6 Gemcitabina 314 40 323 53 2.7 13 40 0.7
':: Doxorrubicina 145 7 N.D 8.8 37 37 N.D 12
~ | Oxaliplatino 213 203 9.6 6.1 6.7 56 51 3
Paclitaxel 316 434 335 53 35 9 355 117
Ciclofosfamida 206 327 125 76 3 50 39.2 12




(a) Tabla resumen de la expresion de DAMPs en las tres lineas celulares, en células AQUA"y AQUA" tratadas con diferentes
farmacos, se muestra la media y DS de 3 ensayos diferentes para las células REH, 2 ensayos para las células CRL2338 y 1 ensayo para
las células KATO Il

4.1.4.2 Las células no viables provenientes de separacion por gradiente de densidad (FH)
exponen DAMPs en mayor proporcion que las células viables.

Con base en lo observado en la Figura 13, donde las células AQUA" expresaron de manera mas
eficiente moléculas de MCI luego de tratamiento, las células tratadas se sometieron a separacion
celular por la técnica gradiente de densidad mediante FH con el objeto de precisar la poblacion
celular con mayor expresion de DAMPs. En la Figura 14 se presenta un ejemplo del disefio de la
obtencién de células tumorales con predominio de expresién de DAMPs.
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Figura 14. Las células no viables provenientes de separacion por gradiente de densidad exponen DAMPs en mayor proporcion
que las células viables. Se muestra un diagrama del disefio experimental de la obtencién de células con predominio de expresion de
DAMPs. Las células fueron tratadas con la ICs, de Oxaliplatino, pasado el tiempo de incubacion las fueron caracterizadas
molecularmente, evaluando marcadores como AQUA, Anexina V y CRT. Se muestran plots de contorno y puntos en los que evidencia
la morfologia de células REH por los parametros FSC / SSC y marcacién con AQUA (panel izquierdo), expresion de marcadores de
MCI (Anexina V y Calreticulina CRT) (panel derecho).
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Las células REH tratadas con Oxaliplatino fueron caracterizadas molecularmente antes y después
de la separacion por gradiente de densidad, para obtener las fracciones viables y no viables. Estas
células se caracterizaron molecularmente mostrando en primera medida el rendimiento de la
separacion, observado por: (i) caracteristicas morfolégicas por FSC-A y SSC-A donde se
evidencio que la fraccion proveniente del anillo del Ficoll mostr6 morfologia de células viables y
la fraccion proveniente del pellet mostré caracteristicas morfoldgicas de células no viables (Figura
14, region izquierda), (ii) las células de la fraccién no viable captaron en mayor proporcion
AQUA en comparacion con la fraccion de células viables (89% y 25% respectivamente), (iii) de la
misma manera, las células de la fraccion no viable, mostraron mayor expresion de Anexina V' y
CRT en comparacion con las células viables (17% y 2.8% respectivamente). Los datos obtenidos
corroboran lo visto en los resultados de la Figura 13.

En la Figura 15 se presenta la expresion de Anexina V y CRT en las fracciones de células
provenientes de la separacion celular por gradiente de densidad en respuesta a los tratamientos, los
resultados muestran que la separacion celular hay un enriquecimiento al obtener en una de las
fracciones (no viables) predominio de expresion de marcadores de manera no significativa en
comparacion con la fraccion de células viables que mostrd una expresion baja. En la tabla 9 se
presenta un resumen del efecto de los diferentes tratamientos en relacién a la induccion de DAMPs
después de la separacion celular mostrando que Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida son los
mayores inductores en la fraccion no viable de las células REH.
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Figura 15. Expresion de DAMPs en fracciones de células viables y no viables obtenidas por FH. Figura de barras donde se
evidencia la expresion de AQUA (A), Anexina V (B), CRT (C) y dobles positivas Anexina CRT (D) en células REH tratadas con
Carboplatino (Carbo); Gemcitabina (Gemci), Doxorrubicina (Doxo), Oxaliplatino (Oxa), Paclitaxel (Pacli) y Ciclofosfamida (Ciclo,
sometidas a separacion celular por gradiente de densidad a partir de la cual se obtuvieron dos fracciones celulares: Viables (Viabilidad
+ Barras blancas) y no viables (Viabilidad — Barras negras). Se realizé un test de Mann-Whitney entre células viables y no viables para
cada tratamiento. Se realizaron tres experimentos distintos y se muestran las medias y DS.
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Tabla 9. Porcentajes de expresion de DAMPs en fraccién de células viables y no viables
provenientes de separacién por FH.

Fraccion células viables Fraccidn células no viables
7o AQUA% | Anex % |CRT % |Anex-CRT % | AQUA% | Anex % CRT % |[Anex-CRT %
Gemcitabina [19.1+55(a) | 265+5.8 [56+6.4 35+22 69.3+7.4 | 745+9.4 | 20+16,7 877
Doxorrubicina | 16+4.1 23+06 |03£02 04402 765+7.9 | 397466 | 54%42 1.2+04

Oxaliplatino | 16.1+15 | 255 6 |22+13 28+3 844+ 23 |73.9+10.1 | 25.7+11.6 25+10.5

Paclitaxel 53+ 15 6.1 £1.7 |33%18 23+0.7 64.2+185 | 76.8+6.8 | 56.9+10.3 455+94

Ciclofosfamida| 21+ 09 | 44 +45 |48+09 | 48+09 |814+04 |694+96 | 786+1.2 786+12

(a) Tabla resumen de la expresién de DAMPs en fracciones de células REH provenientes de separacién por FH, se muestra la
media y DS de 3 ensayos diferentes para las células.

4.1.43 Rendimiento de la obtenciéon por “Sorting Celular” de fracciones celulares
CRT'/Anexina V" de células REH tratadas con Oxaliplatino.

Con el objeto de evaluar el papel en la activacion de DCs de restos celulares de células tratadas
que expresan los marcadores CRT'/Anexina V" se decidié obtener una fraccion enriquecida en
restos celulares positivos para estos dos marcadores y luego analizar la respuesta de iDCs luego
del co-cultivo con estas “vesiculas” purificadas. Para esto se tomo la fraccion de células REH
muertas luego de tratamiento con Oxaliplatino (obtenida a partir de separacion por gradiente de
densidad) que contenia claramente células distribuidas en cuatro sub-poblaciones celulares (Figura
16 panel inferior) y se procedié a la separacion mediante “sorting celular” a partir de células
AQUA" de las cuatro sub-poblaciones celulares asi: CRT*/Anexina V', CRT'/Anexina V', CRT"
/Anexina V'y CRT/Anexina V",

El monitoreo del rendimiento por FC de cada una de las fracciones obtenidas luego de la
separacion celular (Figura 16), evidencio que las fracciones separadas: CRT'/Anexina V' y CRT
/Anexina V" tuvieron una pureza del 83% y 98% respectivamente. El efecto en el fenotipo de iDCs
del co-cultivo de células REH tratadas con distintos medicamentos; de fracciones vivas y muertas
obtenidas por FH y vesiculas purificadas por “sorting celular” seran presentados en la figura 21.
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Figura 16. Fracciones celulares CRT/Anexina V de células REH tratadas con Oxaliplatino. La fraccién de células no viables
AQUA" obtenidas después del gradiente de densidad se someti6 a “sorting celular” por citometria de flujo y se purificaron cuatro sub-
poblaciones celulares: CRT*/Anexina V; CRT'/Anexina V*; CRT/Anexina V'; CRT/Anexina V*. Se observa la morfologia celular
por SSC-A'y FSC-A, a partir de la region AQUA" se tomaron las células para la obtencion de las cuatro sub-poblaciones. Se evidencia
la pureza de cada una de las poblaciones obtenidas en el sorting celular. Se presenta un experimento representativo de tres realizados.

4.2 Las ceélulas tumorales tratadas con diferentes agentes anti-
tumorales favorecen el desempefio de las DCs como células
presentadoras de antigeno profesionales.

4.2.1 Las células REH tratadas con Oxaliplatino inducen la fagocitosis
en iDCs.

La capacidad fagocitica de APCs, en diferentes niveles de diferenciacion (Monocitos, iDCs y
stDCs) para fagocitar células REH tratadas con Oxaliplatino se analiz6 por citometria de flujo a
fin de determinar el efecto de las células tumorales tratadas sobre el fenotipo funcional
caracteristico de células iDCs. Asi, al cabo de un co-cultivo de iDCs y células REH tratadas
(CFSE™) por 48 horas, se seleccioné por SSC y FSC la region correspondiente a DCs (panel
izquierdo Figura 17) y en esta zona se analizo el porcentaje de células doble positivas CD11c*
CFSE" con el fin de evidenciar el grado de fagocitosis por iDCs de células REH tratadas con
Oxaliplatino (panel derecho Figura 17).
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Figura 17. Induccién de fagocitosis en iDCs por células REH tratadas con Oxaliplatino. Diagrama de contornos y puntos en el que
se analiza por FC la capacidad de monocitos, DCs (CD11c) inmaduras (iDCs) y maduras (stDCs maduradas con coctel de citoquinas:
IL-1B, TNFa, IL-6 y Prostaglandina E2) de fagocitar células REH con y sin tratamiento de Oxaliplatino marcadas con CFSE. En la
region izquierda se muestra el anlisis por FSC-A y SSC-A para tomar la poblacién monocitoide, a partir de la cual se caracteriza el
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La capacidad fagocitica de APCs, en diferentes niveles de diferenciacion (Monocitos, iDCs y
stDCs) para fagocitar células REH tratadas con Oxaliplatino se analizé por citometria de flujo a
fin de determinar el efecto de las células tumorales tratadas sobre el fenotipo funcional
caracteristico de células iDCs. Asi, al cabo de un co-cultivo de iDCs y células REH tratadas
(CFSE") por 48 horas, se seleccioné por SSC y FSC la region correspondiente a DCs (panel
izquierdo Figura 17) y en esta zona se analizé el porcentaje de células doble positivas CD11c”
CFSE" con el fin de evidenciar el grado de fagocitosis por iDCs de células REH tratadas con
Oxaliplatino (panel derecho Figura 17).

Los resultados presentados en el panel derecho de la Figura 17 muestran que los porcentajes de
células CD11c™ CFSE® fueron los mas bajos (7%-8% en los paneles superiores: monocitos y
4.3%-6% en paneles inferiores: DCs maduras). En contraste, los porcentajes de células CD11c*
CFSE" fueron mas altos en aquellos cultivos en los cuales se co-cultivaron iDCs con células sin
tratar y expuestas a Oxaliplatino (10% y 18%, respectivamente).

Estos resultados sugieren que los monocitos y DCs maduras (stDCs) no manifestaron una
capacidad fagocitica importante de células REH tratadas o no con Oxaliplatino y por su parte, las
iDCs fagocitaron de manera mas eficiente células REH tratadas que no tratadas con Oxaliplatino.
(10% y 18% respectivamente). Estas observaciones permiten concluir: (i) que las iDCs utilizadas
en este experimento tienen una alta capacidad fagocitica; (ii) que el tratamiento con Oxaliplatino
favorece la fagocitosis de células tratadas y (iii) que al cabo de 48 horas de co-incubacion con
células tratadas, las iDCs conservan su capacidad fagocitica.

La capacidad fagocitica de iDCs se monitored durante un tiempo determinado. La Figura 18
refleja que iDCs fagocitaron de manera eficiente células REH tratadas con Oxaliplatino (74%) en
comparacion con las células REH sin tratamiento (28%) después de las dos horas de co-cultivo. Al
completar 24 horas de cultivo, la fagocitosis de las células REH tratadas disminuyo hasta el 40%,
mientras que la actividad en el grupo de las células no tratadas se mantuvo con un 31%. Este
patrén de comportamiento fue similar al cabo de 48 horas. Dichos resultados sugieren que, de
acuerdo a lo esperado, a medida que pasa el tiempo la capacidad fagocitica de las iDCs decrece.
Sin embargo, las DCs maduras (stDCs) fagocitan las células REH, bien sea tratadas o no con
Oxaliplatino, sin experimentar mayores cambios durante el tiempo y en menor porcentaje al
observado en iDCs.
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Figura 18. Cinética de la capacidad fagocitica de iDCs y DCs co-cultivadas con células REH tratadas con Oxaliplatino. Grafica
de barras que muestra el porcentaje de fagocitosis (células CD11c* CFSE™) por parte de iDCs y DCs co-cultivadas por 2, 24 y 48 horas
con células REH tratadas y sin tratar con Oxaliplatino. Se muestra la media y DS. Las barras vacias representan células REH sin tratar
(-) y las barras negras representan las células REH tratadas (+).

4.2.2 Las células tumorales tratadas con diferentes farmacos, inducen
maduracion de iDCs.

Para evaluar la capacidad de las células tratadas de inducir la maduracion de iDCs, se midio la
expresion de los marcadores de maduracion CD209, CCR7, CD80 y CD83 y se compard su
expresion en iDCs antes y después de su co-cultivo con: (i) Células REH tratadas completas; (ii)
fracciones de células REH viables y no viables obtenidas por FH después de tratamiento; vy (iii)
Poblaciones celulares REH (AQUA®, Anexina”, CRT™) obtenidas mediante separacién por
“sorting” celular luego del tratamiento con Oxaliplatino.

4221 Células REH tratadas con farmacos inducen la maduraciéon de iDCs.

Se evalud la expresion in vitro de marcadores de maduracion expresados por iDCs en respuesta a
un estimulo pro-inflamatorio (coctel de citoquinas estandar). El panel superior de la Figura 19
muestra que, en respuesta al estimulo con el coctel de citoquinas (stDCs), las iDCs modulan la
expresion de los marcadores segin lo esperado. En el panel inferior de esta figura, se puede
observar en general que las células REH tratadas con diferentes fArmacos inducen la maduracién
de iDCs, evidenciada por la pérdida del marcador CD209 y la sobre-expresion en superficie de los
marcadores CD80, CD83 y CCR7.

Cabe resaltar que las células REH sin tratamiento, inducen una disminucion en la expresion de
CD209 y un discreto aumento en la expresion de CD80 y CCRY7 respecto a las células tratadas.
Particularmente, se evidenci6 una elevacion estadisticamente significativa, respecto al control de
iDCs (*p< 0.05), en la expresion del marcador CD80 en DCs pulsadas con células REH tratadas
con Oxaliplatino. Ademas, se evidencié una tendencia al aumento de este marcador en iDCs co-
cultivadas con REH tratadas con Carboplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida (Figura 19).
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Figura 19. Induccion de maduracion de iDCs por parte de células REH tratadas con diferentes fArmacos. Se grafica el analisis
realizado para la caracterizacion del fenotipo de maduracion de iDCs. El panel superior evidencia un andlisis por FSC-A'y SSC-Aen el
cual se toma la poblacion monocitoide a partir de la cual se caracteriza la poblacion CD11c positiva, dentro de esta poblacidn se
caracterizan marcadores de maduracién de DCs como son CD209, CD80, CD83 y CCR7. Los histogramas vacios corresponden a
iDCs (control negativo) y los histogramas grises corresponden a stDCs (control positivo). En el panel inferior se presenta la
comparacion de expresion de CD209, CD80, CD83 y CCRY7 en células REH tratadas con diferentes farmacos. Se realizé un analisis

comparativo por Kruskal-Wallis. *p <0.05, **p< 0.01.
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La expresion de CD83 incrementd significativamente en iDCs co-cultivadas con células REH
tratadas con Ciclofosfamida y en células REH tratadas con Carboplatino, Paclitaxel y Oxaliplatino
se observé un aumento de manera no significativa Figura 19. Finalmente, en las iDCs co-
cultivadas con REH tratadas con todos los farmacos, aumento la expresion de CCR7, siendo mas
evidente en iDCs co-cultivadas con Carboplatino, Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida. En
general, los datos obtenidos muestran que las células REH tratadas con Carboplatino,
Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida fueron los mejores inductores de maduracion de iDCs,
razon por lo cual estos tratamientos se emplearon en el resto de las evaluaciones.

4.2.2.2 El tratamiento con Oxaliplatino o Paclitaxel genera una fraccion de células REH no
viables que maduran eficientemente iDCs.

Con el fin de precisar en el grupo de células REH tratadas el tipo de poblacion responsable de la
capacidad de maduracion de iDCs, se caracterizaron los marcadores de maduracién CD80 y
CD83 en iDCs cultivadas con fracciones de células REH viables y no viables obtenidas por FH.
Los resultados presentados en la Figura 20 muestran que, en general, la maduracién de iDCs fue
favorecida por el co-cultivo de iDCs con la fraccion de células inviables, en comparacién con el
co-cultivo de iDCs con la fraccién de células viables (Figura 20). Los agentes que indujeron mas
eficiente la maduracién de iDCs fue el Oxaliplatino y Paclitaxel, evidenciado por una desviacion a
la derecha de los histogramas de las iDCs pulsadas con REH tratadas con estos dos farmacos,
respecto al control negativo y positivo (iDCs y stDCs respectivamente) (Figura 20).

CD80 CD83
D iDCs /\/\ /\
DCs [ ] A
iDCs+REH
[Cipcs + REH no viables [ ipcs + REH viables

Gemcitabina Oxaliplatino

CD80 CD83 CD80 CD83
Paclitaxel Ciclofosfamida

CD80 CD83 CD80 CD83

9% Células

Figura 20. Evaluaciéon de la maduracion de iDCs por fracciones de células viables y no viables obtenidas por FH. Los
histogramas muestran la expresion de un fenotipo de maduracion en el co-cultivo de DCs inmaduras con las fracciones de células
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viables y no viables de células REH tratadas y separadas por FH. Se muestra el desplazamiento del histograma con los marcadores de
maduracion CD80 y CD83 en iDCs pulsadas con REH tratadas con Ciclofosfamida, Gencitabina, Paclitaxel y Oxaliplatino. En el panel
superior se muestran los controles usados en el disefio experimental (iDCs (histograma rojo), DCs (histograma azul), IDCs co-
cultivadas con células REH sin tratamiento (histograma naranja). En el panel inferior se muestran los histogramas comparativos de
expresion de los marcadores de maduracién CD80 y CD83; los histogramas vacios corresponden iDCs co-cultivadas con células REH
viables y los histogramas grises corresponden a células REH no viables.

4.2.2.3 Células positivas para AQUA, Anexina V y CRT inducen la maduracién de iDCs.

Después de evidenciar que la fraccion de células no viables obtenida por FH estimula de manera
eficiente la maduracidon de iDCs, fue necesario precisar si células triple positivas (AQUA, Anexina
V y CRT) obtenidas por “sorting celular” inducen en algin grado la maduracion de iDCs. Los
resultados recopilados en la figura 21 sugieren que la fraccion AQUA", CRT" y Anexina V", en
comparacion con la fraccion AQUA®, CRT y Anexina V~ de células REH tratadas con
Oxaliplatino y Ciclofosfamida, estimulan eficientemente la maduracion de iDCs. Esto
corresponde al desplazamiento a la derecha de los histogramas, observando un comportamiento
similar al control positivo (stDCs) (Oxaliplatino (85% vs 17% Ciclofosfamida (60% vs 40%)).

Oxaliplatino Ciclofosfamida

@
= |IDCs
>
LC), stDCs
>
Anex- /CRT -
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Anex */CRT*
CD83

Figura 21: Evaluacion del fenotipo de maduracién de iDCs pulsadas con células AQUA", Anexina V' y CRT" y
células AQUA", Anexina V' y CRT". Se cuantificd la expresion del marcador de maduracién CD83 en iDCs co-cultivadas
con células AQUA™ Anexina V*y CRT" y células AQUA’, Anexina V' y CRT obtenidas por “sorting” celular. Como
control negativo se utilizaron iDCs y como control positivo se utilizaron stDCs. El grado de maduracion inducida en iDCs
por cada uno de los co-cultivos se monitore6 por FC midiendo la expresion de CD83", en la superficie de las DCs después
de 48h de cultivo. Los experimentos fueron realizados con células REH tratadas con Oxaliplatino y Ciclofosfamida. Se
muestra un experimento representativo de dos realizados.

4.2.3 Las iDCs pulsadas con células REH tratadas con Oxaliplatino
inducen la formacion de conjugados de DCs+LTs Yy la activacion
de LT CD3" CD4" durante una MLR

Adicionalmente a la evaluacién de la capacidad de células REH tratadas con Oxaliplatino de
inducir la maduracion de iDCs (medida por la induccion de la expresion de los marcadores CD80,
CD83 y CCR7 y la disminucidn de la expresion de CD209, como se mostré en la Figura 19), se
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examind la eficiencia de iDCs luego de su co-cultivo con células REH tratadas con Oxaliplatino
para inducir la formacion de conjugados de DCs+LTs (conjugados de células dobles
CD11c"CD3") [127] durante el reconocimiento de alo-antigenos en MLR. La metodologia para la
generacién de conjugados se describe en el Anexo 9 (Figura S 9) y en la Figura 22, se describe la
estrategia para la seleccion por FC de conjugados formados por DCs (células CD11c") pulsadas
con células REH tratadas o sin tratar con Oxaliplatino y LT heter6logos (células CD3%) en una
reaccion mixta de linfocitos. Ademas de evaluar la formacién de conjugados se exploré el grado la
activacion temprana de LT inducida por la formacién de estos conjugados midiendo la expresion
de CD69 y CD154 en los LT conjugados a DCs. En breve la metodologia fue la siguiente: de un
co-cultivo de iDCs del donante 1 con la poblacion linfoide del donante 2 se selecciond la
poblacion linfoide y se seleccionaron los “doublets” por SSC-H y SSC-W, en los cuales se
delimité la poblacion de células doble positivas para CD11C* y CD3" dentro de la cual se
caracterizo el nivel de expresion de los marcadores de activacion (CD69 y CD154) en LT CD4" y
CD4 (Figura 22).

% Células

SSC-A

CD4+

“1 CD4-

FSC-H

[Jiocs + REH oxA
[Jipcs + ReH

CD69 CD154

Figura 22. Diagrama explicativo del analisis por FC de formacion de conjugados (DCs +LT) y activacion de LT durante una
MLR. Anélisis de formacion de conjugados (CD11c + CD3) a partir del co-cultivo de iDCs (donante 1) pulsadas con células REH
tratadas y sin tratar con Oxaliplatino + PBMCs (donante 2). A partir de la poblacion linfoide (definida por FSC-A y SSC-A) luego de
excluir los “singlets” (seleccionados por FSA-A 'y FSC-H) se delimitaron los “doublets” (seleccionados por SSC-H y SSC-W) y dentro
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de estos se caracterizo la poblacion doble positiva para CD11c + CD3 (conjugados). Finalmente se evalud el nivel de expresion de los
marcadores de activacion CD69 y CD154 en LT presentes en los conjugados, evaluando la expresion de estos dos marcadores en la
poblacién de LT CD3"CD4" y LT CD3*CD4". Los histogramas muestran la expresion de un fenotipo de activacion de LT en los co-
cultivos de PBMCs + iDCs pulsadas con células REH tratadas (Histogramas grises) y sin tratar (histogramas vacios).

En la Tabla 10 se resumen los resultados del analisis de la formacion de “doublets” (conjugados
CD11c'CD3") y el grado de activacion de LT presentes en estos conjugados. Los resulados
muestran que los conjugados se formaron mas eficientemente en los co-cultivos de PBMCs con
iDCs que fagocitaron REH tratadas con Oxaliplatino (54.1%) vs. el 7.36% promovidos por iDCs
que fagocitaron REH sin tratar con Oxaliplatino. Igualmente este porcentaje de formacion de
conjugados fue mayor al promovido por monocitos co-cultivados con células REH sin tratar (-) o
tratadas (+) con Oxaliplatino (MO REH- o MO REH+) 0 iDCs (21%) y fue cercano al inducido
por stDCs (58,6%). De manera interesante el aumento de las intensidades de fluorescencia media
(MFI) de los marcadores de activacion CD69 y CD154 en los conjugados fue més eficientemente
inducida por iDCs + REH tratadas con Oxaliplatino (1704 y 1617 respectivamente) en
comparacion con los demas co-cultivos teniendo en cuenta los controles (iDCs, stDCs y co-cultivo
con monocitos pulsados con REH tratadas o no con Oxaliplatino). Finalmente se evidencié una
activacion de LT CD4" inducida por iDCs + REH tratadas en comparacién con el co-cultivo con
iDCs + REH sin tratar. Por su parte, los LT CD4" no mostraron diferencia entre los co-cultivos con
iDCs + REH tratadas y sin tratar con Oxaliplatino.

Tabla 10. Formacién de conjugados y activacion de LT a partir de co-cultivo de
PBMCs+DCs previamente pulsadas con células REH tratadas y sin tratar con Oxaliplatino.

Condicién |Doublets %|cD11c/CD3 % Doublets,CD11c*/CD3* | Doublets,CD11c*/CD3*/CD4* [Doublets,CD11¢*/CD3*CD4-
MFI CD154 | MFICD69 | MFICD154 MFI CD69 MFI CD154| MFI CD69

MO REH - 3,76 11,1 1182 1070 1260 1231 1026 839

MO REH + 46,3 19,1 933 1011 1155 1147 571 810

iDCs REH - 7,36 10,7 1258 1434 1924 1642 1213 1180

iDCs REH + 54,1 21,5 1704 1617 2008 1912 1290 1116
iDCs 21,3 8,04 1649 1310 1518 1664 1649 1131
stDCs 58,6 15 2044 1475 2195 1712 1942 1307

REH - : Células REH sin tratamiento. REH +: Células REH tratadas con Oxaliplatino. MO: monocitos. iDCs: dendriticas inmaduras.
stDCs : dendriticas maduradas con coctel estandar.

4.2.3.1 El tratamiento con Oxaliplatino genera una fraccion de células REH no viables que
favorecen la capacidad proliferativa de linfocitos.

En la figura 23, se observa que la proliferacion de linfocitos (evidenciada como células Ki67+) fue
negativa en PBMCs no estimulados y en el co-cultivo de PBMCs con iDCs sin estimulo; por el
contrario los PBMCs estimulados con perlas anti-CD3/CD28/CD2 + IL-2 mostraron positividad
para Ki67" evidenciado por un desplazamiento del histograma a la derecha (panel de la izquierda).
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Por su parte, iDCs pulsadas con células REH tratadas con Oxaliplatino indujeron proliferacion de
linfocitos al comparar con el co-cultivo con iDCs pulsadas con células REH no tratadas (panel de
la mitad); de acuerdo a lo esperado, las iDCs pulsadas con la fraccion de células REH no viables,
mostraron inducir proliferacion marcada de linfocitos al comparar con el co-cultivo con la fraccion
de células viables (Panel de la derecha). Los resultados sugieren una mayor eficacia de iDCs
pulsadas con células REH tratadas y con la fraccion de células REH no viables, para promover una
reaccion mixta de linfocitos.
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|
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Figura 23. Evaluacion de induccién de proliferacion de linfocitos por células REH tratadas con Oxaliplatino. La grafica muestra
la respuesta de proliferacion de linfocitos evaluado por Ki67, después de co-cultivar por 6 dias PBMCs con iDCs (relacion 1 DC: 5
PBMCs) pulsadas con células REH tratadas (REH+OXA), sin tratar (REH) con Oxaliplatino (OXA) y con las fracciones de células
REH viables (Fv OXA) y no viables (Fnv OXA). Como control negativo se usaron PBMCs sin estimulo (Curva azul) y como control
positivo PBMCs estimulados con perlas anti CD3/CD2/CD28 + IL-2 (curva naranja.) (Plot izquierdo), en el plot del centro se muestra
el andlisis de proliferacion de linfocitos a partir del co-cultivo con iDCs pulsadas con células REH tratadas y sin tratar con
Oxaliplatino. Curva roja: co-cultivo de iDCs + PBMCs; en plot derecho se muestra el analisis de proliferacion de linfocitos a partir del
co-cultivo con iDCs pulsadas con fracciones de células REH viables (histograma verde) y no viables (curva morada). Se muestra un
experimento representativo de dos realizados.

4.2.3.2 Células tumorales muertas por la accion de agentes anti-tumorales inducen la
presentacion cruzada de antigenos en DCs de origen mieloide.

Para demostrar la capacidad de DCs de hacer presentacion cruzada de antigenos a LT CD8 luego
de ser cargadas con células tumorales muertas, PBMCs fueron obtenidos de una paciente HLA-
A*02:01 con cancer de mama ductal Her2/neu (+++) en remision completa luego de 10 afios de
tratamiento con cirugia y quimioterapia en quien recientemente hemos podido demostrar que la
expansion en PBMCs de LT CD8 especificos para la epitope HLA-A*02:01 (KIFGSLAFL) de la
proteina Her2/neu fue favorecida por el tratamiento anti-tumoral[128]. iDCs derivadas de
monocitos de la paciente que maduraron luego de fagocitar fracciones de células CRL2338
(Her2/neu™™) viables y no viables obtenidas por FH luego del tratamiento con Oxaliplatino
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(Figura S 12), fueron utilizadas como APCs para estimular PBMCs de la paciente por 6 dias luego
de lo cual se analizd el grado de expansion de LT CD8" tetrdmero positivas para la epitope
KIFGSLAFL. La especificad de la tincion de LT CD8" tetramero positivo en PBMCs de la
paciente estimulados con el péptido KIFGSLAFL y tefiidas con tetrdmero HLA-A*02:01
especifico para este péptido se muestra en la Figura 24. Los resultados mostrados en la Figura 24
en cuanto a la expansion de LT CD8+ especificos para el péptido KIFGSLAFL presentes en
PBMCs luego del estimulo con: (i) standard DCs pulsadas con el péptido KIFGSLAFL (control
positivo); (ii) iDCs pulsadas con CRL2338 viables y no viables, sugieren que tanto células
CRL2338 viables como no viables producto del tratamiento con Oxaliplatino tuvieron la
capacidad de inducir presentacion cruzada de la epitope KIFGSLAFL a LT CD8.

Scramble DCs+KIFG OXAViables OXANo viables

0.006 0.65 <1 | 045 3 5. | 043

33 ..
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CDS8/KIFG

100K 150K 200K 250K
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Figura 24. Respuesta especifica de LT CD8 a un péptido de Her2/neu inducida por iDCs pulsadas con células CRL2338 viables
0 no viables luego del tratamiento con Oxaliplatino. Evaluacion de respuesta especifica por parte de LT CD8 a Her2/neu. Como
fuente de antigeno se usaron células CRL2338 tratadas con Oxaliplatino que posteriormente se separaron por FH en fracciones viables
y no viables, las cuales fueron co-cultivadas con iDCs de la paciente por 48 horas. Luego del tiempo de incubacién se adicionaron a las
DCs PBMCs de una paciente HLA-A*02:01 con cancer (Her2/neu +++) y el co-cultivo se incub6 por 6 dias (ver métodos). Como
control positivo se usaron stDCs pulsadas con péptido KIFGSLAFL, pool de las epitopes virales HLA-A*02:01: CMV (NLPMVATV),
FLU (GILGFVFTL) y EBV (GLCTLVAML). Como control negativo se usaron PBMCs sin estimulo.

El fenotipo efector o de memoria de células tetrdmero-positivas especificas para la epitope
KIFGSLAFL fue determinada por la marcacion del cultivo con anticuerpos anti-CD45RA vy anti-
CCRY. La distribucion de las células tetramero-positivas especificas para el péptido KIFGSLAFL
en las cuatro sub-poblaciones de LT CD8+ en las células ex vivo (sin estimulo) y estimuladas con
el péptido KIFGSLAFL se muestran en la Figura 25. Como controles positivos, en este
experimento se muestra la distribucién de LT CD8+ tetrdmero positivos especificos para: (i) el
péptido KIFGSLAFL de Her2/neu logrado luego de la estimulacion de los PBMCs de la paciente
con stDCs pulsadas con este péptido KIFGSLAFL; y (ii) tres péptidos virales HLA-A*02:01
restringidos establecida con un pool de tres tetrdmeros HLA-A*02:01 especificos para los mismos
péptidos en PBMCs luego del estimulo in vitro con estas epitopes (virales). Finalmente, el analisis
de la distribucidn en las cuatro sub-poblaciones de LT CD8 de células tetramero positivas para el
péptido KIFGSLAFL alcanzada luego del co-cultivo de PBMCs con DCs pulsadas con la fraccion
de células CRL2238 viables fue similar al de las células ex vivo, en contraste, los LT CD8"
estimulados con iDCs pulsadas con la fraccion de células CRL2338 no viable experimentaron una
expansion de TEM y una disminucién de TN. De manera interesante esta distribucion fue similar
a la obtenida en los cultivos control positivo inducido bien sea por la estimulacion de PBMCs con
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stDCs pulsadas con el péptido KIFGSLAFL o de éstos con DCs pulsadas con el pool de tres
péptidos virales (influenza, CMV y Epstein Barr) (Figura 25)

HER-2 VIRALES

SIN ESTTMULO/

CRL Viables CRL No viables

Figura 25. Distribucion de las células tetrdmero-positivo especificas para el péptido KIFGSLAFL en cuatro sub-poblaciones de
LT CD8+ obtenidas luego de co-cultivo de PBMCsy DCs-con fracciones de células CRL2338 tratadas con Oxaliplatino viables
0 no viables. Expansién de LT CD8+ efectoras y de memoria a partir de co-cultivo de iDCs pulsadas con fracciones de células
CRL2338 viables (CRL viables) o no viables (CRL no viables) por 6 dias con PBMCs de una paciente con céncer de mama
(Her2/neu™*) HLA-A*02:01. Pasado el tiempo de incubacion, se marcaron las células con CD8, CD45RA, CCR7 y Tetramero
especifico para KIFGSLAFL en LT CD8+. Como control positivo se cultivaron stDCs pulsadas con: (i) péptido KIFGSLAFL vy (ii)
pool de péptidos virales CMV (NLPMVATV), FLU (GILGFVFTL) y EBV (GLCTLVAML). Como control negativo se usaron
PBMC:s sin estimulo y marcacion con tetramero “scramble”.
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5 DISCUSION

Algunos regimenes de quimioterapia inducen en células tumorales muerte celular inmunogénica
(MCI), la cual contribuye al control tumoral como consecuencia de la activacion del sistema
inmune innato y adaptativo. Marcadores caracteristicos de MCI conocidos como DAMPs son la
secrecion de HMGB-1 y ATP, la exposicion de fosfatidilserina y CRT en la superficie celular y la
generacion de cuerpos apoptoticos que favorecen la maduracion y activacion de DCs las cuales
activan eficientemente LT anti-tumorales [35]. Existen diferentes tipos de inductores de MCI,
tales como la quimioterapia, radioterapia, la terapia fotodindmica y los virus oncoliticos, entre
otros [25]. Diversos estudios han demostrado en modelos animales con ratones inmuno-
competentes y pacientes con cancer que farmacos como la Ciclofosfamida, la Doxorrubicina, la
Epirrubicina, el Oxaliplatino y la Mitoxantrona [119] cumplen apropiadamente esta funcién dado
su capacidad para (i) estimular las funciones del sistema inmune, (ii) inhibir la inmunosupresién
caracteristica del cancer, (iii) estimular la antigenicidad de las células cancerigenas y (iv) inducir
MCI, favoreciendo la respuesta especifica a antigenos tumorales [38, 129-131]. En este estudio se
evalud in vitro la expresion de DAMPs en tres diferentes lineas celulares en respuesta al
tratamiento con quimioterapéuticos de uso comun, caracterizando ademas, su potencial en la
activacién de DCs como células presentadoras de antigeno con el objeto de crear un sistema
eficiente de obtencion de células tumorales como fuente potencial de antigeno para el posterior
desarrollo de vacunas aut6logas basadas en DCs.

El implementar un sistema in vitro de seleccion de células tumorales que han muerto via MCI
como fuente potencial de antigenos para el desarrollo de vacunas contra el cancer, abre la
posibilidad de implementar nuevas terapias antitumorales que restablezcan la inmuno-vigilancia
tumoral [129]. En este sentido, se han reportado resultados prometedores como los sefialados por
Chiang et al, quienes estudiaron la inmunogenicidad de antigenos tumorales provenientes de
células tumorales tratadas con diferentes inductores de muerte, resaltando el posible uso de estas
células como herramienta en el desarrollo de vacunas contra el cancer [132, 133]. Estos trabajos
resaltan la funcion combinada de DCs cargadas con células tumorales en vacunas personalizadas
como escenario ideal gracias a la baja toxicidad, alta inmunogenicidad, la independencia del tipo
de HLA vy el reducido riesgo de inducir evasion inmunolégica [25]. La aprobacion de la FDA de
Sipuleucel-T (Provenge) en pacientes con cancer de préstata metastasico, es un buen predmbulo
para el uso de DCs pulsadas con células tumorales autélogas como vacuna [67].

Es importante destacar que aunque la medicién de DAMPs es Util para identificar células que
experimentan MCI, el estandar de oro para evaluar la inmunogenicidad de estas células es la
vacunacion [39]. Sin embargo, el elevado costo y la alta complejidad de estudios pre-clinicos y
clinicos acerca del desarrollo de inmunogenicidad de células tratadas con farmacos in vivo,
demanda la implementacion de ensayos in-vitro orientados a explorar inicialmente su papel en la
activacion de la respuesta inmune. Es importante ademas, examinar la naturaleza del fenotipo
de MCI expresado en las células tumorales tratadas dado que puede estar relacionado con su
capacidad para madurar DCs o por la facultad de las DCs pulsadas con células tumorales tratadas
para estimular linfocitos T anti-tumorales in vitro. En este estudio se obtuvieron células tumorales
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con una marcada expresion de DAMPs (Anexina V (Fosfatidilserina) y CRT) luego del
tratamiento con farmacos comUnmente utilizados en la quimioterapia de cancer, implementando
adicionalmente un sistema de purificacién que permitié aprovechar dichas células para activar
iDCs y estimular su capacidad para presentar antigenos a linfocitos T anti-tumorales.

Nosotros evaluamos en tres lineas celulares: REH (Leucemia Linfoblastica de precursores B),
CRL2338 (Cancer de mama Her2/neu™") y KATO Il (Céncer gastrico), la capacidad del
Carboplatino, Gemcitabina, Doxorrubicina, Oxaliplatino, Paclitaxel y Ciclofosfamida, que ha sido
demostrado previamente por otros autores tienen un efecto inmunogénico importante en la
induccién de MCI [15, 90, 134]. Consideramos que los resultados obtenidos sefialan hacia la
utilidad del uso de sistemas de tamizaje in vitro de la actividad anti-tumoral de agentes
guimioterapéuticos como herramienta para evaluar el posible efecto citotoxico de los farmacos en
células tumorales in vivo. Se evidenciaron efectos diferentes de cada quimioterapéutico sobre la
viabilidad de las tres lineas celulares evaluadas, en concordancia con los resultados de Obeid et al
[15], quien caracterizo el efecto citotdxico de varios inductores de muerte en células CT26.

Se evidencié que en las células REH al igual que en células CRL2338 y KATO I, la
Doxorrubicina incremento substancialmente la expresion de Anexina V en comparacién con los
otros tratamientos. Estas células se caracterizaron por ser células hipoploides (Sub-G0-G1), exhibir
pérdida del potencial de membrana mitocondrial y activar las caspasas 3-7 y 8, confirmando en el
caso de células REH lo reportado por Fucikova y et al, en células REH tratadas con antraciclinas
(Doxorrubicina e Idarrubicina) [122]. Por su parte, la Ciclofosfamida y la Gemcitabina en células
REH, indujeron un tipo de apoptosis tardia detectada en el analisis por FC como células
AQUA"Anexina V. Otro de los efectos de estos agentes fue la disminucion del potencial de
membrana mitocondrial y la aparicion de células hipoploides (Sub-G0-G1). Lo anterior, se
correlacionan con los resultados publicados por Schiavoni et al., y Angelova et al.,[90, 135]
quienes corroboraron el efecto apopt6tico de la Ciclofosfamida y la Gemcitabina respectivamente.

El analisis del papel de los farmacos utilizados en la expresion de marcadores de MCI, revel6 que
las células REH tratadas con Gemcitabina, Doxorrubicina y Oxaliplatino exhibieron una mayor
expresion de Anexina V 'y CRT. Por su parte, en la linea celular CRL2338 se evidencio una fuerte
expresion de estos marcadores al exponerse a tratamiento con Doxorrubicina y Oxaliplatino. En la
linea KATO lll, los mejores inductores de marcadores de MCI fueron Doxorrubicina, Oxaliplatino,
Paclitaxel y Ciclofosfamida. Estos resultados se corroboran con lo descrito por Vacchelli et al., y
Poly et al., quienes han revisado las bondades de varios inductores de MCI [39]. Cabe anotar que
al evaluar por FC en células completas la expresion de HMGB-1, no se evidencié cambios
significativos entre las células tratadas y sin tratar con los diferentes farmacos. A partir de una
primera aproximacion de la expresion de DAMPs luego del tratamiento en células completas
discriminando su expresion entre células AQUA"™ y AQUA’, se observd que Anexina V y CRT se
expresan predominante en células que han perdido su viabilidad (AQUA"). Asi mismo, la
expresion de HMGB-1 en células sin tratamiento y las tratadas con Oxaliplatino y Carboplatino
mostraron una mayor expresion de dicho marcador en células AQUA comparado con las AQUA".
Esto sugiere la secrecion de esta proteina al medio de cultivo por parte de las células AQUA, lo
cual coincide con los hallazgos de Yang et al., quienes describieron que las células tratadas con
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Antraciclinas y Oxaliplatino inducen un tipo especial de muerte Ilamada necroptosis (necrosis
programada) y las células que experimentan este tipo de muerte expresan proteinas como RIP3 y
MLKL, las cuales son indispensables para la liberacion de HMGB-1[136]. La muerte inducida por
Antraciclinas y Oxaliplatino se asocia con el estrés del reticulo causado por este tipo de agentes
quimioterapéuticos [137-139], acompafiado de la produccién de ROS, la alteracion del potencial de
membrana mitocondrial e inhibicion de NF-«kf. Lo anterior, se correlaciona con nuestros resultados
en el sentido que al tratar las células REH con Oxaliplatino se evidencié una disminucion del
potencial de membrana mitocondrial, produccion de ROS e inhibicién la via NF-kf3 medido por la
baja expresion de este marcador y de COX-2 un fenotipo similar al observado por Ma et al., luego
de evaluar un inductor de necroptosis in vitro en células de cancer de pulmon [140].

De otra parte, las células tratadas con Gemcitabina, Paclitaxel y Ciclofosfamida mostraron mayor
expresion de DAMPs en células AQUA™ lo que concuerda con el estudio hecho por Angelova et
al.,[135] quien estudiando células tumorales diferentes a las utilizadas por nosotros describié que
debido a su naturaleza pro-apoptotica la Gemcitabina interfiere con la secrecion de HMGB-1
debido a la desacetilacién de histonas causada por el farmaco lo cual promueve la retencién de esta
proteina en el nacleo y acumulacion en cuerpos apoptéticos [135].

Es conocido que ROS induce mecanismos de escisién de bases en el DNA que generan rupturas y
la consecuente activacion de PARP por parte de la célula para su reparacién [141]. ROS (generado
en el lumen del ER) genera estrés oxidativo favorecido por la fuga de calcio del ER a la
mitocondria, aumentando la carga de calcio mitocondrial [142], promoviendo la generacién de
ROS desde la mitocondria [143]. Diversos autores han sugerido que el ROS mitocondrial junto
con el ROS generado en el lumen del ER favorecen la generacion de MCI [144]. Adicionalmente,
activan la calpaina ( proteasa dependiente de calcio), la cual probablemente impulsa el clivaje de
BAP3L1 en el reticulo endoplasmico por la caspasa 8 [145], generando p20 que es un fragmento
pro-apoptético que interactla con BCL-2 para liberar BAX y BAK [49, 145, 146], alterando asi la
permeabilidad mitocondrial con la consecuente liberacion de CITOCROMO C [147].

Esta secuencia de eventos se correlaciona con los resultados obtenidos en este estudio puesto que
al tratar las células con Oxaliplatino y Paclitaxel se evidencié un aumento en la tasa de produccién
de ROS, inhibicion de la proteina anti-apoptética BCL-2, aumento de expresion de PARP vy
CITOCROMO C. No obstante, el aumento en la expresion de NFxpy COX-2 inducido por
Paclitaxel podria ser explicado como consecuencia de una limitada expresion de PPARYy, factor
importante de inhibicion de proteinas pro-inflamatorias [148].

Una vez se presenta estrés de ER y se activa la apoptosis, la CRT es traslocada a la superficie
celular [144]. Investigaciones realizadas por Panaretakis, sefialan que la inhibicion de la caspasa 8
0 BAP31 impide la translocacion de CRT en la superficie de células expuestas a tratamiento con
antraciclinas u Oxaliplatino, lo cual sugiere un importante papel de la caspasa 8 en la generacion
de MCI [49, 144]. Es importante resaltar que en respuesta al tratamiento con Oxaliplatino, las
celulas REH aumentaron la produccién de ROS, la expresion de CRT, se indujo la activacion de la
caspasa 8 (, la disminucion de BCL-2, se estimul6 la produccion de CITOCROMO C y una
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disminucidn significativa del potencial de membrana mitocondrial, confirmando que Oxaliplatino
genera MCI atribuible al estrés de ER.

Los resultados obtenidos sugieren que las células que han perdido su viabilidad expresan DAMPs
de manera mas eficiente que las células viables lo cual fue demostrado con las fracciones obtenidas
por FH y por “sorting” celular. La fraccion no viable estimul6 la fagocitosis de células tumorales
por iDCs, su maduracion y el procesamiento de antigenos tumorales probablemente gracias al
reconocimiento de CRT por parte de CD91, del ATP por receptores purinérgicos y la
nucleoproteina HMGB-1 por TLR-4 [35]. El reconocimiento de HMGB-1 por el TLR-4 ha sido
sugerido Apetoh et al., esta involucrado en el procesamiento y presentacion cruzada de antigenos
provenientes de células tumorales [23]. Un su estudio él evidenci6 que la sefializacién via TLR-4
con su adaptador MyD88 es necesaria para la obtencidn de una respuesta especifica y duradera
contra del tumo y muestra que la estimulacion de HMGB-1 via TLR4 en la célula presentadora
previene la degradacion prematura de epitopes y promueve la presentacién cruzada de antigenos
para la activacion de CTLs [23].

La habilidad de células AQUA" que expresan marcadores de MCI en la activacion de DCs fue
evidente al inducir DCs maduradas caracterizadas por un inmuno-fenotipo especifico (CD11c+,
CD83", CD80", CCR7", CD209) y el aumento en la secrecién de citoquinas como IL-1B (dato no
mostrado). La interleuquina 1P es indispensable para desencadenar una cascada de eventos que
culmina con el reclutamiento y la maduracion funcional de LT [54]. Liu y et al. demostraron en
células tumorales tratadas con Oxaliplatino y Gemcitabina que debido al aumento de la expresion
de moléculas HLA tipo | en células tumorales humanas (Cancer de Colon, Pulmén y seno) tratadas
y la secrecién de citoguinas pro-inflamatorias que estimulan la maduracién de iDCs, se favorece
una respuesta adaptativa contra estos tipos de cancer [80].

La formacién de conjugados inmunes (DCs-LT (CD11c+CD3) favorecida mayoritariamente por
iDCs pulsadas con REH tratadas con Oxaliplatino - especificamente por iDCs cargadas con la
fraccion no viable, estuvo asociada a la activacion de LT-CD4" comprendidos en los conjugados
(medida por la sobre-expresion de CD69 y CD154) durante las primeras seis horas del ensayo
MLR vy en fases tardias del MLR de la proliferacion de LT medida por Ki67. Estas observaciones
esbozan que el efecto inmunogénico de algunos farmacos como Oxaliplatino, es mediado por la
interaccion de iDCs y LT, favorecido por una serie de sefiales inmunogénicas que estimulan a las
iDCs a capturar Ags derivados de las células tumorales muertas, los cuales eventualmente podrian
ser presentados por presentacion cruzada a CD8+, generando una respuesta inmune especifica
contra el tumor [74].

La presentacion cruzada de antigenos tumorales inducida por células tumorales tratadas es
sugerida en nuestro trabajo por los experimentos realizados con iDCs derivadas de monocitos de
una paciente con cancer de mama Her2/neu™", las cuales luego de ser pulsadas con la linea celular
de cancer de mama CRL2338 (Her2/neu™") tratada con Oxaliplatino estimularon LT-CD8" pre-
existentes en PBMCs de esta paciente [128]. Al incubar iDCs aut6logas pulsadas con CRL2338
tratadas con Oxaliplatino se produjo un cambio en el fenotipo de iDCs a DCs maduradas. La
presentacion cruzada de la epitope KIFGSLAFL es sugerida por el cambio en la distribucion de
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las diferentes sub-poblaciones de LT de memoria observada que fue similar a la inducida en
PBMCs por iDCs pulsadas con la epitope sintética (péptido KIFGSLAFL) y la expansion de LT-
CD8+ efectoras tetramero positivas especificos de Her2/neu (Figuras) [16].

En resumen, los datos obtenidos permiten establecer que las células tumorales tratadas con
Oxaliplatino que expresan DAMPSs, activan eficientemente el sistema inmune innato y adaptativo.
Soporte de esto, la maduracion de iDCs, la induccion de fagocitosis, la formacion de conjugados,
la activacion mixta de LT y la induccion de LT CD8 efectores especificos. Asi pues, la estrategia
de trabajo presentada aqui posibilitaria un tamizaje de cancer primarios, donde la MCI de células
tumorales in vitro serian una herramienta Gtil para la seleccion de vacunas contra diferentes tipos
de tumor dado que estimularian eficientemente la maduracién de DCs y la activacion de CTLs
antitumorales ver diagrama de resumen de resultados (Figura 26).
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{ Anexos

7.1 Anexo 1. Cultivos Celulares

Las lineas celulares se cultivaron en frascos T75 (75cm?) a 37°C en atmédsfera CO, al 5%.
Las células REH y CRL2238 se cultivaron en medio RPMI-1640 con GlutaMAX
complementado con aminoacidos esenciales (10Mm Gibco) y piruvato de sodio (100Mm
Gibco), suplementado con 10% de SFB previamente inactivado a 60°C durante 45 minutos.
Adicionalmente se agregd antibidtico-antimicotico (100U/mL de penicilina, 100pug/mL de
estreptomicina y 25 ug/mL de anfotericina B - Gibco). Por su parte, la linea celular KATO
Il se cultivé en medio IMDM suplementado con 10% de SFB, inactivado suplementado
con antibidtico-antimic6tico de igual forma a la descrita para el caso de las células REH y
CRL2338.

La expansién de los cultivos y la medicion los doblajes poblacionales se realizaron en
cabina de flujo laminar, bajo estrictas condiciones de esterilidad. EI medio de cultivo se
cambio cada dos a tres dias, teniendo en cuenta el viraje del mismo y la confluencia de las
células en el frasco (70-90%). La medicién de los doblajes poblacionales se determiné una
vez la densidad celular fue de 7.5x10° células/mL para células CRL2338 y KATO Ill y
1x10° células/ml para las células REH.

Los cultivos de células no adherentes se mantuvieron mediante la adicion o sustitucion de
medio fresco luego de centrifugacion del cultivo. Las células adherentes se despegaron
usando 1mL de tripsina 0.25% con EDTA 0.53mM incubando de cinco a 10 minutos
dependiendo de la confluencia del frasco, monitoreando en microscopio invertido. Una vez
se completd el tiempo de incubacidn, la accion de la tripsina se detuvo adicionando 8mL de
medio sin SFB. Las células se transfirieron a tubos falcon de 15mL y se centrifugaron por
7min a 500g para posterior conteo. Una parte de las células se emplearon en los
experimentos y la otra se crio-preservd en crioviales con 70% de medio RPMI, 20% de SFB
y 10% de DMSO.

7.1.1 Anticuerpos, enzimas y colorantes utilizados.

En la Tabla S 1, se indican los anticuerpos, enzimas y colorantes empleados para la deteccion de
marcadores celulares mediante citometria de flujo (FC).
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Tabla S 1. Especificaciones de anticuerpos, colorantes y enzimas usados en los

procedimientos experimentales.

ANTICUERPO, COLORANTE O CASA .
ENZIMA COMERCIAL TECNICA PROCEDIMIENTO
Aqua dead cell stain Molecular probes FC Viabilidad celular
. i Potencial de membrana
DiOCq(3) is a cell-permeant dye Molecular probes FC '. .
mitocondrial
Hoechst 33342 nucleic acid stain Molecular probes FC
Propidium iodide (PI -fl t Ciclo celular
ropidium iodide (PI) red uorescep Molecular probes FC i u
nuclear and chromosome counterstain.
Caspasas 3, 7y 8: Fluorescent Molecular probes FC Activacion de caspasas
inhibitor of caspases (FLICA™) P P
. L Santa cruz
Anti-BID- AC primario . FC
! primari Biotechnology ®
. L Santa cruz
Anti-BAX- AC primario . FC
! primari Biotechnology ®
. L Santa cruz
Anti-BCL-2- AC primario . FC .
P Biotechnology ® Moléculas asociadas a
i- -Ri i - muerte celular
PARP (Poli-ADP F?IbOSIa polimerasa) Roche® FC
AC primario
L Santa cruz
CITOCROMO C- AC primario Biotechnology ® FC
L Santa cruz
SMAC-DIABLO- AC primario Biotechnology ® FC
. L Santa cruz
Anti-HSP90- A . F
nti-HSP90- AC primario Biotechnology ® C
Dihydroethidiu (DHE) Thermo scientific® FC
. L Santa cruz i .
Anti-Nf-kB-p- AC primario . FC Moléculas asociadas a
Biotechnology ® R
Santa oL estrés oxidativo
Anti Cox-2- AC primario Biotechnology ® FC
. L Santa cruz
Anti-PPAR gama- AC primario Biotechnology ® FC
. . Santa cruz Moléculas asociadas a
Anticuerpo secundario . FC .
Biotechnology ® estrés y muerte celular
Anexina-V Biolegend FC
Anti-Calreticulina R&D FC Muerte celular
Anti-HMGB-1 Biolegend FC inmunogénica
ATP (Luciferina-Luciferasa) Molecular probes Luminiscencia
Anti-CD11c Biolegend FC
Anti-CD209 Biolegend FC
Anti-CD80 Biolegend FC .
- - Mad 6n de DC
Anti-CD83 Biolegend FC aduracion de LS
Anti-CCRY7 Biolegend FC
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CFSE (Carboxyfluorescein

succinimidyl ester) Invitrogen FC Fagocitosis
Anti-CD69 Biolegend FC
Anti-CD154 Biolegend FC
Anti-Ki67 Biolegend FC Activacion de LT
Anti-CD4 Biolegend FC
Anti-CD3 Biolegend FC
Anti-CD45RA Biolegend FC Poblaciones de
Anti-CCR7 Biolegend FC .
- - memoria LT
Anti-CD8 Biolegend FC
Fabricado por
Carlos Parraen el
Tetrdameros HLA-A2 (Her2/neu) laboratorio de FC Respuesta especifica

conjugados a PE

Lawrence Stern en
la Universidad de
Massachusetts

7.1.2 Tasa de crecimiento

e REH: El cultivo inicié con una densidad de 2x10° células/mL y se monitore6 diariamente
por conteo en camara de Neubauer con azul de tripan por cinco dias sin cambiar el medio

de cultivo con el objetivo de determinar la tasa de crecimiento.

e CRL2338: El cultivo inicié con una densidad de 5x10* células/mL en un plato de 6 pozos
cada pozo con la misma cantidad de células y se monitore6 cada 4 dias por 24 dias. En
cada monitoreo las células se tripsinizaron y se realiz6 conteo en cdmara de Neubauer con

azul de tripan.

e KATOIII: El cultivo inicié con 5x10* células/mL en un plato de 6 pozos, cada pozo con
la misma cantidad de células. Se monitored cada 3 dias por 18 dias. Las células se
tripsinizaron en los dias de monitoreo y se realizd conteo en cdAmara de Neubauer con azul

de tripan.

7.1.2.1 Conteo celular y evaluacion de viabilidad por exclusién del azul de tripan.

Las células no viables adoptan una tonalidad azul debido a la alteracion en la permeabilidad de la
membrana, en contraste con las células viables que se mantienen incoloras y refringentes. Las
células usadas para experimentos deben estar sobre el 94% de la viabilidad para garantizar la
calidad de los resultados, de manera que el conteo se realiz6 en cAmara de Neubauer acorde a la

siguiente formula:

# de células totales = # de células contadas x factor de dilucion x10*x volumen.
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7.1.2.2 Calculo de tiempo de duplicacién.

La determinacion del tiempo de duplicacion celular se hizo con las siguientes formulas
[149]:

n = log,o N —logyo Ny

logq 2

Donde

n = nimero de generaciones que han ocurrido durante la fase exponencial.
N = namero final de células

No = numero inicial de células

Teniendo el nimero de generaciones que transcurrieron durante la fase exponencial, se
calcula el tiempo de generacion de la fase exponencial, es decir el tiempo que tarda la
poblacion en duplicarse con la siguiente formula:

g = t/n
Donde t es el tiempo total del cultivo y n el nimero de generaciones.

Teniendo en cuenta el tiempo de duplicacion de cada linea celular, las células se
cultivaron en platos de 96 pozos bajo condiciones normales de cultivo, evaluando la
viabilidad celular por MTT (Anexo 2) a las 24 y 48 horas. Se emplearon concentraciones
celulares diferentes, esto con el fin de determinar la cantidad de células a cultivar en
subsecuentes experimentos. En la Tabla S 2 se observa el nimero de células evaluadas
para cada linea. Las casillas resaltadas corresponden a la concentracién celular empleada
para posteriores ensayos.

Tabla S 2. Cinética de concentracion de células.

Linea celular Cultivol | Cultivo2 | Cultivo3 | Cultivo 4
REH 5x10* 1x10° 2x10° 1x10°
CRL2338 2x10* 5x10* 1x10° 2x10°
KATOII 2x10* 5x10* 1x10° 2x10°
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7.2 Anexo 2. Determinacion de la dosis letal 50 (ICsy) de
farmacos en células REH, CRL2338 y KATO IlIlI.

7.2.1 Aplicacion de tratamientos

Con el fin de evaluar el grado de muerte celular inducida por agentes de quimioterapia, se
cultivaron 2x10° células REH y 5x10* de células CRL2338 y KATO Il en platos de 96
pozos fondo plano con 200uL de medio RPMI 1640 GlutaMAX, suplementado con 10%
de SFB, aminoacidos y piruvato de sodio, en el caso de células REH y CRL2338. Para las
células KATO llI, se empled IMDM suplementado con 10% de SFB.

La determinacion de la dosis letal 50 se hizo evaluando diferentes dosis y tiempos de
exposicion, teniendo en cuenta lo descrito en la literatura [137, 150-155] Las dosis y
tiempos evaluados se presentan en la Tabla S 3.

Tabla S 3. Concentraciones evaluadas para cada farmaco.

Carboplatino | Gemcitabina | Doxorrubicina | Oxaliplatino | Paclitaxel | Ciclofosfamida
*26936 *66742 *3679 *125688 *7026 *76604
13468 33341 1839.5 62844 3513 38302

6734 16685 919.7 31422 1756.5 19151
3367 8342.7 459.87 15711 878.2 9575.5
1683.5 4172.3 229.9 7855.5 439.1 4787.7
841.75 2085.6 114.9 3927.7 219.5 2393.8
420.87 1042.8 57.47 1963.8 109.78 1196.9
210.4 521.4 28.73 981.9 54.89 598.4
105.2 260.7 14.36 490.9 27.44 299.2
52.6 130.3 7.18 245.4 13.7 149.6
26.3 66.17 3.5 122.7 6.86 74.8
13.1 325 1.7 61.3 3.43 37.4

Nota: Cada una de estas concentraciones se evalud por duplicado en 24 y 48 horas y en dias diferentes. Paclitaxel fue evaluado en 6, 24,
y 48 horas en células REH debido a la sensibilidad de la linea. Las otras dos lineas se evaluaron a las 24 y 48 horas.

* C.C: Concentracion comercial del farmaco.

** | as concentraciones estan dadas en uM

7.2.2 Evaluacion de viabilidad por MTT.

El ensayo de MTT, permite evaluar la viabilidad celular mediante la reduccion del Bromuro de 3-
(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa.



-84 -

El producto de esta reaccién se denomina formazan, medible colorimétricamente, el cual es
metabolizado por células viables mientras que las células afectadas no lo hacen.

La viabilidad celular se monitoreé mediante MTT (0.1mg/mL). Para ello, a cada cultivo celular, al
finalizar el tiempo de incubacién, fue adicionado 20ul. de MTT (10uL de MTT por cada 100uL
de medio) y se incubaron por 4 horas a 37°C y 5% de CO, en oscuridad. Al completar el tiempo
necesario para la reaccion, se observd el viraje del cultivo a un color azul-violeta (formazan)
corroborando la accion de la enzima succinato-deshidrogenasa y la correspondiente viabilidad
celular.

Seguidamente, los platos de cultivo se centrifugaron por 7 minutos a 500g. El sobrenadante se
descart6 y se adicionaron 100uL. de DMSO con el fin de disolver los cristales de formazan,
sustancia insoluble en medio acuoso. Posteriormente, se realizo la lectura de las absorbancias en
espectrofotometro a 490 nm, la cual es directamente proporcional a la cantidad de formazan
formado por células metabolicamente activas.

Los datos obtenidos se extrapolaron en curvas de dosis-respuesta expresados en porcentajes de
viabilidad, segun la férmula: % de viabilidad = ((Muestra-blanco)/(control-blanco)*100). La
concentracién inhibitoria media (ICsg) vs el tiempo evaluado, se analiz6 en el software Graphpad
Prism 6, teniendo en cuenta el control de viabilidad (100% viables) para analizar el efecto de cada
uno de los inductores de muerte [156].

LineaXelular i

&
\ 3 / Tratamiento
MTT
@8es
—> Incubacién —> .:‘

N

- IC50

Figura S 1. Diagrama explicativo de la determinacién de la 1C50 al tratar las lineas celulares con diferentes farmacos. Las
células de las tres lineas celulares se expanden, posteriormente se siembran en cajas de 96 pozos a una densidad de 2x10° células REH
y 5x10* células CRL2338 y KATO III en 200uL del medio correspondiente para cada linea celular, seguido las células son tratadas con
diferentes concentraciones de farmacos, transcurrido el tiempo de incubacién se realiza el ensayo de viabilidad celular por MTT y se
calcula la IC50 para cada farmaco.
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7.3 Anexo 3. Evaluacién de viabilidad por citometria de flujo.

La viabilidad celular fue evaluada por citometria de flujo comparando FSC-A vs SSC-A, en el cual
las células muertas o restos celulares se ubican a la izquierda del plot. Se emple6é ademés AQUA,
un colorante que reacciona con aminas libres en el interior de la célula y en la superficie celular.
En el caso de células viables, la fluorescencia es menos intensa debido a que la reactividad del
colorante se limita a las aminas ubicadas en la superficie celular. Las células muertas presentan una
intensidad de fluorescencia 50 veces mayor en comparacion con células vivas permitiendo una
facil discriminacion [157].

Con el fin de determinar la viabilidad de cada linea celular, se emplearon 2x10° células REH y 5
x10* células CRL2338 y KATO IlI por pozo en platos de 96 pozos fondo plano con 200uL del
medio Gptimo para cada linea. Cada grupo celular se trat6 con las I1Cs, de cada farmaco tal como se
muestra en la tabla 2, pasado el tiempo de incubacion para cada uno de los tratamientos en las
diferentes lineas tumorales, las células del cultivo se cosecharon, se centrifugaron a 500g por 7
minutos y se tifieron con AQUA siguiendo el protocolo de la casa comercial.

Finalizando esto, las células fueron analizadas en el citometro de flujo FACSAria Il.

7.4 Anexo 4. Caracterizacion molecular del tipo de muerte
inducida por cada farmaco.
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Figura S 2. Diagrama explicativo de la caracterizacién molecular de la muerte inducida por cada farmaco en las tres lineas
celulares. Las lineas celulares fueron cultivadas para su expansion, posteriormente fueron tratadas con las ICs, de cada farmaco,
después del tiempo de incubacién fueron tefiidas con marcadores tipicos de apoptésis y estrés oxidativo como son: DIOCg(3) (Potencial
de membrana), Hoechst (Ciclo celular), Caspasas 3,7 y 8, BID, BAX, BCL-2, PARP, CITOCROMO C, SMAC DIABLO; HSP90,
ROS, NF-kp3, COX-2 y PPAR-y. Se realizaron dos experimentos en dias distintos por triplicado.
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74.1

7.4.2

7.4.3

Deteccion de fosfatidilserina en la superficie celular mediante la
unién a Anexina V.

La Anexina V es una proteina que se une a la fosfatidilserina en presencia de calcio. En
condiciones normales la fosfatidilserina se encuentra en la cara interna de la membrana
celular; sin embargo, durante la apoptosis temprana este fosfolipido se transloca a la cara
externa [158]. Las células tratadas fueron recolectadas en tubos de citometria, se lavaron y
se re-suspendieron con el buffer de Anexina, posteriormente se marcaron las células con
Anexina V conjugada con FITC durante 20 minutos a 4°C. Al cabo de este tiempo, las
células fueron centrifugadas y re-suspendidas en el buffer de Anexina para ser analizadas
en el citometro de flujo FACSAria Il.

Cuantificacion de la activacion de caspasas 3, 7 y 8.

Esta técnica se basa en la afinidad del inhibidor fluorescente de caspasas (FLICA ™) por
las cisteinas especificas de caspasas. En el caso de las caspasas 3 y 7, esta secuencia de
reconocimiento es el acido aspartico-valina-acido aspartico-acido glutdmico (DEVD) y
para la caspasa 8 la secuencia es leucina-acido glutdmico-treonina —acido aspartico
(LETD). FLICA interactta con el centro enziméatico de cada una de las caspasas activas a
través de la secuencia de reconocimiento y se une covalentemente gracias al motivo de
cetona fluorometilo (FMK) [159]. Las células tratadas se marcaron con el reactivo de
deteccion de caspasas 3,7 y 8 activas. Posterior a la reaccion, las células fueron analizadas
por citometria de flujo.

Analisis del efecto de los farmacos sobre las fases del ciclo celular.

Las células fueron sometidas a un periodo de sincronizacion cultivandolas en medio
ausente de SFB con el objeto de garantizar que el cultivo quedara en fase G1 al carecer de
factores de crecimiento presentes en el suero. Las células REH al someterlas a periodo de
sincronizacion por 12 y 24 horas perdieron viabilidad por tal razén se decide no
sincronizar dicha linea por la sensibilidad presentada y tratar las células directamente. Las
células tratadas se recolectaron, lavaron con PBS y se fijaron con el kit CITOFIX-
CITOPERM. Seguidamente se tifieron con el colorante Hoechst 33342 durante 20
minutos, el cual se une al DNA en células vivas o fijadas debido a su gran especificidad
por los pares de bases A-T del DNA [160]. Las células marcadas se incubaron por una
hora a 37°C, posteriormente las células fueron centrifugadas y analizadas en el citémetro
de flujo FACSaria Il.

Los resultados fueron analizados en el programa FlowJo V10, empleando el modelo de
integracion del ciclo celular de Watson en las células normoploides, es decir, con un
contenido de DNA mayor o igual a 2N y células hipoploides, esto es, contenido de DNA
menor a 2N. Atendiendo a este principio, se calcul6 el porcentaje de células en cada una
de las fases del ciclo celular.
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Evaluacion del potencial de membrana mitocondrial en células
tratadas con farmacos.

La alteracion en el potencial de membrana se evalud utilizando DIOCg(3). Este es un
compuesto fluorescente (carbocianina) que ingresa a la célula gracias a su propiedad
lipofilica y al ser un catién, se acumula en las mitocondrias de células viables con carga
negativa y potencial de membrana alto. Las células con bajo potencial de membrana
(caracteristico de células en apoptosis) captan el compuesto de manera deficiente [161].
Posterior al tiempo de incubacion del tratamiento con diferentes farmacos, las células se
marcaron con DIOC¢(3) (100 nM) durante 20 minutos a 37°C, CO, (5%) en ausencia de
SFB. Los resultados se evaluaron con el citometro de flujo FACSaria Il. Los datos fueron
graficados en porcentaje del DIOCg(3) con el software de citometria Flowlo V10 y
GraphPad Prism.

Evaluaciéon de moléculas asociadas a muerte celular y estrés
oxidativo.

Se emplearon 2x10° células REH, cultivadas en 10 pozos, cinco de ellos fueron sometidos
a tratamiento con la ICsq Oxaliplatino y los otros cinco para ser tratados con la IC50 de
Paclitaxel. Pasado el tiempo de incubacion se recolectaron las células y se valoré por
citometria de flujo la expresion de:

Moléculas involucradas en apoptosis: La expresién de BID, BAX, BCL-2, SMAC-
DIABLO y CITOCROMO C, como moléculas participantes en la apoptosis, se
cuantificaron con el objeto de determinar el tipo de via de muerte inducida por los
quimioterapéuticos. Por su parte PARP: Poli (ADP-ribosa)- polimerasa es una enzima que
reconoce cadenas de DNA con rupturas producidas por agentes genotdxicos permitiendo
la reparacion del DNA nuclear. Para la evaluacion de expresion de estos marcadores, se
recolectaron las células, se fijaron con CITOFIX (BD) durante 20 min a 4°C y se
adicionaron los anticuerpos (Ac) primarios, se incubé por 60min a 37°C, se lavd y se
adicion6 el Ac secundario conjugado con fluorocromo, se incub6 por 60min a 37°C y se
lavé para posterior lectura en citémetro de flujo.

Evaluacion de la expresion de las proteinas asociadas a estrés oxidativo e
inflamacion: Posterior a la administracion de los farmacos de quimioterapia, las células se
fijaron con CITOFIX (BD) a 4°C durante 20 min. Se adicionaron Ac primarios para NF-
kB fosforilado, PPARy, COX-2 y HSP-90. Esto se incub6 por 60min a 37°C,
seguidamente se lavd y se adicion6 el Ac secundario conjugado con fluorocromo, se
incubo por 60min a 37°C. Posteriormente, se lavd y ley6 con citometro de flujo.

La deteccion de especies reactivas de oxigeno e realiz6 empleando el kit Cellomics®
Oxidative Stress |, el cual detecta y cuantifica especies reactivas de oxigeno (ROS) en
células vivas. El reactivo es permeable a la célula y en presencia de ROS, el
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Dihydroethidium (DHE - no fluorescente en estado reducido) se convierte en ethidium,
caracterizado por ser altamente fluorescente (Oxidado) y permanece al interior de la
célula. Posterior cada tratamiento de quimioterapia, las células se recolectaron y se
adicion6 DHE, preparacién incubada por 30 minutos a 37°C. Posteriormente las muestras
se lavaron y finalmente se analizaron en citometro de flujo.

7.5 Anexo 5. Caracterizacion de la expresion de moléculas

caracteristicas de MCI (DAMPs).

Las células de las tres lineas celulares fueron tratadas con las ICsy de cada farmaco, pasado
el tiempo de incubacidén del tratamiento se cosecharon las células, se centrifugaron a 500g
por 7 minutos. Posteriormente se marcaron las células con Anexina V, AQUA vy anti-
CRT-FITC (segun protocolo de la casa comercial) y se incubaron por 20 minutos a 4°C,
pasado el tiempo de incubacion las células se fijaron y permeabilizaron con el kit
CITOFIX-CITOPERM de BD para continuar con la marcacién de HMGB-1-PE segun el
protocolo de la casa comercial. Terminado el tiempo de incubacion las células fueron
lavadas y analizadas por citometria de flujo. Los sobrenadantes de cada cultivo fueron
recogidos para evaluar la secrecion de HMGB-1 por ELISA vy liberacién de ATP por
luminometria [14, 22]. Los datos obtenidos fueron graficados. Se realizaron tres
experimentos en dias distintos.

7.6 Anexo 6. Caracterizacion y purificacion de la poblacion

celular con expresion de DAMPs.

Se caracterizd la expresion de los DAMPs en las poblaciones AQUA Y AQUA" donde se
evidencié que en la poblacion de células AQUA™ predomind una expresion mayor de
DAMPs. Teniendo en cuenta lo anterior, las células fueron tratadas con las ICs, de los
farmacos (2x10° células por cada tratamiento), seguido fueron sometidas a separacion
celular por gradiente de densidad (FH), con el fin de separar las células viables de las no
viables [162]. Los datos obtenidos de la caracterizacion DAMPs, fueron analizados por el
software FlowJo V10.
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Figura S 3. Diagrama de la caracterizacién de DAMPs asociados a Muerte Celular Inmunogénica (MCI). Las células de las tres
lineas celulares fueron tratadas con las 1Cso de los farmacos, posteriormente fueron analizadas por citometria de flujo para la
caracterizacion de DAMPs en células AQUA"y AQUA",

Las fracciones obtenidas (Viables: anillo y no viables: pellet) fueron lavadas y marcadas
con AQUA, Anexina V y CRT, con el objeto de caracterizar de manera mas especifica las
células gque exponen de manera predominante DAMPs. Posteriormente las células no
viables fueron sometidas a “sorting” celular por citometria de flujo con el equipo
FACSAria Il (BD) para purificar poblaciones doble positivas para Anexina V y CRT a
partir de una poblacion de células AQUA".
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Figura S 4. Obtencion de fracciones celulares viables y no viables por gradiente de densidad. Las células fueron tratadas con las
ICs de cada farmaco, seguido del tiempo de incubacion, las células fueron cosechadas y separadas por gradiente de densidad (FH); las
fracciones obtenidas fueron analizadas por citometria de flujo para la caracterizacion de DAMPs.
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7.7 Anexo 7. Evaluacién de induccién de fagocitosis por parte

de células REH.

Se obtuvieron iDCs a partir de monocitos purificados por RosetteSep Human monocyte
Cells, (Stem cell Technologies), a partir de sangre periférica de individuos sanos tomada en
presencia de Heparina como anti-coagulante, mediante la técnica de gradiente de densidad
(FH) basada en el principio de separacién de sub-poblaciones celulares utilizando
gradientes de densidad. Las células fueron lavadas tres veces con RPMI-1640. La viabilidad
celular se determiné utilizando la tincion con azul de tripdn y conteo en camara de
Neubauer. Posteriormente los monocitos fueron cultivados en presencia de IL-4 y GM-CSF
durante 24 horas para su diferenciacién a iDCs. Ademas, para la obtencién de células
maduras (DCs), a algunos cultivos se les adicion6 un coctel de citoquinas pro-inflamatorias
(IL-B, TNF-a, IL-6 y PGE-2 — coctel estandar) durante 24 horas. Por otra parte, las células
REH fueron tratadas con la I1Cs, de Oxaliplatino durante 48 horas, después del tiempo de
incubacion las células fueron tefiidas con CFSE que es un colorante permeable que entra por
difusién a la célula a través de la membrana plasmatica y se une covalentemente al grupo
amino de las proteinas, resultando en un colorante de largo “plazo”. Se tifieron las células
teniendo en cuenta el protocolo de la casa comercial [163]. Seguido se realizaron co-
cultivos con las siguientes condiciones: (i)iDCs + REH tratadas con Oxaliplatino, (ii) iDCs+
REH sin tratamiento, (iii) stDCs + REH tratadas con Oxaliplatino, (iv) stDCs+ REH sin
tratamiento, (v) iDCs + Fraccion viable de células REH tratadas con Oxaliplatino, (vi) iDCs
+ Fraccién no viable de células REH tratadas con Oxaliplatino y (vii) como control se
cultivaron iDCs y stDCs sin la presencia de células REH.

Los co-cultivos se realizaron en una relacién una APC (3.5x10°) por tres células REH, los
cultivos se incubaron por 2, 24 y 48 horas en 500uL de medio-RPMI completo en platos de
48 pozos fondo plano. Pasado el tiempo de incubacion, se cosecharon las células y se
tifieron con CD11c con el objeto de discriminar las células dendriticas, los experimentos
fueron analizados por citometria de flujo en el citometro FACSaria Il (BD). La eficiencia de
la fagocitosis fue evidenciada por las células doble positivas para CD11c y CFSE en el co-
cultivo. Se realizaron dos experimentos en dias distintos por duplicado.
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Figura S 5. Diagrama del disefio experimental para el analisis de induccién de fagocitosis por parte de células REH. Las células
REH fueron tratadas con la ICs, de Oxaliplatino por 48 horas. A las 24 horas de cultivo se tom6 sangre periférica de un individuo sano
y se aislaron monocitos los cuales estuvieron cultivados por 24 horas con IL-4 y GMC-SF. Pasadas las 24 horas de diferenciacion, las
células REH tratadas y marcadas con CFSE fueron co-cultivadas por 2, 24 y 48 horas. Pasado el tiempo de incubacién las células
fueron analizadas por citometria de flujo para evaluar poblaciones doble positivas.

7.8 Anexo 8. Caracterizacion del fenotipo de maduracion en
DCs pulsadas con células tumorales.

Luego del tiempo de incubacidn con la ICs, de cada inductor de muerte, las células REH y
CRL2338 tratadas fueron lavadas con el objeto de retirar el farmaco antes de ser co-
cultivadas con iDCs las cuales habian sido previamente cultivadas en platos de 48 pozos a
una densidad celular de 3.5x10° células por 500uL de medio de cultivo. Las iDCs provenian
de monocitos humanos de donantes sanos para los ensayos con células REH, para los
ensayos con CRL2338 las iDCs provenian de una paciente con cancer de mama ductal. Los
monocitos fueron purificados por RosetteSep Human monocyte Cells, Stem cell
Technologies, cultivados por 24 h en medio suplementado con IL-4 y GM-CSF. En cada
ensayo se incluyé un control negativo de maduracion (iDCs) y un control positivo de
maduracion que se obtuvo luego de tratar por 48 h el cultivo de iDCs con un coctel de
citoquinas de maduracion estandar. Los co-cultivos de iDCs con células tumorales tratadas
fueron cultivados por 48h en medio RPMI completo, transcurrido este tiempo de incubacion
los co-cultivos de iDCs y células tumorales tratadas fueron cosechados y se evalud por
citometria de flujo la expresion de los siguientes marcadores de maduracion en la superficie
de DCs (CD11c"): CCR7, CD83, CD80 y CD209. A continuacion, se describe cada uno de
los cultivos realizados:
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7.8.1 Evaluacion de maduracion de DCs pulsadas con células REH y
tratadas con las 1Csy de diferentes farmacos.

Las células tumorales fueron tratadas con la ICs, de cada farmaco, pasado el tiempo, las
células fueron lavadas, posteriormente se contaron en camara de Neubauer y se co-
cultivaron con iDCs en platos de 48 pozos, en una relacion una célula dendritica por tres
células tumorales tratadas. En cada experimento se incluyeron cultivos de control positivo
(stDCs) y negativo (iDCs). Transcurridas 48 horas de incubacion los co-cultivos se
cosecharon y se caracterizo el fenotipo madurativo midiendo la expresion de CD80, CD83,
CD209 y CCRY7 en células CD11c.
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Figura S 6. Diagrama explicativo del analisis del fenotipo madurativo en DCs después de ser pulsadas con células tumorales
tratadas. Las células tumorales tratadas con la ICs, de cada farmaco, fueron co-cultivadas por 48 horas con monocitos purificados de
sangre periférica de un individuo sano. Pasado el tiempo de incubacion el cultivo es cosechado y tefiido con marcadores de fenotipo
maduro de DCs.

7.8.2 Evaluacién de maduracién con fracciones (viables y no viables) de
células REH y CRL2338 tratadas.

Posterior a los resultados obtenidos en el anlisis de induccion de respuesta inmune innata,
utilizando células tumorales completas, se decidié caracterizar inducciéon de respuesta
inmune innata de manera mas especifica, tomando las siguientes condiciones.

REH
e Gemcitabina 120uM por 48 horas.
e Oxaliplatino 21.6uM por 48 horas.
e Paclitaxel 11uM por 6 horas.
e Ciclofosfamida 176uM por 48 horas.
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CRL2338
e Oxaliplatino 99uM por 24 horas.

Pasado el tiempo de incubacion se cosecharon las células y se sometieron a separacién por
gradiente de densidad, con el objeto de separar las células no viables (pellet) de las viables
(anillo). Se tom¢ cada de una de las fracciones (viables y no viables) y se co-cultivaron
con iDCs en platos de 48 pozos, en una relacion una célula dendritica (3x10°) por tres
celulas tumorales, teniendo en cuenta el control positivo y negativo de maduracion.
Transcurridas 48 horas de incubacion se cosecharon las DCs y posteriormente se
caracteriz6 el fenotipo de maduracién de DCs por citometria de flujo evaluando
marcadores de superficie (CD11c, CD80, CD83, CCR7 y CD209).
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Figura S 7. Diagrama explicativo del disefio experimental para la caracterizacion de fenotipo madurativo de DCs a partir de
co-cultivos con iDCs y fracciones de células tumorales viables y no viables. Las células tumorales fueron tratadas con el ICs, de
diferentes medicamentos, posteriormente las células fueron separadas por gradiente de densidad para la obtencion de células viables y
no viables que fueron co-cultivadas con iDCs provenientes de personas sanas mediante purificacion de monocitos por rosetas.
Terminado el tiempo de incubacién del co-cultivo, las células fueron tefiidas con marcadores de fenotipo madurativo de DCs.

7.8.3 Caracterizacion de marcadores de maduracion en iDCs pulsadas
con células REH con expresion de DAMPs purificadas por sorting
celular.

A partir de células REH tratadas con con la ICs, para Oxaliplatino o Ciclofosfamida
(2x10° células para cada tratamiento, distribuidas en pozos de 96 en las condiciones
descritas previamente) en un experimento de sorting celular con un equipo FACSAria Il se
separaron fragmentos celulares Anexina V*/CRT"; Anexina V/CRT"; Anexina V'/CRT y
Anexina V/CRT’; todos ellos AQUA" a partir de células REH previamente marcadas con
AQUA (Provenientes de la fraccion no viable de la separacion por gradiente de densidad).
Una vez obtenidas las fracciones ellas se co-incubaron por 48 horas con iDCs en una
relacion 1:1. Transcurrido el tiempo, se cosecharon las DCs, se tomaron sobrenadantes y
se marcaron con anti-CD83 para caracterizar el fenotipo de maduracién por citometria de
flujo.
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Figura S 8. Diagrama del disefio experimental de la caracterizacion de fenotipo madurativo de DCs pulsadas con células
tumorales purificadas por sorting celular con expresién de DAMPs. Las células REH fueron tratadas con la ICs, de Oxaliplatino y
Ciclofosfamida, al pasar el tiempo de incubacién las células fueron separadas por gradiente de densidad y purificadas por sorting
celular en el citémetro de flujo FACSaria Il. Las células Anexina V*/CRT"; Anexina V/CRT"; Anexina V*/CRT" y Anexina V'/CRT;
todos ellos AQUA™ fueron co-cultivadas con iDCs provenientes de personas sanas durante 48 horas. Al terminar el tiempo de
incubacion las células fueron marcadas con CD83.

7.9 Anexo 9. Evaluacién de activacion, proliferacion vy
respuesta de LT inducida por iDC maduradas luego de
fagocitar células tumorales tratadas con Oxaliplatino.

7.9.1 Caracterizacion de formacién de conjugados de DCs+LTs durante
una reacciéon mixta de linfocitos (MLR).

Para analizar la formacion de conjugados inducida por iDCs que han fagocitado células
tratadas con Oxaliplatino durante una MLR, se obtuvieron iDCs a partir de monocitos
purificados de donante 1 (d-1) las cuales fueron pulsadas con células REH tratadas o sin
tratar con Oxaliplatino y éstas se co-cultivaron por 6 horas con PBMCs de un donante (d-
2). Como controles se utilizaron co-cultivos de: (i) iDCs (d-1) + LT (d-2); (ii) standard
DCs (d-1) + LT (d-2); (iii) monocitos (d-1) pulsados con REH con o sin tratamiento con
Oxaliplatino. Luego de 6 horas se analizd por citometria la formacion de conjugados
inmunes como se explica en el diagrama de la Figura 22 (en resultados). Brevemente, la
identificacion por SSC-A y FSC-A de los linfocitos fue seguida de la seleccion de
“dupletas” por SSC-H y SSC-W, luego, para evaluar el grado de activacion de LT
inducido por la formacién de conjugados, en las células seleccionadas de esta manera se
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analizd en poblaciones doble positivas para CD11c y CD3 el grado de expresion de CD69
y CD154 (CDA40L) tanto en linfocitos T CD4+ como CD4-.
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Figura S 9. Diagrama del disefio experimental para la caracterizacion de conjugados DCs+LT. Las células REH fueron tratadas
con la ICs de Oxaliplatino (1), por su parte se obtuvieron monocitos provenientes de individuos sanos, realizando purificacion por
rosetas (2), cumplido el tiempo de incubacion del tratamiento en células REH se realizd un co-cultivo por 48 horas (3). Cumplido el
tiempo de incubacion se retiraron las células y se co-cultivaron PBMCs totales provenientes de un donante 2 sano durante seis horas
(4). Cumplido el tiempo de incubacién se tomaron las células, se lavaron y se marcaron con anti.CD11c, anti-CD3 y anti-CD4, anti-
CD69 y anti-CD154. El analisis por FC de formacion de conjugados y activacion de LT es presentado en la figura 22.

7.9.2 Reaccion Mixta de Linfocitos (MLR). Presentacion alogenéica de
antigenos por DCs pulsadas con REH tratadas.

Ki67 que es una proteina nuclear que interactia con Hklp2, hNIFK y chromobox protein
homolog 1, 3, y 5. Ki-67 es requerido para la proliferacion celular y su expresion esta en
las fases G1, S, G2, y M del ciclo celular; se evalu6 en una MLR la capacidad de iDCs
obtenidas de un donante 1 (d-1) (previamente pulsadas con células REH tratadas con
Oxaliplatino), para inducir la proliferacion de LT de un donante 2 (d-2) luego del co-
cultivo. Para esto se prepararon los siguientes cultivos: (i) PBMCs (d-2) cultivados sin
APCs (Control Negativo, sin estimulo) o estimulados con perlas anti-CD3/CD28/CD2 +
IL-2 (control positivo); (ii) PBMCs (d-1) + iDCs del mismo individuo las cuales habian
sido co-cultivadas con células REH tratadas y sin tratar; (iii) PBMCs (d-2) co cultivadas
con monocitos (d-1) pulsados con células REH tratadas y sin tratar y (iv) PBMCs (d-2) +
iDCs (d-1) pulsadas con células REH tratadas y sin tratar. Al sexto dia se cosecharon los
cultivos, se marcaron con Ki67 y se realiz6 un analisis por FC.



-96 -

[ ] &

Tratamiento E <
3

~

gy

{ ! i|

\
A
‘_‘“ea éLou g! 6

™ =

ot i)
cultivo \ o @

-‘-umoT al . o\%? A 4
| el * 4

oras .
h Monocitos

PBMCs

Figura S 10. Evaluacién de proliferacion de LT estimulados con DCs pulsadas con células tumorales tratadas. Las células REH
fueron tratadas con la ICs, de Oxaliplatino (1), por su parte se obtuvieron monocitos provenientes de donantes sanos, realizando
purificacion por rosetas (2), cumplido el tiempo de incubacion del tratamiento en células REH se realiz6 un co-cultivo por 48 horas (3).
Cumplido el tiempo de incubacidn se retiraron las células y se co-cultivaron PBMCs totales provenientes de un d-2 sano o del mismo
donante (cultivo aut6logo) durante seis dias (4). Cumplido el tiempo de incubacion se tomaron las células, se lavaron y se marcaron
con Ki67.

7.10 Anexo 10. Evaluacion de presentacion cruzada de
antigenos y estimulacién de Linfocitos T CD8" efectores
inducida por DCs co-cultivadas con células CRL2338
tratadas con Oxaliplatino.

Se caracterizd la capacidad de DCs co-cultivadas con células tumorales CRL2338 (Her2/neu®)
tratadas con Oxaliplatino para estimular la expansién de linfocitos T CD8 especificos para una
epitope de esta proteina cuya presentacion es restringida al alelo HLA-A*02:01. Los linfocitos T
CD8 fueron obtenidos de una paciente con cancer de mama ductal que expresa el alelo HLA-
A*02:01 y cuyo tumor expresa altos niveles del oncogen Her2/neu. Para demostrar la capacidad
de DCs co-cultivadas con células CRL2338 tratadas con Oxaliplatino de presentar cruzadamente
antigenos se analizé el grado de expansion de LT CD8" tetramero positivas para la epitope
(KIFGSLAFL) HLA-A*02:01 restringida derivada de la proteina Her2/neu. Se tomaron 2.5x10°
monocitos de la paciente los cuales fueron cultivados en plato de 96 pozos con IL-4 y GM-CSF
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durante 24 horas para inducir DC inmaduras, seguido del co-cultivo de iDCs durante 48 horas con
células CRL2338 previamente tratadas por 24 horas con Oxaliplatino y sometidas a separacion por
FH con el fin de obtener fracciones enriquecidas en células viables y no viables. Una vez
preparadas las DCs pulsadas con células tumorales muertas o vivas se adicionaron PBMCs de la
paciente en una relacion 1 DCs: 3 PBMCs; el cultivo se prolong6 durante 6 dias en incubadora a
37°C y 5%CO,, teniendo en cuenta las siguientes condiciones e incluyendo los siguientes cultivos
control:

e iDCs+CRL2338 Fraccion viables + PBMCs

e iDCs+CRL2338 Fraccion no viable + PBMCs

e stDCs pulsadas con péptido KIFGSLAFL de la proteina Her2/neu + PBMCs

e stDCs pulsadas con péptidos virales HLA-A*02:01 restringidos de FLU
(GILGFVFTL) , CMV (NLVPMVATV) y Epstein Barr (GLCTLVAL) +
PBMCs

e PBMCs sin estimulo

Terminado el tiempo de incubacion se recogieron las células y se marcaron con Tetramero
especifico para Her2/neu (KIFGSLAFL), Tetramero para antigenos virales (FLU (GILGFVFTL),
CMV (NLVPMVATYV) y Epstein Barr (GLCTLVAL), y marcadores de memoria CD45RA,
CCR7 y CD8. El experimento se analizé en el citometro de flujo FACS Aria Il (BD).
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Figura S 11. Diagrama Explicativo: Subpoblaciones de Memoria y Respuesta Especifica. Las células CRL2338 se trataron por 24
horas con Oxaliplatino, se co-cultivaron con iDCs provenientes monaocitos purificados de una paciente con cancer mama ductal Her 2+,
se incubd por 48 horas a 37°C y 5% de CO2. Se adicionaron PBMCs totales de la misma paciente, el co-cultivo se incubé por 6 dias,
finalmente evaluando CD8, CD45RA, CCR7 y Tetramero especifico para KIFGSLAFL en LT CD8. Como control positivo se
cultivaron stDCs pulsadas con: (i) péptido KIFGSLAFL vy (ii) pool de péptidos virales CMV (NLPMVATV), FLU (GILGFVFTL) y
EBV (GLCTLVAML). Como control negativo se usaron PBMCs sin estimulo.
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7.11 Anexo 11. Maduracién de DCs inducida por el co-cultivo
de iDCs con células CRL2338 tratadas con diferentes
inductores de muerte celular.

Una vez demostrada la capacidad de células tumorales REH tratadas con agentes de quimioterapia
para madurar DCs se decidié examinar la capacidad de DCs maduradas luego de la exposicién a
células tumorales tratadas para inducir la expansion de LT antigeno especificos. Para este efecto se
uso la linea tumoral de cancer de mama ductal CRL2338 (He/2neu ") luego de ser tratada con
agentes de quimioterapia como posible fuente de antigeno para estimular LT de memoria
especificos contra la proteina He/2neu de una paciente con cancer de mama ductal estadio Illb
(He/2neu™™) en remision completa luego de 10 afios de haber sido tratada con quimioterapia y
cirugia.

Los resultados presentados previamente (Tabla 7) mostraron el grado de expresién de moléculas
caracteristicas de MCI en células CRL2338 luego del tratamiento con diferentes farmacos. Al
igual que lo hecho con células REH nosotros caracterizamos la inmunogenicidad para iDCs de
células CRL2338 tratadas analizando el fenotipo de iDCs después de co-cultivo por 48 horas con
CRL2338 tratadas. Pasado el tiempo de incubacion las células fueron cosechadas y marcadas con
anti-CD11c y anti-CD83 con el fin de caracterizar el grado de maduracion. Los resultados
presentados en la Tabla S 4 indican que mientras las células sin tratamiento no estimulan la
maduracién de iDCs, las células tratadas con Doxorrubicina estimulan eficientemente su
maduracion con un 35.6% de expresion de CD83 comparado con un 5% en iDCs. De la misma
forma iDCs maduradas con células CRL2338 tratadas con Paclitaxel y Oxaliplatino indujeron un
aumento substancial de la expresion de CD83 (25.6% y 25.4% respectivamente, lo cual esta
acorde con los resultados obtenidos en el andlisis de induccion de marcadores de MCI en el cual
Oxaliplatino y Paclitaxel los cuales mostraron la mayor expresion de Anexina V, CRT y HMGBL.

Tabla S 4. Marcadores fenotipicos de DCs pulsadas con células CRL 2338 tratadas.

Cultivo CD83 %
iDCs 5
stDCs 69
Sin tratamiento 10.5

Paclitaxel 25.6

iDCs+CRL Oxaliplatino 25.4
Ciclofosfamida 6.5

Doxorrubicina 35.6
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Atendiendo a los resultados obtenidos con las células CRL2338 tratadas con Oxaliplatino luego
del tratamiento con este farmaco las células vivas y muertas fueron separadas por FH y la
capacidad de cada fraccion para madurar DCs fue evaluada. Como se muestra en la Figura S 12y
en la Tabla S 5, se observé una pérdida discreta del marcador CD209 en las iDCs pulsadas con
CRL2338 fraccion viable pero no se observé ningin cambio en la expresion de este marcador
inducido por la fraccién de células muertas 78% (Vivas), 84% (muertas) vs. 84% y 53% de
expresion de CD83 observado en iDCs y stDCs respectivamente). No obstante el resultado
negativo obtenido con la medicion de CD209 utilizando células muertas, este tipo de estimulo si
promovio la expresion de los marcadores de maduracién CD83, CCR7 y CD80 en respuesta a este
estimulo (40%, 29% y 26% respectivamente vs. 7%, 8.2% y 6% expresado por iDCs).
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Fenotipo de DCs pulsadas con fracciones (viables 0 muertas) de CRL2338 tratadas con Oxaliplatino. Se cuantifico la expresion
de marcadores de maduracion en DCs después de 48h de cultivo con células fracciones de células CRL2338 (viables y muertas)
tratadas con Oxaliplatino obtenidas por FH. Como controles negativos se utilizaron DCs inmaduras y como control positivo DCs
maduradas con coctel de citoquinas (IL-1f, TNFa, IL-6 y Prostaglandina E2), El grado de maduracion inducida en DCs inmaduras por
las fracciones celulares se monitored por FC midiendo la expresion de los marcadores de maduracién CD11c, CCR7, CD80 y CD83

Tabla S 5. Marcadores de fenotipo de maduracién de DCs pulsadas con fracciones de
CRL2338 tratadas con Oxaliplatino.

APC CD209 % | CD83 % CCR7% CD80%
iDCs 84 7 8.2 6
DCs Standard 53 78 72 79
iDCs+CRL Viables 78 9 25 6.1
Muertas 84 40 26 39




