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1. ABREVIATURAS

ADCC
APC
ASGP-r
BCR
BMDCs
BSA
CCH
CDh
CTL
DMEM
DCs
DC-SIGN
ELISA
FAL
FCH
FLH
FMH
FITC
GM-CSF
HP

ILs
INF-y
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KO
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LB
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LT

MET
MHC-I
MHC-II
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Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos
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Receptores asialoglicoproteicos

Receptor del linfocito B

Células dendriticas derivadas de precursores de medula 6sea
Albumina sérica bovina.

Hemocianina de Concholepas concholepas

Grupos de diferenciacién (Cluster of diferentiation).
Linfocitos T citotdxicos

Medio de Eagle modificado por Dulbecco's

Células dendriticas derivadas de precursores de médula 6sea
DC-specific ICAM grabbing non-integrin

Ensayo inmuno enzimatico en fase solida
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Factor estimulante de colonias de monocitos y granulocitos
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Linfocitos T

Microscopia electrénica de transmision

Complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
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Receptor de manosa



NLRs :  Receptor dominio tipo oligomerizacién de nucledtidos

NK . Células asesinas naturales

NKT . Células asesinas naturales tipo linfocito

OVA : Ovoalbimina

Ox-CCH . Hemocianina de Concholepas concholepas desglicosilada
Ox-FLH . Hemocianina de Fissurella latimarginata desglicosilada
Ox-KLH . Hemocianina de Megathura crenulata desglicosilada
PAPMs :  Motivos moleculares de patdgenos

PBS :  Tampon fosfato salino

PMSF : Fenil metil sulfonifluoruro

PNGasa F . Peptido N-glicosidasa F

SFB . Suero fetal bovino

TAAs . Antigenos asociados a tumores

TCR . Receptor de linfocito T

Thl . Respuesta de linfocitos T helper (CD4+) tipo 1

Th2 :  Respuesta de linfocitos T helper (CD4 +) tipo 2

TLR : Receptores de tipo Toll



2. RESUMEN

Las hemocianinas de moluscos son glicoproteinas que generan una potente activacion del
sistema inmune de mamiferos direccionando la respuesta hacia un perfil inmunolégico de tipo
Thl, esto es una respuesta caracterizada por la activacion de linfocitos T CD4+ y la secrecion
de IFN-y. Esta cualidad ha permitido su amplio uso en biomedicina y en biotecnologia como
proteinas transportadoras (carrier) para producir anticuerpos, como adyuvantes en el desarrollo
de vacunas terapéuticas para ciertos canceres y como inmunoestimulantes no-especificos en la
terapia contra el carcinoma superficial de vejiga. Las hemocianinas provenientes de los
gastrépodos Megathura crenulata (KLH) y Concholepas concholepas (CCH) han sido las mas
utilizadas para estos fines. Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares por los cuales
dichas proteinas ejercen su efecto inmunol6gico son muy poco conocidos. En este sentido, KLH
y CCH poseen una estructura cuaternaria diferente, sin embargo presentan estructuras
oligosacaridas similares, rasgo que ha sido invocado ampliamente en la literatura para explicar
el efecto antitumoral de KLH y de las hemocianinas en general, no obstante esta idea no ha
sido experimentalmente abordada. Por esta razén, en esta tesis hipotetizamos que: las
hemocianinas activan la respuesta innata a través de un receptor de tipo lectina localizado en
células presentadoras de antigenos (APCs) generando asi un ambiente de citoquinas pro-
inflamatorias, que indirectamente potencian la respuesta adaptativa antitumoral.

Es asi, que el objetivo general del trabajo experimental estuvo destinado a estudiar la
participacion de los azlcares de las hemocianinas en la activacion de células presentadoras de
antigenos (APCs) y su contribucion a la inmunogenicidad y la actividad antitumoral de estas
proteinas. Para ello, se usaron tres hemocianinas modelo, a saber KLH, CCH y FLH, esta ultima
descubierta recientemente en nuestro laboratorio, proveniente del gastrépodo Fissurella
latimarginata. Los objetivos especificos incluyeron: 1) Preparar hemocianinas desglicosiladas y
caracterizarlas fisicoquimicamente. 2) Determinar la participaciéon de un receptor de tipo lectina
en la endocitosis de dichas proteinas por células dendriticas derivadas de médula Gsea
(BMDCs) cultivadas in vitro. 3) Analizar la contribucién de los azlcares en la activacién de
BMDCs y macréfagos peritoneales y 4) Estudiar la participacion de los azlcares en la
inmunogenicidad y el efecto antitumoral de las hemocianinas usando por primera vez un modelo
murino de melanoma, ya que numerosas vacunas terapéuticas usan hemocianina como
carrier/adyuvante de antigenos asociados (TAA) a dicho cancer.

Entre los principales resultados, se destacan los siguientes. Analisis con lectinas biotiniladas
mostraron diferencias en la composiciébn de azlcares entre las distintas hemocianinas
empleadas. Por una parte, las hemocianinas provenientes de la familia Fissurellidae (KLH vy
FLH) poseen el disacarido Gal-(B1-3)-GalNAc que generalmente se encuentra en estructuras de
tipo O-linked, y ademas a-manosa terminal asociado a estructuras de tipo N-linked. En
contraste, CCH so6lo presentdé en comun con ellas el residuo a-manosa terminal. Las
hemocianinas fueron desglicosiladas a través de un procedimiento quimico que utiliza
peryodato de sodio con el cual se logré oxidar todos los carbohidratos, demostrandose al
microscopio electronico de transmision (MET) que la estructura cuaternaria de las hemocianinas
oxidadas fue similar a la nativa. Sin embargo, diversos analisis electroforéticos de las proteinas



desglicosiladas y tratadas con enzimas proteoliticas mostraron que este procedimiento ademas
de remover los carbohidratos también generd cambios intra-moleculares en la proteina, debido
a la formacion de bases de Schiff.

Contrario a lo esperado, CCH desglicosilada (Ox-CCH) fue igualmente incorporada que su
forma nativa por BMDCs, principalmente por macropinocitosis y en menor medida por vesiculas
recubiertas de clatrina. Ox-CCH presentd una mayor resistencia a ser proteolizada, ya sea in
vitro o in vivo, acumulandose por mayor tiempo en estructuras de tipo endosomal y en la
membrana plasmatica de BMDCs, fendmeno que ademas fue corroborado mediante Western
blot, analizando el procesamiento de otro antigeno modelo como es ovoalbumina (OVA). Estas
caracteristicas aumentaron significativamente su inmunogenicidad en comparacion con la
proteina nativa. A pesar de esto, la estimulacion de BMDCs con CCH y Ox-CCH, in vitro, no
indujo la expresion de marcadores de maduracion (MHC-II, CD80, CD86 y CD40) hasta las 72
horas de tratamiento, ni promovi6 la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, a diferencia de
FLH que si lo hizo, induciendo la secrecion de IL-6, IL-23, IL-12p40 y TNF-a.

La inmunogenicidad y antigenicidad de Ox-CCH fue superior a la de su forma nativa, sin
embargo no se observé un efecto similar con Ox-KLH. Por otra parte, la capacidad de
inmunoestimulaciéon no-especifica de las hemocianinas nativas, analizadas en el modelo murino
de melanoma B16F10 mostraron que la terapias ya sea con CCH, KLH o FLH redujeron
significativamente el volumen del tumor y aumentaron la sobrevida de los ratones, fendmeno
gue también se observé con Ox-CCH pero no con Ox-FLH. Al respecto y asombrosamente, la
forma nativa de FLH demostré tener capacidades antitumorales significativamente superiores a
CCH y KLH, hecho que motivo la busqueda de los factores que dan cuenta de esta propiedad.
Es asi que estudios en desarrollo, sugieren fuertemente que la via de sefializacion por la cual
FLH promueve la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias depende casi exclusivamente de la
quinasa spleen tyrosine kinase (syk), sugiriendo fuertemente la participacion de algun receptor
de lectina tipo-C.

En conclusién, en esta tesis se demuestra que una de las causas de la inmunogenicidad de
las hemocianinas de moluscos en mamiferos es su lento procesamiento por células
presentadoras de antigeno y sorprendentemente, que hemocianinas diferentes pueden inducir
vias de activacion inmunolégica diferentes, por el hecho que la eliminacién de sus azlcares
afecta diferencialmente sus propiedades inmunogénicas y antitumorales. Es asi que postulamos
gue los componentes oligosacaridos de CCH y KLH no son determinantes ni en su
inmunogenicidad ni en su efecto antitumoral no especifico, a diferencia de lo observado en FLH,
en que aunque la eliminacion de sus componentes oligosacaridos no afecté su inmunogenicidad
si fueron determinantes en sus superiores propiedades inmunoestimulantes no-especificas,
abriendo asi nuevas interrogantes sobre las propiedades estructurales que posee cada una de
estas proteinas para activar la respuesta del sistema inmune.



21 SUMMARY

Mollusk hemocyanins are glycoproteins that generate a strong activation of mammal’s
immune system leading to a Thl immune profile, which is characterized by the activation of
CD4+ T cells and IFN-y secretion. This property has led their wide use in biomedicine and
biotechnology as carrier protein to produce antibodies, as adjuvants in the development of
therapeutic vaccines for certain cancers and as non-specific immunostimulant in superficial
bladder carcinoma therapy. Hemocyanins from the gastropod Megathura crenulata (KLH) and
Concholepas concholepas (CCH) have been the most commonly used for these purposes.
However, the cellular and molecular mechanisms by which these proteins exert their immune
effects are still poorly understood. KLH and CCH have a different quaternary structure; however
they exhibit similar oligosaccharide structures that have been invoked extensively in literature to
explain the antitumor effect of KLH and hemocyanins in general. Nevertheless, this idea has not
been experimentally addressed yet. For this reason, in this thesis we hypothesized that:
hemocyanins activate the innate immune response through the engagement to a lectin-like
receptor located in antigen presenting cells (APCs), promoting the release of pro-inflammatory
cytokines, which indirectly enhance the antitumor adaptive response.

The overall objective of this thesis was designed to study the involvement of hemocyanins
sugars-moieties in the activation of APCs and their contribution to the immunogenicity and
antitumor activity of these proteins. To do this, we used three model hemocyanins: KLH, CCH
and FLH, being the latter recently discovered in our laboratory from the gastropod Fissurella
latimarginata. The specific objectives included: 1) To prepare and characterize
physicochemically the deglycosylated hemocyanins. 2) To determine the involvement of a lectin-
like receptor in the endocytosis of these proteins by bone marrow-derived dendritic cells
(BMDCs) cultured in vitro. 3) To analyze the contribution of the sugars-moieties in the activation
of BMDCs and peritoneal macrophages. 4) To study the role of the oligosaccharides in the
immunogenicity and antitumor effect of hemocyanins, using for the first time a melanoma mouse
model.

Biotinylated lectins analysis showed differences in the oligosaccharide composition among
the hemocyanins. On the one hand, the Fissurellidae family of hemocyanins (KLH and FLH) has
the disaccharide Gal-(B1-3)-GalNAc, which is usually found in O-linked structures, and also
terminal a-mannose residue that is associated with N-linked oligosaccharides. In contrast, CCH
only presents in common with KLH and FLH the terminal a-mannose residue. Hemocyanins
were deglycosylated by a chemical procedure using sodium periodate to oxidize all the
carbohydrates, showing, by transmission electron microscopy (TEM), that the quaternary
structure of the oxidized hemocyanins was similar to the native protein. However, several
electrophoretic analyses of the deglycosylated proteins, which were also treated with proteolytic
enzymes, showed that this procedure, besides of removing the carbohydrates, generated intra-
molecular changes within the protein, due to the formation of Schiff bases.



Contrary to our expectations, deglycosylated CCH (Ox-CCH) was endocytosed faster than its
native form by BMDCs, mainly through the process of macropinocytosis and to a lesser extent
by clathrin-coated vesicles. Ox-CCH presented a higher resistance to proteolysis, in vitro and in
vivo, being accumulated for a longer period in endosomal-like structures and in the plasmatic
membrane of BMDCs. This phenomenon was also confirmed with western blot analysis by
comparing the processing of CCH versus another model antigen, ovalbumin (OVA). These
characteristics significantly increased the immunogenicity of Ox-CCH compared to the native
protein. Despite of this, the stimulation of BMDCs with Ox-CCH and CCH, in vitro, did not induce
the expression of maturation markers (MHC-Il, CD80, CD86 and CD40) up to 72 hours of
treatment, or promoted the secretion of pro-inflammatory cytokines, unlike to FLH that produced
the secretion of IL-6, IL-23, IL-12p40 and TNF-a.

The immunogenicity and antigenicity of Ox-CCH was superior to its native form. However,
this effect was not observed with Ox-KLH. Moreover, the non-specific immunostimulatory effects
of native hemocyanins were analyzed in a murine B16F10 melanoma model. The results
showed that CCH, KLH and FLH significantly reduced the tumor volume and increased mice
survival. Surprisingly, the native form of FLH presented a higher antitumor effect than CCH and
KLH, which led us to search the factors that explain this property. Thus, ongoing studies strongly
suggest that the signaling pathway by which FLH promotes the secretion of pro-inflammatory
cytokines depends almost exclusively on spleen tyrosine kinase (Syk), indicating the
participation of a C-type lectin receptor.

Finally, this thesis demonstrates that the immunogenicity of mollusks hemocyanins in part
depends of its slow processing by antigen presenting cells and, surprisingly, that hemocyanins
can activate different immune pathways by the fact that the elimination of their sugars-moieties
differentially affect their immunogenic and antitumor properties. Thus, we postulate that the
oligosaccharides components of CCH and KLH are not determinant for their immunogenicity or
non-specific antitumor effect, unlike FLH, that although the elimination of its oligosaccharides
components did not affect their immunogenicity, they were determinants of its superior non-
specific immunostimulatory properties. This result opens up new questions about the structural
properties that these proteins possess to activate the immune system response.



3. INTRODUCCION

Las variadas aplicaciones biomédicas y biotecnolégicas de las hemocianinas de
moluscos y particularmente las de algunos gastropodos, han llevado a un creciente
interés por entender la relacibn entre sus notables rasgos estructurales, su
adyuvanticidad y su efecto antitumoral en mamiferos, destacandose como uno de los
mas poderosos inmundgenos naturales, aunque se conoce muy poco de los
mecanismos inmunoldgicos involucrados. Se ha invocado su xenogenicidad, enorme
tamarfio, compleja estructura cuaternaria y presencia de carbohidratos para explicar sus
propiedades inmunolégicas, sin embargo estas han sido pobremente exploradas

experimentalmente [1].

Actualmente las aplicaciones clinicas de las hemocianinas incluyen: transportador
de antigenos asociados a tumores (TAA) en vacunas experimentales contra cancer,
adyuvante en inmunoterapia de tumores que utilizan células dendriticas cargadas con
extractos tumorales y ademas, por si solas, se utilizan como inmunoestimulante no-
especifico en el tratamiento del cancer superficial de vejiga . Curiosamente, por mas de
30 afios para todos estos usos se ha empleado exclusivamente la hemocianina
conocida como KLH, proveniente del molusco Californiano Keyhole limpet (Megathura
crenulata), simplemente porque fue la primera utilizada [2], desconociéndose si otra
hemocianina podria ser igualmente eficiente como agente inmunomodulador. Nuestro
grupo de investigacién, demostrd por primera vez que la hemocianina obtenida del
molusco Chileno Loco (Concholepas concholepas), conocida como CCH, tenia
caracteristicas inmunoestimulantes comparables a KLH. Interesantemente, un analisis
detallado de su estructura demostré6 que ambas hemocianinas no solo difieren en su
origen si no también en su organizacién, sin embargo, se demostr6 que ambas
hemocianinas inducen una respuesta inmune similar. activan respuestas celulares y
humorales de tipo Thl [3, 4]. Recientemente, hemos descrito una nueva hemaocianina
proveniente de la lapa Fissurella latimarginata, denominada FLH, que presenta

propiedades inmunogénicas y antitumorales significativamente superiores a KLH y



CCH [5], desconociéndose a la fecha cuales son sus atributos estructurales que le

confieren estas propiedades.

Considerando que los efectos inmunoldgicos que producen dichas hemocianinas
no requieren de adyuvantes adicionales, la pregunta que surge es ¢;cémo estas
proteinas inician la respuesta inmune? Una posibilidad es que los azlcares
presentes en la proteina puedan jugar un rol en promover sefiales inflamatorias que
estimulen células de la respuesta innata y que de esta forma se potencien respuestas
inmunes latentes en los ganglios periféricos que potencien indirectamente una
respuesta adaptativa antitumoral. Por esta razén, en esta tesis hemos abordado
experimentalmente, por primera vez, el estudio del rol que juegan los azlcares en las
propiedades inmunogénicas y antitumorales de las hemocianinas, usando como
modelos KLH, CCH y FLH, ya sea todas en paralelo o alguna de ellas en forma
particular, y especialmente CCH, por su estabilidad y porque se disponia de cantidades
ilimitadas, dependiendo de la serie experimental.

A continuacién se resumen los antecedentes que dan el marco conceptual a los

diferentes aspectos involucrados en esta Tesis.

3.1 Hemocianinas

Las hemocianinas son metalo-glicoproteinas de alto peso molecular, presentes en la
hemolinfa de algunos moluscos y artrépodos. Estas proteinas poseen atomos de cobre
en su estructura, que les permiten unir, transportar y liberar tanto oxigeno como
monoxido de carbono (O, CO) durante la respiracion. Los sitios de union a oxigeno se
caracterizan por poseer dos atomos de cobre coordinados a la proteina por una triada
de residuos de histidina, que al unirse al O, muestran una cinética de unién alostérica
con algunas de las mas altas cooperatividades moleculares observadas en la
naturaleza. La afinidad por el oxigeno es, usualmente, sensible al pH, temperatura,

fuerza idnica y a cofactores, tales como cloruro, calcio y magnesio [6, 7].



Las hemocianinas de moluscos difieren grandemente de las de artropodos en su
peso, estructura cuaternaria, organizacion de las subunidades y en la capacidad de
unir oxigeno. Estas proteinas al ser observadas mediante tincion negativa en un
microscopio electronico presentan una forma de cilindro hueco, de aproximadamente
35 nm de didmetro y 38 nm de largo, y se caracterizan por poseer una estructura
basica constituida por 10 subunidades (de aproximadamente 400 kDa) que se
denominan decameros [7, 8]. Cada subunidad esta compuesta de siete a ocho
unidades funcionales (FUs), de alrededor de 50 kDa cada una, que se enlazan
covalentemente gracias a pequefios segmentos proteicos (de 10 a 15 aminoéacidos)
denominados “linkers”. En algunos grupos, como en gastrOpodos y bivalbos, la
hemocianina adopta una estructura didecamerica (dos decameros ensamblados de
manera axial) conformando gigantescas moléculas con una masa molecular de 8 a 9
MDa (Figura 1la). Las subunidades de las hemocianinas no estan unidas
covalentemente y por lo tanto pueden ser disociadas modificando el pH y la fuerza

i6nica, lo cual ha ayudado enormemente al descifrar la estructura de estas proteinas

[7].

Las hemaocianinas de gastrépodos tienen gran importancia en biomedicina y en
biotecnologia, porque han demostrado una gran capacidad inmunogénica en
vertebrados y especialmente en mamiferos. El mecanismo es aun controversial, ya que
no se conoce a cabalidad como estas proteinas son capaces de producir una
respuesta inmune tan potente, sin embargo se sabe que son antigenos con una
adjuvanticidad intrinseca, timo-dependientes y que su accion depende de la activacién
de los linfocitos T CD4"[2, 9]. Se ha especulado mucho sobre el mecanismo especifico
por el cual estas hemocianinas ejercen su efecto inmunoldgico, algunas de estas
explicaciones incluyen la naturaleza xenogénica de la proteina, su gran tamafio, la
repetitividad de sus epitopos (hasta 60 veces), y también por el alto porcentaje de

azucares gue poseen, en un rango del 2 al 9% de su peso [2].
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Como se mencion0 previamente, KLH ha sido una de las mas utlizadas para
diversos fines tales como, proteina transportadora para producir anticuerpos contra
haptenos y péptidos, en el desarrollo de vacunas contra patdgenos y algunos tipos de
cancer, como adyuvante en la presentacion antigénica de células dendriticas (DCs)
pulsadas con lisados tumorales y como inmunoestimulante no-especifico en la terapia
del cancer superficial recurrente de vejiga [2, 11]. Sin embargo, en el Ultimo tiempo,
han aparecido hemocianinas con propiedades similares a KLH, dentro de las que
destacan la de Rapana thomasiana (RtH) y la de Concholepas concholepas (CCH),
siendo esta ultima la Unica evaluada y considerada como alternativa a KLH en la

inmunoterapia del cancer superficial de vejiga [4].

Si bien KLH y CCH presentan dos tipos de subunidades, en KLH (formada por las
subunidades KLH1 y KLH2) constituyen homodecameros que se asocian de a pares
formando homodidecameros, que no presentan epitopos comunes y cuya estabilidad
dependen del Ca™ y Mg** en su medio de mantencién [12]. En cambio, en CCH, las
subunidades (CCHA y CCHB) estan entremezcladas, tienen epitopos comunes y se
organizan como heterodecameros que a su vez conforman heterodidecameros, sin la
necesidad de iones divalentes, lo cual le confiere mayor estabilidad comparativa frente
a KLH (Figura 2) [3, 13].

Al igual que KLH, CCH, también, ha demostrado poseer importantes propiedades
para el campo de la biomedicina tales como en la generacion de anticuerpos [14-17],
en la terapia del cancer superficial de vejiga superficial [4], como antigeno experimental
[18], y en vacunas [19]. En cuanto a los mecanismos inmunoldgicos, se sabe que, in
vivo, KLH y CCH estimulan la actividad citotoxica de células Natural killer (NK)
generando un aumento de citoquinas del tipo Thl (Interferén-y, IFNy), siendo
fundamental para ello una sensibilizacion previa [4], e in vitro, participa en la activacion
y maduracién de DCs [20]. Por ende mayores estudios se necesitan para dilucidar el

mecanismo por el cual las hemocianinas ejercen su potente funcién inmunoldgica.
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3.2 Sistema Inmune

El sistema inmune comprende una red molecular y celular integrada que protege al
organismo de la exposicion a sustancias extrafias, el atague de microorganismos
patégenos y el surgimiento de células tumorales. El sistema inmune esta compuesto de
dos sistemas interconectados: el innato y el adaptativo. El sistema innato posee un
primer mecanismo de defensa ante la invasion que no es especifico al agresor, y que
corresponde a barreras fisicas tales como las mucosas, la piel, y factores quimicos
como el pH. Si estos patdgenos o sustancias extrafias logran atravesar dichas barreras
se inicia la activacion de células especializadas en el reconocimiento y fagocitosis de
estos agentes por medio de receptores especializados en el reconocimiento de
patdgenos (receptores de reconocimiento de patrones, PRRs y el receptor de la célula
B, BCR). Al mismo tiempo, comienza la secrecion de moléculas solubles en los fluidos
corporales, tales como citoquinas, anticuerpos y también se activa el sistema del

complemento.

Luego, el antigeno es internalizado, se procesa y es presentado a los Linfocitos T
(LT) por medio de células presentadoras de antigeno (APC), en el contexto del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), iniciando la activacion de la respuesta
inmune adaptativa. La especificidad clonotipica de los receptores de linfocitos By T
(TCR) es una de las dos propiedades que distinguen el sistema adaptativo del innato.
La otra es la memoria inmunolégica, que permite efectuar una mayor y mas rapida
respuesta posterior al primer encuentro con el antigeno, dejando al organismo en una

mejor posicién para resistir futuros ataques de los microorganismos patdgenos [21, 22].

3.3 Células presentadoras de antigenos (APCs)

Una célula presentadora de antigenos puede ser definida como cualquier célula que
expresa el complejo mayor de histocompatibilidad o moléculas relacionadas y que une
componentes antigénicos que pueden ser reconocidos por los LT via el receptor de la

célula T (TCR) o células NK tipo linfocito T (NKT), siendo estas ultimas importantes en
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el reconocimiento de glicolipidos a través del receptor CD1. Asi, células T citotoxicas
(CTL, CD8") y T helper (Th, CD4"), reconocen péptidos a través de los complejos
MHCI y MHCII, respectivamente.

La mayoria de las células de mamiferos, si es que no todas, pueden funcionar como
APCs permitiendo a las células T reconocer lo presentado y comenzar una respuesta
inmune apropiada. En general, una vez que los LT son activados pueden responder a
cualquier APC que exprese el complejo péptido-MHC para el cual su receptor es
especifico. A su vez, existen APCs profesionales o especializadas tales como, DCs,
Macréfagos (M®) y LB, que no solo pueden expresar complejos péptido-MHC, sino que
también tienen la capacidad adicional de activar LT virgenes, a través de la expresion
de sefales co-estimulatorias y citoquinas que conllevan a la activacion del LT e

iniciacion de la respuesta inmune adaptativa [21, 22].

Las células dendriticas son APCs profesionales que han sido reconocidas como
importantes mediadoras de la homeostasis inmunoldgica. Las DCs de origen humano
presentan cuatro subclases: DCs derivadas de monocitos sanguineos CD147,
intersticiales, de Langerhans y plasmocitoideas [23]. En cambio, las DCs murinas han
sido clasificadas en dos tipos: mieloides o linfoides. Sin embargo, en el ultimo tiempo
han aparecido nuevas subclases demostrando tener un alto grado de complejidad, al
igual que las humanas [24]. Al ser APCs profesionales no solo expresan ambos tipos
de MHCs y moléculas co-estimulatorias, sino que también secretan varias citoquinas y
gquimioquinas (como IL-12 e IL-18) que participan en la iniciacién y en el aumento de la
respuesta de los LT y LB. Estas respuestas incluyen: 1) Inicio de la diferenciacion de
los LT CD4" hacia el tipo Thl o Th2., 2) Activacion y aumento de la actividad citotoxica

de los LT CD8", y 3) Maduracion de los LB y produccién de anticuerpos [25].

Las DCs derivadas de precursores mieloides o linfoides exhiben un fenotipo
inmaduro caracterizado por una alta capacidad fagocitica y una baja expresién de
moléculas co-estimulatorias tales como CD40, CD80 y CD86. La gran variedad de
receptores de fagocitosis localizados en la superficie celular tales como, CD14,
Scavenger receptor-A (SR-A), receptores para FC (FcR) y el receptor de Manosa (MR)
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que presentan estas células permiten la ingesta de una gran diversidad de patégenos y
antigenos. Tras la fagocitosis y activacion, las DCs migran desde los tejidos periféricos
a los nodulos linfaticos cercanos, para terminar de madurar, presentar y estimular LT y
LB [23, 25].

3.4 Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs)

La mayoria de las moléculas involucradas en la respuesta inmune innata y
adaptativa (como inmunoglobulinas, citoquinas, complemento, TCR y MHCs) son
glicoproteinas. Asimismo, numerosos antigenos tales como proteinas de la envoltura
viral y de la pared bacteriana también son glicoproteinas [26]. Los carbohidratos
incorporados en proteinas o péptidos son clasificados por la naturaleza de su unién a
la cadena polipeptidica, principalmente como N-linked u O-linked oligosacéridos. En los
residuos de tipo N-linked un residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) se une a la
amina del grupo R de una asparagina, en cambio en los O-linked un residuo de N-

acetilgalactosamina (GalNAc) se une al hidroxilo del grupo R de una serina o treonina.

Los glicoconjugados tienen tres papeles principales: primero, los azlcares confieren
estabilidad a la proteina a la cual estan unidos, protegiéndola de las proteasas y de las
interacciones proteina-proteina inespecificas, en este sentido los azlcares juegan un
papel fundamental en el correcto funcionamiento de las chaperonas. Segundo,
participan en la transduccién de sefiales, en el control del desarrollo y la diferenciacion
celular. Tercero, regiones especificas de la cadena del oligosacarido proporcionan
epitopos de reconocimiento, los cuales influencian la respuesta inmune innata y
adaptativa. Los glicopéptidos no solo dan cuenta de la presencia de oligosacaridos

especificos, sino que también entregan informacion de la secuencia aminoacidica [27].

Los carbohidratos afectan la estructura y funcién de las moléculas inmunes, ya que
modificaciones en los azucares pueden perturbar funciones del sistema inmune que
conducen a una serie de patologias tales como enfermedades auto-inmunes y

canceres [28]. La ubicua presencia de azUcares especie-especificos en células del
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huésped predispone a estos como convenientes puntos de entrada para ser explotados
por microorganismos patogenos, especificamente, en el reconocimiento del huésped,
su adhesion e invasiobn por medio de una amplia variedad de lectinas virales y
bacterianas (adhesinas, pilis y hemaglutininas, etc.) [27]. Ademas de reconocer al
huésped e invadirlo, los microbios pueden explotar estos azlicares de varias maneras:
como una fuente de carbono, imitando al huésped sintetizando azucares idénticos o
casi idénticos, y modulando los glicoconjugados celulares expresando glicosidasas que

destruyen azucares especificos [29].

El alto grado de conservacién de algunos azlcares en los patégenos ha sido
explotado por el huésped para evitar la invasion y el dafio que puedan causar. En este
sentido, el sistema inmune reconoce patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) a través de PRRs, que se encuentran ampliamente distribuidos en células
epiteliales y del sistema inmune, preferentemente. Estos receptores han sido descritos
como participantes esenciales en el inicio de la respuesta inmune, asi como también

en la fagocitosis de microorganismos patdgenos.

Los organismos multicelulares han sido capaces de utilizar dichos PAMPs, al grado
de extender su reconocimiento por medio de una gran gama de receptores de la
inmunidad innata, tales como los receptores de tipo-Toll (Toll-like receptors (TLRS),
DC-specific ICAM-grabbing non-integrin (DC-SIGN) y el receptor de manosa (MR),
entre otros) [30-32].

Entre los PAMPs mas estudiados se encuentran el lipopolisacérido (LPS) de la
pared externa de bacterias Gram negativas que es reconocido por el complejo
TLR4/MD2/CD14 vy, el acido lipoteicoico de bacterias Gram positivas que es reconocido
por el TLR2. Los oligosacaridos con una alta cantidad de manosa pueden ser
reconocidos por MR, DC-SIGN y Dectina-2 [30, 31, 33]. Ademas, algunos azlcares
pueden participar como determinantes inmunolégicos, en este sentido, los mamiferos
utilizan la ausencia del acido sialico, como carbohidrato terminal, en la deteccién de

moléculas u organismos extrafios [34]. La ausencia de acido sidlico en cualquier
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superficie celular perturba la union del factor H y permite el depésito de moléculas del

complemento marcando la célula para ser atacada por el sistema inmune [35].

En el transcurso de la carrera evolutiva entre parasitos y huéspedes, algunos
patégenos han podido burlar el accionar del sistema inmune utilizando PAMPs
especificos. Asimismo, la bacteria Neisseria gonorrhoeae en su estructura posee un
Lipooligosacarido (LOS) que reconoce receptores asialoglicoproteicos (ASGP-R),
presentes en macréfagos, hepatocitos y células espermaticas, y que, en este ultimo
tipo celular, le permiten alcanzar al tracto reproductivo femenino e infectar al organismo
[36]. Otros patégenos presentan azucares terminales analogos al acido sialico, como el
acido pseudaminico de Pseudomona y el acido legionaminico proveniente de
Legionella, evitando al sistema inmune y generando cepas extremadamente virulentas
e invasivas [37]. Por otra parte, ha sido demostrado que células COS-1 que expresan
el cDNA de MR pueden mediar la endocitosis de albumica sérica de albumina (BSA)
manosilada, la fagocitosis de Candida albicans que no ha sido opsonizada y la de
Cryptococcus neoformans por cultivos primarios de células dendriticas [38, 39].

3.5 La familia de receptores de manosa

La familia de receptores de manosa es un subgrupo de la superfamilia de las
lectinas de tipo C, que a su vez, forman parte de los PRRs. Los receptores de manosa
son proteinas transmembrana tipo | constituidas por cuatro integrantes: el receptor de
manosa, el receptor de fosfolipasa A, del tipo M (PLA;R), DEC-205 y Endo180. Los
cuatro miembros de esta familia poseen dominios estructurales caracteristicos tanto en

su porcion extracelular como en su fraccion intracelular.

Algunos de los componentes extracelulares son: multiples dominios de lectina de
tipo C (CTDLs, motivo Ca™ dependiente encargado del reconocimiento de
carbohidratos), un motivo amino terminal rico en cisteinas (CRD, que participa en el
reconocimiento de azucares sulfatados), un dominio Unico de fibronectina del tipo Il

(FNII, que participa en la union a colageno) [40]. El resto de la proteina esta constituida
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por: un dominio transmembrana y una porcion intracelular que, a su vez, posee la
capacidad de endocitar elementos desde la membrana plasmatica via vesiculas
recubiertas de clatrina hasta el sistema endosomal. Este mecanismo se realiza gracias
a la existencia de dos motivos, en la porcion citoplasméatica del receptor, que le
permiten unir complejos adaptadores que desencadenan distintas vias de transduccion

de sefales.

El primer motivo corresponde a una tirosina conservada cercana a un residuo
hidrofébico (HXNxxY o YxxH, H es el residuo hidrofobico e Y la tirosina conservada), y
el segundo motivo consta de dos residuos hidrofébicos contiguos (LV, LM, LI, o ML)
junto a un residuo acidico en la posicion -4 [41, 42]. A pesar de que cada miembro de
la familia tiene ambos motivos citoplasmaticos, solo uno de ellos es funcional a la h de
internalizar o endocitar un antigeno. Al respecto, ensayos con mutaciones para estos
motivos han demostrado que la tirosina conservada es fundamental para la endocitosis
de MR, sin embargo para Endol80 los aminoacidos hidrofébicos son los mas

importantes al momento de internalizar al antigeno [43].

3.6 Receptor de manosa (MR)

El receptor de manosa es una proteina transmembrana de 175 kDa que
primeramente fue descubierto en humanos, especificamente en macréfagos para luego
ser encontrado en células dendriticas y una gran variedad de células endoteliales y
epiteliales [44]. MR posee un motivo CRD, un FNII, ocho CTLDs (de los cuales del
CTLD-4 al -8 son funcionales), un dominio intermembrana y una porcion intracelular de
45 aminodcidos (Figura 3) [38]. Ademas, esta proteina puede sufrir modificaciones post-

traduccionales tales como N- y O-glicosilaciones [45].
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Figura 3. Esquema de los dominios del receptor de manosa. (CTDLs, dominios de lectina tipo C
(reconocen monosacaridos, manosa principalmente); CRD, dominio rico en cisteinas (une azucares
sulfatados); FNII, dominio de fibronectina del tipo Il (reconoce colageno) [40].
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El receptor de manosa une e internaliza una gran variedad de glicoproteinas, que
poseen residuos terminales de manosa, fucosa y GIcNAc, participando en la limpieza
de diversas macromoléculas solubles que son normalmente liberadas a los fluidos
corporales durante los procesos inflamatorios tales como enzimas lisosomales,
mieloperoxidasas derivadas de neutrofilos, hormonas tiroideas y mucinas que poseen
residuos sulfatados del tipo Lewis* [46-48]. El receptor de manosa se encuentra
altamente expresado en APCs profesionales jugando un papel fundamental en el
funcionamiento del sistema inmune innato y adaptativo. Como parte del sistema
inmune innato MR ha sido involucrado en el reconocimiento y fagocitosis de una gran
variedad de microorganismos patégenos que incluyen hongos, bacterias, virus y
protozoos [49-51]. Esto se debe a que la mayoria de las glicoproteinas de mamiferos
no poseen residuos terminales de manosa o GIcNAc, a diferencia de los que sucede en

la superficie de microorganismos patdégenos en donde estos residuos abundan.

El rapido y constante reciclaje del receptor permite la sucesiva acumulacion de los
ligandos naturales o de los antigenos manosilados en compartimentos intracelulares
gue le dan acceso para iniciar la via de procesamiento antigénico para la presentacion
por MHC. En este sentido, un gran niumero de estudios apoya el papel que tiene MR de
generar respuestas inmunes restringidas a MHC clase | y II. Estas investigaciones han
usado manosa conjugada a varias formas de antigenos para promover la
internalizacion de las particulas a través de MR. Estudios in vitro han exhibido que el
uso de MR como blanco puede aumentar la eficiencia de la presentacion MHCII a
linfocitos T antigeno-especificos en varios 6rdenes de magnitud [52, 53]. Ademas,
antigenos tumorales humanos (MUC1) conjugados a manan oxidado inducen
respuestas Thl, de CTLs y una completa proteccién tumoral de los ratones
enfrentados a adenocarcinomas [54, 55]. Ademas, algunas bacterias han utilizado este
receptor como una via de escape, ya que pueden disociarse, evitar su incorporacion en
lisosomas y el ataque bactericida producido por las especies radicalarias del oxigeno
(ROS) [56]. La expresion de MR puede ser modificada por la presencia de citoquinas y
moléculas inflamatorias. En este sentido, IFNy disminuye la expresion de MR, a
diferencia de IL-4, IL-10, IL-13 y prostaglandina E (PGE) que aumentan su expresion
[57, 58].
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3.7 Carbohidratos de hemocianinas y su relacién con células

tumorales

El mecanismo molecular y celular por el cual KLH y CCH ejercen su efecto inmuno-
estimulante, es aun incierto. Recientemente, ha sido demostrado que ni el gran
tamafio, ni la simetria Ds de las hemocianinas de moluscos son los responsables de su
inmunogenicidad, ya que las subunidades aisladas de CCH o RtH producen un efecto

similar que el de la proteina completa [59, 60].

La composicion de los monosacaridos en hemocianinas es bastante diversa, no
obstante la manosa es el azlcar que presenta el mas alto porcentaje dentro de todos
los otros carbohidratos presentes, incluso en algunas hemocianinas alcanza mas del
60% [61]. El papel biolégico de esta abundancia de manosa en las hemocianinas de
moluscos y su participacion en la inmunogenicidad no ha sido claramente demostrada,
sin embargo, se ha reportado que KLH patrticipa en la maduracién y activacion de DCs
humanas cultivadas in vitro, por medio del MR, y que ademdas aumenta la expresion de
citoquinas allo-estimulantes (IL-12) dentro del microambiente circulante, sugiriendo que
los residuos de manosa presentes en KLH son importantes participes en la respuesta

del sistema inmune [62].

En cuanto a las hemocianinas que estudia esta tesis, alrededor de un 3% del peso
total de CCH corresponde a carbohidratos. La subunidad CCHA posee un 3,6% p/p de
carbohidratos correspondiendo el 1,2% a N-linked y el 2,4% a O-linked, en cambio
CCHB tiene un 2,5% p/p de carbohidratos, 2,3% corresponden a N-linked y 0,2% a O-
linked oligosacéaridos [60]. A su vez, cerca de un 3% del peso total de KLH son
azucares, y al igual que CCH, una de sus subunidades presenta una mayor cantidad
de O-linked oligosacéaridos (KLH2) [63]. Los azlUcares de KLH, serolégicamente,
presentan una reaccion cruzada con un N-linked oligosacéarido (Fuc(1-3)GalNAc(1-
4)[Fuc(1-3)]GIcNAC) del patbgeno Schistosoma mansoni, permitiendo el diagnostico de
S. mansoni, S. japonicum y S.hematobium por medio del ensayo inmuno-absorbente
ligado a enzimas (ELISA) [64]. Recientemente, se descubrié que los azucares de una

FU de RtH (RtH2-e) contribuyen a la inmunogenicidad de la proteina, reafirmando la
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importancia funcional de los azucares de las hemocianinas de moluscos en su efecto

inmunomodulador [65].

Las células tumorales sufren distintos cambios que transforman su correcto
funcionamiento celular. Una de estas modificaciones se produce al nivel de las
glicosilaciones aberrantes que sufren algunas proteinas y lipidos de la membrana
plasmética [66]. Dependiendo del tipo celular que es transformado, la variaciéon puede
involucrar un aumento o disminucién de los N- u O-linked oligosacéaridos. Ha sido
demostrado que glicosilaciones aberrantes del tipo N-linked (algunos tipos muestran
oligosacaridos ricos en manosa, similares a los encontrados en KLH), asociados a
algunos receptores de la superficie celular, participan en la progresion y metastasis de
las células tumorales [67, 68]. Asimismo, algunos adenocarcinomas presentan
proteinas en su superficie con variaciones de sus azucares (aumento de los O-linked
oligosacaridos) que ayudan a la progresion del cancer, tales como las mucinas (MUC1)
[69].

Algunos autores han enfatizado que los O-linked oligosacéaridos asociados a KLH2
(especificamente en la FU-2c¢) estarian involucrados en las propiedades antitumorales,
debido a una posible reaccion cruzada con los carbohidratos presentes en proteinas de
algunas células tumorales [2, 27, 70, 71]. Por esta razén que, en esta tesis,
estudiaremos experimentalmente el papel de los azlUcares en la capacidad
inmunoestimulante de las hemocianinas, tanto en su inmunogenicidad como en su
efecto antitumoral; por lo tanto, comprender la constitucién y disposicion de los
carbohidratos como asi mismo, las moléculas involucradas en su reconocimiento en
células presentadoras de antigenos, es crucial para entender el funcionamiento de las
hemocianinas y los mecanismos involucrados en su poderoso efecto

inmunomodulador.

Si hemocianinas que provienen de especies distintas, poseen diferencias en la
estructura cuaternaria, de las subunidades que las componen y en la identidad de la
secuencia aminoacidica, entonces, ¢Por qué presentan efectos y funciones

inmunomoduladoras similares? Se ha postulado que la inmunogenicidad intrinseca
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de las hemocianinas podria relacionarse con la existencia de linfocitos B (LB) de
memoria, generados por una previa estimulacion con xenoantigenos que contienen
epitopos peptidicos y carbohidratos similares a los de la proteina, los cuales podrian
ser reconocidos por una reaccion cruzada, o debido a alguna propiedad aln no
descubierta [2]. Ultimamente, ha aumentado el interés y el estudio de MR y su principal
ligando, manosa, ya que han aparecido trabajos que destacan a este receptor como

blanco para mejorar la eficiencia de vacunas y agentes terapéuticos [72-75].

¢Son estos residuos terminales de manosa, que abundan en las hemocianinas
como KLH, CCH y FLH los responsables de su inmunogenicidad y de su efecto
antitumoral? En esta tesis queremos tratar de dilucidar el papel de los azlcares de
dichas hemocianinas, tanto en su incorporacién en DCs cultivadas in vitro como en su
inmunogenicidad y efecto inmunoestimulante usando dos modelos murinos, ya sea de
cancer superficial recurrente de vejiga o melanoma. Estos dos modelos fueron elegidos
porque hoy dia se utiliza KLH como agente terapéutico en el cancer superficial de
vejiga [76] y en el caso del melanoma, se trata de uno de los cdncer mas agresivos de
la piel y desde hace un tiempo se usa KLH como carrier-adyuvante en su terapia ya
sea con vacunas terapéuticas que emplean KLH como carrier de epitopos de tipo
gangliosido o de tipo mucina, y también para potenciar el efecto terapéutico de células
dendriticas pulsadas con extractos de melanoma [77-79]. Sin embargo, cabe
mencionar que trabajos realizados por Riggs y cols (2000-2002) han demostrado que
KLH posee un efecto antitumoral per se sobre distintas lineas tumorales cultivadas in
vitro. Es por esto, que en esta tesis también se analizo si este efecto se reproduce con
CCH y FLH vy si los carbohidratos asociados a estas proteinas tenian alguna

participacién en dicho efecto.

La investigacién desarrollada en esta Tesis, es una contribucién a la comprension
del rol de los carbohidratos en las propiedades estimulantes no-especificas de las
hemocianinas asi como también en los mecanismo bioquimicos e inmunol6gicos
involucrados que dichas proteinas inducen en mamiferos, conocimiento que podria
contribuir a la creacion de vacunas mas eficaces contra patégenos y también contra el

cancer.
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4. HIPOTESIS

Considerando la inmunogenicidad y efecto antitumoral per se de las hemocianinas
modelo, a saber KLH, CCH y FLH, que poseen diferencias en su origen, organizacion y
secuencia aminoacidica, pero que sin embargo presentan similitudes en la
composicion de sus residuos oligosacéridos, pensamos que este rasgo podria tener

relacion con dichas propiedades inmunomoduladoras.

Por lo tanto se postula que:

Las hemocianinas de moluscos gastropodos activan la respuesta innata a
través de un receptor de tipo lectina localizado en células presentadoras de
antigenos profesionales generando asi un ambiente de citoquinas pro-
inflamatorias, que indirectamente conduce a una potente respuesta adaptativa

antitumoral
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5.

5.1

5.2

521

5211
5212

5.2.1.3

5.2.1.4

5.2.1.5

5.2.1.6

5.2.2

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el papel de los azucares en la inmunogenicidad y efecto antitumoral
de las hemocianinas de moluscos en mamiferos, usando como modelos KLH,
CCHYy FLH.

Objetivos especificos

Preparacion de las hemocianinas desqlicosiladas

Eliminacion de todos los azlUcares usando un tratamiento quimico con NalO,.
Remocion selectiva de los azlcares de tipo N-linked y O-linked usando
enzimas especificas.

Conjugacion de hemocianinas a fluoréforos como Alexa488 o Alexa647.
Analisis de las hemocianinas desglicosiladas mediante tincion negativa al
microscopio electronico de transmision.

Caracterizacion de las hemocianinas desglicosiladas mediante diversos
métodos electroforéticos, tales como Western blot con anticuerpos especificos
y dot blot con lectinas biotiniladas.

Andlisis de las hemocianinas desglicosiladas mediante digestién con Tripsina

y Proteinasa K.

Determinar el efecto de la endocitosis de hemocianinas en células

tumorales

5.2.2.1 Determinar el efecto de hemocianinas desglicosiladas sobre la proliferacion de

lineas celulares de vejiga (MB-49) y en células de melanoma (B16F10)

cultivadas in vitro, usando el ensayo del MTT.
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5.2.3 Determinar la participacion del receptor de manosa en la endocitosis y
activacion de hemocianinas en DCs cultivadas in vitro

5.2.3.1 Analizar la incorporacién de hemocianinas desglicosiladas mediante citometria
de flujo y microscopia de luz y electronica de transmision.

5.2.3.2 Evaluar la participacion del MR en la incorporacion de hemocianinas utilizando
un anticuerpo monoclonal que bloquea su actividad.

5.2.3.3 Realizar ensayos de competencia usando D-manosa para distinguir la
importancia de MR frente a otros receptores de lectinas.

5.2.3.4 Analizar el procesamiento de hemocianinas mediante Western blot

5.2.3.5 Analizar por ELISA la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6,
IL-12) en presencia de hemocianinas.

5.2.3.6 Determinar por citometria de flujo, la expresién de los marcadores de superficie
MHC-Il'y CD86.

5.2.4 Estudiar la participacion de los azucares en el efecto antitumoral de las
hemocianinas en cancer superficial de vejiga 0 en melanoma

5.2.4.1 Evaluacion del crecimiento e incidencia de tumores asi como la sobrevivencia
en ratones C57BI/6 desafiados con células de melanoma (linea B16F10) o de
vejiga (linea MB-49), sensibilizados previamente con hemocianina
desglicosilada.

5.2.4.2 Evaluaciéon de las subpoblaciones de linfocitos T y otras células inmunes

infiltrantes de la zona del tumor, usando marcadores especificos.
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6. MATERIALES

6.1 Animales de experimentacion

El modelo animal preferente utilizado en el desarrollo de esta Tesis fueron ratones
de la cepa C57BL/6 (haplotipo H2-b) obtenidos en el Bioterio de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Los ratones C57BL/6 NALP3 ™ fueron
donados por el Dr. Edward Lavelle y obtenidos del Bioterio del Trinity College Dublin,
Irlanda. En todos los experimentos se utilizaron ratones hembras de 2 a 4 meses de
edad sometidas a un periodo de luz/oscuridad (12/12 h), a una temperatura de 21-25°C

y, agua y comida ad limitum.

En algunos experimentos se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/C,
obtenidos de BiosChile I.G.S.A. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a la
normas para el buen cuidado de los animales de experimentacién exigidos por la

Fundacion Ciencia y tecnologia para el Desarrollo y por FONDECYT.

6.2 Lineas celulares

En esta tesis se utilizaron la linea de melanoma murino B16F10, donadas por el Dr.
Flavio Salazar (ICBM, Universidad de Chile). Las células de carcinoma superficial de
vejiga de raton MBT-2 fueron donadas por el Dr. Dale Riggs (West Virginia University
School of Medicine, USA). Las células MB-49 también de carcinoma de vejiga fueron
donadas por el Dr. Tim Ratliff (University of lowa, lowa City, USA) Las células de
linfoma murino YAC-1 fueron proporcionadas por Dr. J. Ortaldo (University of the
Health Sciences, Bethesda, USA). Las células tipo monocito/macréfago murino J774.2
y RAW?264.7 fueron obtenidas de Biosonda S.A.
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7 Reactivos

7.1 Proteinas

La hemocianina de Megathura crenulata (Keyhole Limphet, KLH) fue obtenida de
Pierce (USA), Calbiochem (California, USA) y Biosonda S.A. (Santiago, Chile), la
hemocianina de Concholepas concholepas (CCH, Immunocyanine® - libre de
Lipopolisacéaridos, LPS), Fissurella latimarginata (FLH), Fissurella cumingi (FCH) y

Fissurella maxima (FMH) fueron suministradas por Biosonda S.A. (Santiago, Chile).

Lectinas biotinilidas, Peanut Agglutinin (PNA), Concanavalin A (ConA), Ulex
Europaeus Agglutinin | (UEA), Vicia villosa lectin (VVL), Wheat germ agglutinin (WGA)
y Fosfatasa Alcalina (FAL) unida a avidina-D fueron obtenidas de Vector Laboratories
(USA). Las enzimas para desglicosilacién Peptide-N-glycosidase F (PNGasa F) y O-
Glicosidase fueron de Sigma (USA).

7.2  Anticuerpos y citoquinas

Los anticuerpos anti-CD11c-PE, anti-H-2Kb-FITC, anti-IAb-FITC, anti-CD86-FITC,
anti-CD80-FITC y anti-F4/80-Alexa Fluor 647, ademéas del factor estimulante de
colonias de monocitos y granulocitos recombinante (rGM-CSF) fueron obtenidos de BD
Pharmingen (USA). Los conjugados anti-lgG de conejo y ratén, marcados con
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), Fosfatasa alcalina (FAL) y Peroxidasa (HP)

fueron de Pierce (USA). Alexa Fluor 488 fue obtenido de Invitrogen.

7.3 Reactivos para cultivo celular

Los siguientes reactivos de cultivo celular fueron obtenidos de Invitrogen (USA),
dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), piruvato de sodio, aminoacidos no

esenciales (MEM AA), penicilina/estreptomicina, tripsina/EDTA y fungizona. El suero
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fetal de bovino fue de HyClone (USA): Las diferentes soluciones adicionadas al cultivo
fueron preparadas con agua, libre de LPS (Baxter, USA). Para la preparacion de

soluciones y tampones se utilizaron reactivos de grado pro-analisis.

7.4 Reactivos quimicos

El reactivo MTT fue obtenido de Sigma Aldrich (USA). Na,>'CrO, (Perkin Elmer,
USA) fue gentilmente proporcionado por el Dr. Dante Miranda (Universidad de Chile,

Chile). El reactivo peryodato de sodio fue obtenido de Merck (Alemania).
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8. METODOS

8.1 Cultivo celular

8.1.1 Lineas celulares

Todas las lineas celulares (B16F10, MBT-2, MB-49 y YAC-1) fueron cultivadas a

37°C en una atmésfera de 10% CO?_ en aire y 100% humedad en medio de cultivo

DMEM suplementado con 5%-10% de suero fetal bovino (Hyclone, USA), minimal
essential amino acids (MEMAA), Piruvato de sodio 100 mM (100X), 100 U/ml de
penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina, siendo subcultivadas cada 3 6 4 dias. En el
caso de las lineas adherentes, se cosecharon segun el procedimiento estandar que

utiliza una solucion de tripsina/EDTA (Invitrogen, USA).

8.1.2 Cultivo primario de DCs

Se utilizaron células dendriticas CD11c+ que fueron derivadas de precursores de
médula Osea segun el protocolo previamente establecido [80], con algunas
modificaciones, como se describe a continuacion. Ratones C57BL/6 de entre dos y
cuatro meses de edad fueron sacrificados por dislocacion cervical, para luego
quirargicamente y en condiciones de esterilidad extraerles la tibia y el fémur.
Posteriormente, los huesos fueron perfundidos con medio de cultivo DMEM para
obtener su médula 6sea, la que fue colectada y centrifugada a 1.500 rpm por 10 min.
Se eliminé el sobrenadante y las células se resuspendieron en 2 ml de solucién de lisis
de glébulos rojos (150 mM de NH4CI, 10 mM de KHCO3; y 0,1 mM de EDTA) durante 2-
3 min, reaccidn que se detuvo adicionando entre 6 a 8 ml de medio DMEM
suplementado. Las células fueron centrifugadas nuevamente, se elimind el
sobrenadante y se resuspendieron en medio DMEM suplementado al que se le agregé
rGM-CSF (10 ng/ml). Las células fueron contadas, sembradas a una densidad de
1x10%/ml y cultivadas por 5 dias (cambiando el medio al dia 3) para luego ser

seleccionadas con el kit de aislamiento CD11c+ MACS (magnetic cell sorting - Miltenyi
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Biotec, Alemania) de acuerdo al protocolo suministrado por el fabricante. Brevemente,
al quinto dia luego de extraidos los precursores de médula 0sea y de la incubacion con
rGM-CSF, las células fueron recolectadas, contadas y resuspendidas en 300 ul de
tampén de columna (PBS pH 7.2, 0,5% SFB y 2 mM EDTA). Las células fueron
incubadas con un anticuerpo anti-CD11c+ unido a esferas magnéticas a razén de 100
ul para 1x108® células por 15 min a 4°C, posteriormente, se incubaron con un anticuerpo
anti-CD11c+-PE unido a ficoeritrina por 20 min a 4°C en oscuridad. Finalmente, por
seleccién positiva en una columna imantada se obtuvieron las células dendriticas
CD11c+.

8.1.3 Macrofagos Peritoneales

Células peritoneales de ratones C57BL/6 inmunizados con las diferentes
hemocianinas en estudio y con PBS como control, fueron obtenidas mediante
exudacion del peritoneo con una solucion de PBS estéril. Posteriormente, las
macréfagos fueron seleccionados y analizados con el marcador especifico de
macréfagos F4/80-Alexa647 en un citbmetro de flujo FACSort de Becton Dickinson

(Laboratorio de Inmunologia Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile).

8.2 Ensayo de proliferacion celular

El compuesto bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) fue
utilizado para detectar la viabilidad de lineas tumorales expuestas a distintas
concentraciones de hemocianinas, segun un procedimiento estandar [81]. Las células
que presentaron actividad mitocondrial redujeron el MTT (de color amarillo) a formazan
(cristales de color purpura). Los cristales fueron disueltos en DMSO o isopropanol
acidificado (HCI 0.1N) por 15-30 min a 37°C. Posteriormente, se midi6 la absorbancia a
570 nm en el lector de ELISA 7520 (Cambridge Technology, Inc). Los resultados se
expresaron como un porcentaje de proliferacion con respecto al cultivo control, en

medio suplementado, al cual se asigno el 100% de viabilidad.
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8.3 Determinaciones y ensayos bioquimicos

8.3.1 Tincion de PAS (Periodic Acid Schiff)

La tincién de PAS se realiz6 de acuerdo al protocolo establecido por el fabricante
(Pierce, USA). Brevemente, membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con 5 pl de
muestras de distintas concentraciones de CCH (35-70 pg) colocadas mediante succion
al vacio. La membrana se dejo secar a temperatura ambiente por 10 min y se bloqueo
con PBS-1%BSA por 1 h a temperatura ambiente. Luego, la membrana fue lavada dos
veces en acido acético al 3% por 10 min y se transfirié a una soluciéon oxidante por 15
min. Nuevamente, la membrana fue lavada tres veces con acido acético al 3% por 5
min y se incubd en el reactivo de tincion de glicoproteinas Gelcode (Pierce) por 15 min
para luego traspasarla a una solucién reductora por 5 min. Finalmente la membrana se
lavé con acido acético al 3% y se esperd la aparicién de las bandas de color morado

que indican que la muestra posee azucares.

8.4 Desglicosilaciéon de hemocianinas

8.4.1 Desqlicosilacién enzimatica

La hemocianina CCH fue desglicosilada enzimaticamente utilizando dos tipos de
enzimas: peptide-N-glycosidase F (PNGasa F) que remueve los azucares de tipo Ny la
O-glicosidasa que elimina los oligosacaridos del tipo O, ambas se usaron de acuerdo al
protocolo recomendado por el fabricante (Sigma, USA) y evaluado en nuestro
laboratorio (Becker, et al 2009). Brevemente, 1 mg/ml de proteina nativa (CCH o
fetuina utilizada como control positivo para la enzima PNGasa F) se incub6 con 10
unidades de enzima a 37°C por 6 dias. Luego, las muestras fueron dejadas a 4°C y el

correcto funcionamiento de las enzimas fue analizado por dot blot y SDS-PAGE.

31



8.4.2 Desqglicosilacion quimica

La desglicosilacién de tipo quimica se realizd segun el protocolo de Walker JM,
(1996). Brevemente, se incub6 0.5 mg/ml de CCH en una solucion de acetato de sodio
0,1 M pH 5,5 (acido acético) que contiene peryodato de sodio 15 mM (concentracién
requerida para remover completamente los azucares), por 1 h en oscuridad y a
temperatura ambiente. Luego, el exceso de peryodato se eliminé agregando 25 ul de
etilenglicol puro (en exceso) por cada ml de soluciébn de acetato de sodio y las
muestras se dejaron a 4°C por toda la noche. Finalmente, la solucién se concentré con
el sistema amicon ultra-15 (Millipore, USA), hasta alcanzar un volumen de 3 ml y se
dializé en un A-slider de 10.000 MW toda la noche contra PBS estéril preparado con
agua libre de endotoxinas (Baxter, USA). Cabe destacar que todos los elementos

utilizados en este protocolo fueron esterilizados y despirogenizados.

8.4.3 Ensayo de digestién con tripsina vy proteinasa K

En los ensayos de digestién con tripsina y proteinasa K [82], las enzimas se
incubaron en una relaciéon de porcentaje peso/peso de 0,2 y 1% con las hemocianinas
en estudio por distintos tiempo a 37 °C. Las reacciones se realizaron en un tampén que
contenia 50 mM de Tris pH 8,8 y se detuvieron utilizando Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) al 1% [82].

8.5 SDS-PAGE e Inmunoblots
8.5.3 Hemocianinas

La cantidad total de proteinas fue determinada con el método de Bradford utilizando
el reactivo de Pierce, siguiendo las especificaciones del fabricante (Bio-Rad

Laboratories, USA). A una cantidad equivalente de proteinas se le agreg6 el tampén de

muestra que contenia SDS y B-mercaptoetanol 4x (SDS 0,08 gr/ml, Tris/HCI 50%,
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Glicerol anhidro 40%, B-mercaptoetanol 4%, en PBS), para luego ser desnaturadas por
calor por 5 min a 100°C. Se cargaron y corrieron entre 0,3 a 10 ug de proteina pura o
de extracto celular (dependiendo del experimento) en geles en gradiente de
poliacrilamida con SDS (3%-15% y 5%-15%), utilizando la solucién de tampones

descrita por Laemmli [83].

8.5.2 Extractos de células

Para los extractos celulares se utilizd una cantidad de 1x10° por ml de DCs
obtenidas segun se describi6 en el punto 1.2, las que fueron tratadas con CCH nativa y
desglicosilada a distintos tiempos. Posteriormente se recolectaron las células, se
lavaron con PBS 1% y se lisaron en un tampd6n con baja concentracion de detergente
(low detergent buffer (LDB), compuesto por 20 mM Tris/HCI, pH 7.5, 2 mM EDTA, 150
mM NaCl, y 0.5% Triton X-100), en presencia de un coctel de inhibidores de proteasas
(Roche, USA), para luego ser homogenizadas en un vortex por 5-10 min. A las
muestras se les agregé tampén de muestra que contiene SDS (4x), para luego ser

desnaturadas por calor por 5 min a 100°C.

8.5.3 Immunoblots

Una vez que las proteinas se resolvieron en el gel fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa a 300 mA por 1 h y 30 min, que fue blogueada toda la
noche con leche descremada al 5% en la solucion de lavado TBS-Tween-20 al 0,05%.
La membrana se incubd con los anticuerpos primarios anti-CCHB (1:3000) y
secundarios anti-lgG-peroxidasa (1:20000) diluidos en la solucién de lavado por 60 y
45 min., respectivamente. Luego, se lavé cinco veces por 5 min después de cada
incubacién con los anticuerpos primarios y secundarios. Finalmente, la membrana se
revelé con el reactivo quimio-luminiscente Supersignal west pico chemiluminescent
substrate (Pierce, USA).
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8.5.4 Geles Nativos

Se realizaron geles nativos en dos tipos de condiciones: disociante y no disociante
[3]. Los geles fueron preparados en agarosa al 1,5% en tampén de corrida y corridos
en una camara horizontal a 100 Volts por 1 h y 30 min. En la condicién disociante las
hemocianinas fueron dializadas contra una solucion de Glicina/NaOH (130 mM) pH 9,6
por toda la noche y corridas en un tampén que contiene 100 mM de Tris, 500 mM de
acido boricoy 2,5 mM de EDTA a pH 9. En la condicién no disociante las hemocianinas
no fueron dializadas y el tamp6n de corrida utilizado fue 70 mM de Tris y 261 mM de
Acido bérico a pH 7,4. Previo a la corrida, las muestras se prepararon utilizando un
tampon de carga 2x que contenia glicerol anhidro y azul de bromofenol.

8.6 Determinaciones inmunoquimicas

8.6.1 Dot blot

Para los ensayos de dot blot se us6 el procedimiento habitual [84]. Brevemente,
membranas de nitrocelulosa (Bio-rad, USA) fueron incubadas con muestras de
distintas concentraciones de CCH y KLH (35-70 pg en 5 pul) colocadas mediante un
mecanismo de succién al vacio. La membrana se dejo secar a temperatura ambiente
por 10 min y se bloqueo con PBS-1%BSA por 1 h a temperatura ambiente. Luego,
cada una de las membranas fue incubada con alguna de las siguientes lectinas
biotiniladas: Peanut agglutinin (PNA), Concanavalin A (ConA), Ulex Europaeus
agglutinin | (UEA), Vicia villosa lectin (VVL), Wheat germ agglutinin (WGA) (2 pg/ml)) y
un antisuero policlonal anti-CCH o anti-KLH (diluidos 1:3000) por 1 h a temperatura
ambiente. Las membranas fueron lavadas en PBS-0,05%Tween-20 para ser incubadas
con avidina-D conjugada a FAL para las lectinas y un anticuerpo secundario anti-lgG
de conejo unido a FAL, diluido 1:2000 para los antisueros. Nuevamente, la membrana
fue lavada y luego, se revel6 la enzima con el reactivo One-Step™ NBT/BCIP (Thermo,
USA).
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8.6.2 Ensayo inmunoenziméatico en fase sélida (ELISA)

8.6.2.1 ELISA para determinar anticuerpos anti-hemocianina

Para medir el titulo de anticuerpos anti-hemocianinas se utilizé el procedimiento de
Oliva y cols, utilizando sueros de los ratones inmunizados con las proteinas de estudio
[13]. Placas de poliestireno de 96 pozos (Pierce) se activaron a 4°C por 24 h con 100 pl

de una solucién de PBS que contenia 10 pg/ml de hemocianina.

8.6.2.2 ELISA para determinar anticuerpos anti-antigenos de superficie de células
B16F10

Para medir el titulo de anticuerpos anti-antigenos de superficie de células B16F10,
se sembraron 2x10* células B16F10 por pozo en una placa de ELISA a 37°C por 24 h.
Luego, las células fueron lavadas con PBS estéril y fijadas con p-formaldehido al 2%. A
continuacion se describe el protocolo comun de desarrollo de estos ensayos, ya sea
activando con hemocianinas 6 con células tumorales. Las placas fueron bloqueadas
con PBS-1% BSA por 1 h a 37°C y luego, se incubaron con los sueros de ratén anti-
hemocianinas o anti-células B16F10, segun correspondia, entre 1 a 2 h a 37°C. La
placa se lavé con una solucién de PBS-1%BSA-0,05%Tween-20. Posteriormente, se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado a FAL por 1 h a
37°C. Finalizado el periodo de incubacion la placa fue lavada nuevamente y revelada
con una solucion que contenia 1 mM de MgCl, y 1 mg/ml de para-nitrofenil fosfato
(pNpp) en tampén FAL (carbonato-bicarbonato 0,2 M, a pH 9,6). La placa se dejo
incubando por un tiempo determinado (entre 20 a 30 min) a 37°C para luego detener la

reaccion con 50 pl de NaOH 5N. Luego la muestra fue leida a 405 nm.

8.6.2.3 ELISA para citoquinas

Para medir INF-y, se utilizaron sueros de ratones C57BL/6 inmunizados con las

hemocianinas de estudio y que fueron enfrentados al melanoma B16F10 (revisar
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Bioensayo, punto 5). La concentracion de citoquina se midio con kits comerciales de
ELISA de captura (Pierce), segun los protocolos del fabricante. La lectura de la
reaccion de la enzima peroxidasa se midié a 450 nm. Las mediciones se realizaron en
un lector de ELISA 7520 (Cambridge Technology, Inc.). Para la medicion de citoquinas
pro-inflamatorias se utilizaron anticuerpos pareados de R&D systems (IL-1f, IL-12p70,
IL-23 y TNF-a), BD biosciences (IL-6 e IL-12p40) y Biolegend (IL-10 e IL-1c) utilizando
el sistema biotina/estreptavidina-peroxidasa. La lectura de la reaccion se midi6é a 492

nm.

8.7 Determinacion de la propiedad de proteina transportadora (carrier)

de las hemocianinas

Ratones BALB/c de 3-4 meses (tres por grupo) fueron inmunizados via i.p. con las
hemocianinas acopladas a IgG humana en presencia de CFA o IFA. Brevemente, 100
ug de IgG humana (Griffold, USA) fue acoplada a CCH nativa y desglicosilada en buffer
borato y glutaraldehido al 0,3%, segun el procedimiento descrito en Becker y cols
(2004) [3]. En el dia 1 las muestras fueron inyectadas via i.p en presencia de CFA, y
en los dias 18 y 53 los ratones fueron nuevamente inmunizados via i.p (inoculacién
secundaria y terciaria, respectivamente) en presencia de IFA. Posteriormente, los
ratones fueron sangrados, se obtuvo el suero y se midi6 el titulo de anticuerpos séricos
contra la IgG humana por ELISA. El titulo se defini6 como la dilucion del suero en que

se obtiene la mitad de la absorbancia maxima.

8.8 Reaccion de Griess

La activacion de lineas celulares tipo macrofago RAW264.7 y J774.2 por distintos
agentes fue determinada indirectamente mediante la liberacién de oxido nitrico (NO) y
en consecuencia la formacion de nitritos (NO,) en el medio, segun lo que se conoce
como reaccion de Griess [85]. Se cultivaron 20.000 células por pozo en placas de 96

pocillos las cuales fueron tratadas por distintos antigenos a diferentes tiempos.
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Posteriormente, se obtuvieron 100 ul del medio de cultivo los cuales se mezclaron con
una solucion de sulfanilamida 1% p/v en H3PO4 5% (50 ul) por 15 min en oscuridad y a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, la solucion resultante se incub6
con NED 0,1% p/v en H,O (N-(1-naftil) etilen-diaminadihidrocloruro) (50 ul) por 15 min
en oscuridad a 25°C. La concentracion de nitritos se midi6 en base a una curva de
calibracion realizada a partir del estandar NaNO, (100 mM). Las muestras fueron

leidas en un lector de ELISA a 570 nm.

8.9 Bioensayos

Se utilizé el procedimiento general de Moltedo, et al. 2006. Ratones hembra
C57BL/6 de dos a cuatro meses de edad fueron seleccionados al azar, individualizados
con marcas en las orejas y la insercion de las extremidades con picrato de sodio
saturado en agua. Previo al desafio con las células, los animales recibieron una dosis
subcutanea, en el flanco derecho del cuerpo, de 400 pg hemocianinas/100 ul PBS.
Veinte dias después los ratones recibieron una inyeccion subcutanea que contenia
entre 1,5x10° a 2x10° células de melanoma de la linea B16F10. A las 24 h siguientes
se inicid la terapia de 100 pg de las hemocianinas en estudio durante 6 dias
consecutivos. Los ratones fueron evaluados en cuanto a la presencia de tumor, el
volumen del tumor y su sobrevida. También se analizd visualmente si habia irritacion o
inflamacién. Ademas, en diferentes dias del experimento los ratones fueron sangrados
para obtener muestras de suero que fueron utilizados para determinar el nivel de IFN-g
y para determinar el titulo de anticuerpos séricos contra cada hemocianina. El volumen

del tumor fue calculado de acuerdo a la férmula del elipsoide 0,52 x (largo x ancho?).

8.10 Actividad de células Natural Killer (NK)

La actividad de células NK se midié por medio del ensayo de liberacion de >'Cr [86].

Las células YAC-1 (células blanco) en una densidad de 3x10° células/ml fueron
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incubadas con 100 pCi de Na,*'CrO, por 1 h en una atmosfera con 5% CO, y 95%
aire a 37°C. Luego, fueron lavadas dos veces con medio DMEM vy resuspendidas en
DMEM suplementado. Células mononucleares extraidas de bazos (células efectoras)
de ratones C57BL/6 fueron purificadas por Ficoll-Hypaque (Sigma, USA) vy
resuspendidas en medio DMEM suplementado. Se sembraron distintas razones de
células blanco y efectoras (1:25, 1:50, 1:100 y 1:200). Posteriormente, las células
fueron sembradas en placas de 96 pocillos con fondo curvo e incubadas por 4 h a
37°C, 5% CO, y 100% humedad. Luego, se centrifugaron a 1500 rpm por 10 min y una
porcién de cada sobrenadante fue recolectado en de fondo curvo (tubos khan) y
medido en un contador de radiacion y. Como control positivo se utilizé Poli I:.C (Sigma-
Aldrich), como control de lisis espontanea se utiliz6 células YAC-1 incubadas con
medio DMEM suplementado y como control de lisis total se incubaron las células YAC-
1 en una solucién de PBS-1%Triton X-100.

Los valores de lisis se obtuvieron de acuerdo a la formula que mide el porcentaje
de actividad de células NK y que corresponde a: 100*(Lisis experimental — Lisis
espontanea)/(Lisis total — Lisis espontanea).

El decaimiento radioactivo del **Cr se calcul6 segun la siguiente formula:
A = A0 * e-At donde A = radioactividad que queda el dia del experimento
A0 = radioactividad el dia de la calibracion, A = In2/tiempo de vida media

t = dias que han pasado con respecto a la calibracion.

8.11 Citometria de flujo

8.11.1 Identificacion de células usando marcadores CD

En los experimentos de citometria de flujo se siguieron protocolos comunes para
distintos tipos de ensayos. Células B16F10, DCs y macrofagos peritoneales tratados
con diferentes concentraciones de las proteinas en estudio (CCH, Ox-CCH,
CCHAlexa488, KLH, FLH y LPS) durante los tiempos indicados para cada condicion,
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fueron recolectadas del pozo con una solucion de PBS-EDTA (2 mM), se centrifugaron
a 5.000 rpm por 3 min eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en PBS-
SFB 2%. Luego, se agregd una dilucidon del anticuerpo de interés (1:50 6 1:100; anti-
CCH, anti-CD11c+-PE, anti-I-Ab-FITC, anti-H-2Kb-FITC, anti-CD86-FITC) por 20 min a
4°C en oscuridad. En el caso de los experimentos con CCHAlexa488 no fue necesaria
la utilizacién de anticuerpos. Posteriormente, las células se centrifugaron a 5.000 rpm
por 3 min, se elimind el sobrenadante y se lavaron con PBS-SFB 2%. Se centrifugo
nuevamente, se elimind el sobrenadante y, para fijar las células, se agregé PBS-p-
formaldehido 2% a 4°C en oscuridad, posteriormente esta misma solucion se utilizé
para mantener las células hasta el momento de su lectura en el citbmetro. Las
muestras fueron adquiridas en un citdbmetro FACSort de Becton Dickinson (Servicio de
Citometria de Flujo, dirigido por la Dra. Maria Rosa Bono, Facultad de Ciencias,

Universidad de Chile) y analizadas usando el programa WinMD.

8.11.2 Andlisis de incorporacién de hemocianina

Para analizar incorporacién de CCH nativa y desglicosilada en DCs, las células
fueron fijadas con PBS-p-formaldehido 2% por 15 min y luego se permeabilizaron con
PBS-Tritdbn X-100 0,5% por 20 min a temperatura ambiente. Luego, las células se
lavaron con PBS-SFB 2%, se elimin6 el sobrenadante y se incubaron con un suero
policlonal de conejo anti-CCH, diluido 1:160 en la solucién de permeabilizacion, por 30
min a 4°C. Se centrifugd, se lavé y se resuspendié el pellet en una solucion de
permeabilizacion que contiene un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado
con FITC (Pierce), diluido 1:250, por 30 min a 4°C y en oscuridad. Finalmente, las
células se centrifugaron, se lavaron y se resuspendieron en PBS-SFB 2%. Las

muestras fueron adquiridas en el citbmetro en las condiciones descritas previamente.
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8.12 Microscopia Electréonica de Transmision

8.12.1 Tincién Negativa de hemocianinas

Para determinar las caracteristicas estructurales de las hemocianinas nativas o las
sometidas a distintos tratamientos se realiz6 tincion negativa. Gotas de alrededor de 30
ul de cada muestra fueron colocadas en grillas de cobre previamente cubiertas con
Parlodion (Polyscience) al 3% en acetato de amilo. Luego, las preparaciones fueron
tefiidas con acetato de uranilo al 2% por 1 min de acuerdo al método descrito por
Fernandez-Moran y cols [87], con modificaciones [3]. Las grillas fueron secadas y
observadas en un microscopio electrénico Phillips Tecnai 12, en la Unidad de

Microscopia Electrénica, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

8.12.2 Lineas celulares y DCs

Las lineas celulares y lo cultivos de DCs fueron centrifugadas a 2.000 rpm y se
fijaron en la forma de un pellet de alrededor de 5x10°-1x10° con glutaraldehido al 2 %
en tampoén cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4; luego se realiz6 una postfijacion con
0s04, se deshidraté y se embebié cada muestra en Epon (Poliscience, USA) de
acuerdo a [88]. La resina se polimerizé6 a 60°C durante 48 h y luego se realizaron
cortes finos de alrededor de 500 A de grosor en un ultramicrétomo. Los cortes se
recogieron en grillas de cobre y se tifileron con acetato de uranilo al 4% en 50%
metanol durante 1-5 min, se lavaron con 50% etanol frio, y luego se tifieron con citrato
de plomo de acuerdo al método estdndar que utiliza citrato de plomo [89]. Finalmente
las muestras se lavaron con agua destilada y se observaron al microscopio electrénico

a 80 KV en la Unidad de Microscopia, Pontificia Universidad Catélica de Chile.
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8.13 Estadistica

Para los analisis estadisticos se utilizé una comparacién mediante ANOVA (de una
0 dos vias) con un post test de Bonferroni 6 unpaired t test student. Los ensayos de
sobrevivencia fueron analizados por Kaplan-Meier. Al menos tres experimentos
independientes en duplicado o triplicado fueron realizados y las muestras fueron
significativas cuando p < 0,05. Los analisis estadisticos fueron realizados con el

programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc, USA).
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9. RESULTADOS

9.1 Caracterizaciéon bioquimica y estructural de las hemocianinas

desglicosiladas

El primer objetivo de esta tesis tuvo como propésito determinar la participacion de
los oligosacéridos de las hemocianinas de moluscos, en la inmunogenicidad y en el
efecto antitumoral no-especifico que provocan en algunos tipos de tumores murinos y
humanos, usando originalmente como modelos principalmente CCH y en forma
secundaria KLH. Curiosamente, la literatura sobre el tema atribuye en gran medida
dichos efectos inmunoldgicos a los componentes oligosacéridos de estas enormes
proteinas, sin embargo no hay publicaciones en que se haya evaluado
experimentalmente el efecto de su remocidn sobre estas propiedades. Posteriormente,
se incorporé en este trabajo FLH, una nueva hemocianina descrita por nuestro grupo
de investigacion, por su poderosa inmunogenicidad en comparacion con CCH y KLH
[90].

Para estudiar la contribucién de los oligosacéaridos, las hemocianinas fueron
desglicosiladas quimicamente (remocién total de los azlcares), utilizando el método de
oxidacion de carbohidratos con peryodato de sodio y también, enzimaticamente
(remocion selectiva) usando glicosidasas especificas, tales como la enzima PNGasa F
gue remueve los oligosacaridos de tipo N-linked o la enzima O-glicosidasa, que elimina
los de tipo O-linked. Para determinar el estado de las proteinas luego de dichos
tratamientos, se realizaron diversos analisis incluyendo ensayos de tipo dot blot con
tincion de PAS y diversas lectinas biotiniladas (entre ellas, ConA y PNA para los
azucares de tipo N-linked y O-linked, respectivamente) ademas de geles nativos y
desnaturantes. En las figuras y en el texto, cuando las hemocianinas se

desglicosilan quimicamente se les designa como Ox-CCH, Ox-KLH u Ox-FLH.

En la Figura 4 se presenta un dot blot donde se observa que CCH solo fue reactiva

con ConA y no con PNA, sugiriendo que CCH solo poseeria azlcares expuestos de
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tipo N-linked. Ademas, se observa que la desglicosilacion enzimatica no logra remover
totalmente los azucares de tipo N-linked en CCH, a diferencia de la desglicosilacion

guimica que si lo hizo (Figura 4a).

Otra forma de verificar cambios en la estructura de la proteina por efecto del
tratamiento de desglicosilacién fue a través de geles desnaturantes. En la Figura 4b se
observa la forma cémo se resuelve CCH nativa en comparacién con la Ox-CCH y
también CCH desglicosilada enzimaticamente. En el primer carril se presentan las
cuatro bandas caracteristicas de CCH, que corresponden a sus subunidades (CCHA y
CCHB de 405 y 350 kDa, respectivamente) y a los fragmentos CCHA1 y CCHA2 (300 y
108 kDa, respectivamente. Sin embargo, y sorpresivamente, Ox-CCH no se resuelve
en el gel, no se observan las bandas correspondientes a sus subunidades y solo se
logra obtener un bandeo al comienzo de la porcién concentradora del gel, indicando
gue el tratamiento para eliminar los azlcares introdujo cambios internos en la
estructura de la proteina que la hacen distinta a la nativa. En cambio, como se observa
en los carriles 3 y 4, que corresponden a los tratamientos de desglicosilacién
enzimatica, no se observo el mismo efecto, apreciandose los polipéptidos habituales.
Aunque se sabe que alrededor del 3% del peso de las hemocianinas corresponde a
azucares, por el elevado tamafo de las subunidades es dificil observar diferencias en

la migracion electroforética de las subunidades desglicosiladas enzimaticamente [91].

Para confirmar que los resultados anteriormente mencionados en cuanto a que el
tratamiento de CCH con glicosidasas no fue eficiente en las condiciones empleadas
para remover los azlcares, posiblemente a causa de algun problema de tipo estérico
que afectaba el acceso de la PNGasa F a ciertos residuos oligosacaridos de la proteina
y no a un mal funcionamiento o inactivacién de la enzima, se utilizé como control
positivo la proteina fetuina, en la cual un 20% de su peso total corresponde a residuos
del N-linked y un 5% al O-linked [92, 93]. La Figura 4c corresponde a una tincién de
PAS que demuestra que la enzima PNGasa F logr6 remover los azlcares de tipo N-
linked en la fetuina, destacandose una disminucién en la intensidad de la marca de la

misma. Ademas, esto quedd6 corroborado mediante el analisis de la migracion de la
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proteina completa y desglicosilada con PNGasa F, donde esta Ultima muestra una

mayor movilidad en el gel (Figura 4d).

El siguiente paso fue comparar con mayor detalle mediante dot blot y un panel de
lectinas biotiniladas, las estructuras oligosacaridas presentes en CCH y KLH,
principalmente para determinar si existen diferencias en la composicién de los
azlcares expuestos y por ende con posibilidad de interactuar con las lectinas, que
podrian ser determinantes en la comprensién de las propiedades antitumorales que

estas proteinas poseen.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4e y muestran que CCH y KLH
tienen notables diferencias en cuanto a la composicién de azlcares se refiere, ya que
una vez mas se confirm6 que CCH solo presenté una reactividad evidente frente a
ConA, lectina que reconoce residuos de manosa terminal, a diferencia de KLH que fue
positiva para la mayoria de las lectinas utilizadas en estos experimentos. Otra
diferencia importante entre CCH y KLH, fue que esta Ultima exhibié reactividad con
PNA, lectina que reconoce al disacarido Gal-(B1-3)-GalNAc, utilizado comunmente
como marcador de los azUcares de O-linked. Ademas, y a diferencia de CCH, KLH fue
positiva con VVL y WGA las cuales reconocen N-acetilgalactosamina terminal y acido
sialico, respectivamente. La aglutinina del espinillo 1 (UEA, que reconoce residuos
terminales de L-fucosa) fue negativa con ambas hemocianinas. Ademas, se corroboré
una vez mas, que el procedimiento de desglicosilacion quimica de CCH fue exitoso
debido a que no presentd reactividad frente a ConA. En este caso y a modo de control,
se utilizé un antisuero de conejo anti-CCH para demostrar que la proteina
desglicosilada es reconocida por el antisuero de conejo anti-CCH y que por lo tanto,

estaba presente en la membrana de nitrocelulosa al realizar las tinciones con lectinas.
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Figura 4. Caracterizaciéon de hemocianinas desglicosiladas. a) Dot-blot de CCH nativa y sus formas

desglicosiladas quimica y enzimatica incubadas con las lectinas biotiniladas ConA y PNA (2 pg/ml) (n=2).

b) SDS-PAGE en gradiente (5-15%) de las hemocianinas desglicosiladas, tefiidas con azul de Coomassie

(n=3). ¢) Tincién de PAS de la proteina fetuina nativa y desglicosilada (n=1). d) SDS-PAGE en gradiente

(5-15%) de una fetuina control y su forma desglicosilada con PNGasa-F, teflido con azul de Coomassie

(n=2). e) Dot-blot de CCH y KLH nativas, y CCH desglicosilada quimicamente, incubadas con distintas

lectinas biotiniladas (2 pg/ml) y un antisuero policlonal de conejo anti-CCH y anti-KLH (n=3).
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Ademas, se realizaron ensayos de dot blot utilizando las lectinas PNA y ConA para
caracterizar a las hemocianinas provenientes de lapas de la familia Fissurellidae. Los
resultados indicaron que dichas hemocianinas, que provienen de especies de lapas
emparentadas filogenéticamente ya que pertenecen a la misma familia como FLH,
FCH, FMH y KLH fueron positivas con ConA y PNA, a diferencia de CCH, que
pertenece a la familia Muricidae, y que como ya se demostrd, solo mostré reactividad

frente a ConA (Figura 5a).

El perfil electroforético (SDS-PAGE) de FLH, FMH y FCH fue similar a KLH ya que
todas presentaron una banda principal alrededor de los 350 kDa. Sin embargo, FLH
presentd algunas bandas secundarias de menor peso molecular, que atribuimos a una
mayor inestabilidad cuando se utiliza PBS como tamp6n de mantencion, que no tiene
Ca'® y Mg*. Esta ampliamente descrito para todas las hemocianinas conocidas a la
fecha excepto para CCH [3], que la presencia de iones divalentes es fundamental para
mantener la estructura cuaternaria de las hemocianinas de moluscos, en su ausencia
se produce fragmentacion (Figura 5b). En los estudios posteriores, de estas tres
nuevas hemocianinas se selecciond FLH por su mayor inmunogenicidad [90] y
sorprendente efecto antitumoral frente a KLH y CCH, como se describird mas adelante.
Ademas, la oxidacion de los azucares de FLH (Ox-FLH) evidencio el mismo fenomeno

previamente descrito con CCH (Figura 5c).
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Figura 5. Caracterizacién de hemocianinas de lapas de la familia Fissurellidae. a) Dot-blot de CCH,
KLH, FLH, FMH y FCH incubadas con PNA y ConA biotiniladas (2 pg/ml) (n=3). b) SDS-PAGE en
gradiente (5-15%) de CCH, KLH, FLH, FMH y FCH, teflido con azul de Coomassie (n=3). c) Gel
desnaturante en gradiente (3-15%) cargado con 0,8 pug de FLH nativa y desglicosilada quimicamente;
teflidas con tincion de Commassie (n=3).
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9.2 Cambios en la estructura de CCH y FLH por efecto del

tratamiento de desglicosilacion quimica

Las diferencias en la migracion electroforética observadas para Ox-CCH y Ox-FLH
estarian asociadas al efecto que produce el tratamiento con peryodato sobre la
estructura de la proteina. La hipotesis que se propuso para explicar este fendbmeno
esta relacionada con una resistencia de la proteina a las condiciones desnaturantes, ya

sea por un cambio intramolecular o por la formacion de polimeros de CCH.

Para demostrar el primer punto se utiliz6 un tratamiento proteolitico utilizando
tripsina, enzima habitualmente usada para estudiar las unidades funcionales de las
hemocianinas [94], bajo el supuesto de que si habian cambios intramoleculares debian
producirse modificaciones en los sitios normales de corte de la enzima, esto es en el
carboxilo de argininas y lisinas [95]. Es asi que CCH nativa y Ox-CCH fueron
sometidas a una protedlisis controlada con tripsina al 0,2% p/p por distintos periodos
de tiempo, observandose que la proteina nativa ya a los 10 min de incubacién con la
enzima estad completamente proteolizada, a diferencia de Ox-CCH que presenta
resistencia a dicho tratamiento, lo cual se evidencié porque permanecia retenida en la
porcion concentradora del gel (Figura 6c). Para confirmar que los cambios en la
proteina estaban asociados a una modificacion estructural de los aminoacidos
reconocidos por la tripsina se utilizé una enzima de amplio espectro como es la
proteinasa K, que corta en el carboxilo de aminoacidos alifaticos y aromaticos [95]. Los
resultados mostraron que a los 10 min de tratamiento con proteinasa K la hemocianina

nativa y la desglicosilada son igualmente proteolizadas (Figura 6d).

En la Figura 6e, se aprecian diferencias significativas en el patrén de bandas de
CCH nativa y desglicosilada que fueron incubadas con una alta concentracién de
tripsina (1% p/p), confirmando asi que el procedimiento de desglicosilacion quimica no

solo elimind los azucares si no que también afecto la estructura interna de la proteina.
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Otro analisis que se realizé para demostrar el cambio estructural que ocurre en CCH
por la desglicosilacion quimica, fue mediante geles nativos en condiciones disociantes
y no disociantes. En geles no disociantes se observé claramente las diferencias en el
bandeo de ambas proteinas. La hemocianina nativa se separé en sus dos subunidades
(CCHA y CCHB) sin embargo, Ox-CCH revel6 un patrén de bandas totalmente distinto
(Figura 6f).

Sin embargo, aun faltaba por demostrar si este cambio generado por el proceso de
desglicosilacion quimica provocaba una agregacion de la proteina, para lo cual la
hemocianina control y tratada fueron estudiadas por microscopia electrénica de
transmision utilizando tincién negativa. La Figura 7 muestra microfotografias de
moléculas de CCH nativa y moléculas sometidas a desglicosilacién quimica. En todas
las condiciones de tratamiento, se observa el tamafo y la forma de cilindro hueco
caracteristico de estas proteinas, concluyéndose que el tratamiento de desglicosilacion

no induce cambios aparentes en la estructura cuaternaria de la proteina.

Con los resultados obtenidos en la caracterizacion de Ox-CCH y Ox-FLH,
mediante el tratamiento con peryodato, en adelante solo se trabajé con esta
preparacién de proteinas porque nos daba certeza de que el proceso de
eliminacién de los azucares funciond y que efectivamente, disponiamos de

hemocianinas sin azucares.
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Figura 6. Modificaciones de CCH por los tratamientos de desglicosilacion. a y b) Gel
desnaturante en gradiente (3-15%) cargado con 0,8 pg de CCH nativa y desglicosilada quimicamente;
tefiidas con tincion de plata y azul de Commassie, respectivamente (n=3). ¢) Gel desnaturante en
gradiente (5-15%) de CCH nativa y desglicosilada (6 g de proteina por carril) sometidas a protedlisis con
tripsina (1% p/p) por 4 h a 37°C (n=2). d) SDS-PAGE en gradiente del 5-15% que muestra la protedlisis
(tripsina al 0,2% p/p) dependiente del tiempo de CCH nativa y desglicosilada. SDS-PAGE en gradiente del
5-15% que muestra la protedlisis de CCH nativa y desglicosilada por tripsina y proteinasa K (0,2% p/p) a
los 10 min de incubacion (n=2). La reaccion fue detenida con PMSF al 1%. e) SDS-PAGE en gradiente del
5-15% que muestra la protedlisis de CCH tratada con tripsina al 1% p/p por 4 h a 37°C (n=3). f) Gel nativo
de agarosa (1,5%) preparado en condiciones con y sin disociar (n=3).
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Figura 7. Tincién negativa de las hemocianinas: A) CCH nativa, B) Ox-CCH obtenida mediante
desglicosilacién quimica, (n=2).
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9.3 Analisis del efecto antitumoral in vitro de CCH, KLH y FLH

En la ultima década algunos autores han propuesto que KLH induce apoptosis sobre
algunas lineas tumorales humanas cultivadas in vitro, incluyendo melanoma [96-98].
Por esta razén se analizé si dicho efecto, se producia con las hemocianinas en estudio,
utilizando lineas tumorales murinas (MB-49, MBT-2 y B16F10), debido a las
implicancias que un fendmeno de esta naturaleza tendria para entender los
mecanismos involucrados en el efecto inmuno-terapéutico no-especifico de las

hemocianinas.

En primer lugar, se analizé por citometria de flujo si CCH conjugada al fluoréforo
Alexa-488 (C-488, [99]) era incorporada por las lineas tumorales en estudio. En la
Figura 8a y 8b se observa que tanto las células MB-49 como B16F10 incorporan CCH-
Alexa488 de manera dependiente del tiempo, observandose un maximo significativo a
las 24 h de tratamiento. Sin embargo, cabe destacar que las intensidades de
fluorescencia observadas fueron bajas, indicando que estas células endocitan

pobremente la proteina.

El sistema inmune de los mamiferos tiene la capacidad de reconocer células
tumorales principalmente por la presentacién de antigenos tumorales a través del
complejo MHC-I. Debido al proceso de transformacion que sufren dichas células se
generan mutaciones que disminuyen la expresién y presentacion de péptidos
tumorales asociados a MHC-I, por lo cual se favorece la evasién del sistema inmune y
la sobrevida del tumor [100, 101]. Por esta raz6n, quisimos analizar, por citometria de
flujo, si CCH nativa y desglicosilada tienen la capacidad de modular la expresion de
MHC-I en las lineas celulares MB-49 y B16F10. Los resultados que se muestran en la
Figura 8c, expresados como dot blots, sefalan que a las 24 h de tratamiento con
ambas proteinas no hay variacién de la expresion de MHC-I en las lineas tumorales
B16F10 y MB-49.

52



B16F10 MB-49
%7 39 cCH-Alexadss 1007 5 coH-Alexadss
*hk
80 80 il
*
60+ 60-
- -
= 1 =
40 40+
20 20
G I I I T 0 T T T T
Q Q‘_: n o> ) R o o>
Horas Horas
C Control CCH Ox-CCH
’ [ 05 [ [ 0.8\ - . 086

B16F10 .ﬁ
L

T

SSC

0,1 0.2 01

H-2Kb-PE

Figura 8. Endocitosis de CCH y efecto sobre la expresion de MHC-I en células murinas de
melanoma (B16F10) y de cancer superficial de vejiga (MB-49). a) y b) Graficos obtenidos de ensayos
de citometria de flujo, que muestran la intensidad de fluorescencia (MFI) de la incorporacion de
CCHAlexa488 (100 pg/ml) en células B16F10 y MB-49 creciendo exponencialmente, respectivamente, a
distintos tiempos de incubacién 0, 0,5, 3y 24 h (n=3, * = p<0,05 y *** p<0,001 - one-way ANOVA, Tukey
Post-test). c) Dot blots que muestran la variacion de la expresion de MHC-I inducido por el tratamiento de
24 h con 100 pg/ml de CCH nativa y desglicosilada en células MB-49 y B16F10, respectivamente. Las
células fueron tefiidas con un anticuerpo H-2Kb conjugado a ficoeritrina. SSC, Side Scatter (Figura
representativa de tres experimentos independientes).
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9.3.1 Estudio de la viabilidad de células tumorales murinas enfrentadas a

hemocianinas

Aunque los resultados anteriores demuestran que las células tumorales incorporan
CCH, no permiten evaluar si su endocitosis induce un cambio en la viabilidad de dichas
lineas celulares. Para resolver esta interrogante se realizaron ensayos de proliferacion
celular usando el reactivo MTT, en donde las células tumorales murinas (B16F10 y
MBT-2) se incubaron por 72 h con distintas concentraciones de CCH, KLH y sus
correspondientes formas desglicosiladas quimicamente y FLH (100 pg/pozo). Como
control positivo se utilizd Doxorubicina (10 pM por 72 h) una conocida droga
antitumoral que es frecuentemente usada en quimioterapia [102, 103]. Se debe
destacar que para realizar estos ensayos y evidenciar el efecto de las hemocianinas
sobre las lineas en estudio, fue necesario ajustar el nimero de células a alrededor de
5.000 ceélulas/pozo. Estudios preliminares con 20.000 células/pozo, no mostraron

efecto (Informe de Avance N°1).

En la Figura 9a se observa que las células B16F10 y MBT-2 incubadas con 100
ug/pozo de CCH y FLH presentan alrededor de un 85% de viabilidad. Cuando las
células fueron tratadas con KLH la viabilidad de ambas lineas celulares disminuyé
significativamente hasta aproximadamente un 40%. En este sentido, CCH y FLH

presentan un comportamiento antitumoral similar, a diferencia de KLH.
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Figuras 9. Efecto de hemocianinas sobre la viabilidad de lineas de melanoma murino y humano. a)
Ensayos de viabilidad con MTT de células B16F10 y MBT-2 (5000 células/pozo) tratadas con

hemocianinas nativas o desglicosiladas. Analisis estadistico, *** = p<0,001 — one-way ANOVA, Bonferroni
post-test.
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9.3 Estudio delaincorporacién de hemocianinas en DCs

Ha sido reportado que la respuesta inmune antitumoral inducida por CCH y KLH
genera una potente activacion del sistema inmune en ratones sensibilizados,
promoviendo la activacion de linfocitos T y B, lo que conlleva a una gran liberacion de
citoquinas de tipo Thl y a una potente generacion y secrecion de anticuerpos, dada su
naturaleza xenogénica, sumado a un aumento de la actividad citotoxica de células NK
[4, 104].

Considerando los resultados previamente mostrados, que indicaron que las
hemocianinas en estudio solo tendrian en comudn residuos de manosa terminales, los
cuales proponemos en esta tesis que podrian estar involucrados en la activacion del
sistema inmune y en su efecto antitumoral no especifico, se decidié utilizar como
modelo a CCH desglicosilada y su forma nativa como control, para analizar la
participacién de residuos de manosa en la activacién y maduracion de DCs. Se eligio
CCH porque es una proteina mas estable y soluble que KLH y FLH [8, 105] lo que
simplifica los experimentos destinados a modificarla quimicamente. Ademas,
conocemos su estructura [3, 13, 91] sumado a que el clonamiento de sus genes ya ha
sido abordado [106].
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9.4.1 Participaciéon de receptores de manosa en laincorporacion de CCH
en DCs cultivadas in vitro

Como objetivo inicial nos propusimos investigar la importancia que tienen los
residuos terminales de manosa de CCH en la endocitosis de DCs. Para esto, se
establecid un ensayo de competencia que consisti0 en pre-incubar las células
dendriticas durante 30 min con distintas concentraciones de D-manosa o D-fucosa en
solucion. Posteriormente, las células se incubaron con CCHAlexa488 por 1y 3 h. Se
debe mencionar que el receptor de manosa que se expresa en DCs presenta una alta
afinidad por glicoproteinas ricas en residuos terminales de D-manosa y L-fucosa [107],
es por eso que se utiliz6 D-fucosa como control negativo y ademas, nos permitié
visualizar cualquier otro efecto provocado por un aumento de la viscosidad del medio.
Los resultados que se muestran en la Figura 10a, muestran que en las células que
fueron pre-incubadas con D-manosa (125 y 62,5 mM) se inhibié en forma dosis-

respuesta la incorporacién de CCH en comparacién con D-fucosa.

Los resultados anteriores, permiten sefialar que los residuos de manosa asociados
a CCH participan parcialmente en su incorporacién por DCs. Sin embargo quedaba por
dilucidar si la falta de estos carbohidratos interferia en la incorporacion de esta proteina
por DCs. Con este propésito, mediante citometria de flujo, se analiz6 la endocitosis de
CCH nativa y desglicosilada a 3 y 24 h, utilizando un antisuero de conejo anti-CCH, a
una dilucion tal que ambas hemocianinas fueran reconocidas de igual manera, lo cual
se determind previamente mediante un ensayo de ELISA de captura para establecer el

titulo del suero para cada forma de la proteina.

En 1984, Unanue y cols, demostraron que la inmunogenicidad de KLH, en parte,
depende de su union a la membrana plasmética de células presentadoras de antigenos
[108]. Por esta razén, quisimos analizar si CCH nativa y desglicosilada se localizaban
en la membrana celular. Como se muestra en la Figura 10c, Ox-CCH permanece
fuertemente y por mas tiempo unida a la membrana de DCs (reflejado en una alta

intensidad de fluorescencia) a diferencia de la proteina nativa.
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El siguiente paso fue analizar la incorporacion de la hemocianina en el citoplasma
de las células. Con este propdsito las células fueron fijadas con paraformaldehido y
permeabilizadas con Triton X-100. La Figura 10d muestra que a las 3 h de incubacién
la hemocianina desglicosilada ingresé de igual manera a la célula que CCH nativa y
que este fenbmeno se mantiene a las 24 h, resultados que sefialarian que los

carbohidratos de CCH no son determinantes en su endocitosis por DCs.
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Figura 10. Participacion de receptores de manosa en la incorporacion de CCH en DCs. a) y b)
Participacion de manosa en la endocitosis de CCHAlexa488 en DCs. DCs fueron pre-tratadas con distintas
concentraciones mMs de D-Manosa y D-Fucosa en solucién por 30 min, luego se incubaron por 1y 3 h (a
y b, respectivamente) con CCHAlexa488 (50 pg/ml) y adquiridas en un citometro de flujo (n=2, ** = p<0,01
y *** = p<0,001 — oneway ANOVA, Bonferroni post-test). ¢) y d) Citometria de flujo que muestra la MFI
observada en la superficie celular (c) y citoplasma (d) de DCs incubadas por 24 h con CCH nativa y
desglicosilada y reveladas con un antisuero policlonal anti-CCH y un anticuerpo secundario anti-lgG de
conejo-FITC. La intensidad de fluorescencia graficada en la Figura 5d corresponde al MFI de las células
permeabilizadas (CCH por dentro y fuera) menos la intensidad de las no permeabilizadas (CCH por fuera)
(n=2, * = p<0,05 — oneway ANOVA, Bonferroni post-test).
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9.4.2 Tipo de endocitosis involucrada en la internalizacion de CCH y Ox-
CCH

Los azucares juegan un importante papel en los mecanismos por los cuales
diferentes APC internalizan glico-antigenos. Es asi que células dendriticas reconocen
los oligosacaridos mediante receptores de lectinas, permitiendo, generalmente, que la
internalizacion de esos glico-antigenos sea mediada a través de vesiculas recubiertas
de clatrina o endocitosis mediada por receptores. El mecanismo de incorporacion de
las hemocianinas y en particular de CCH es poco conocido, es por eso que mediante
microscopia electrénica de transmisién analizamos si la presencia o ausencia de los
azlcares de CCH tiene un impacto en el mecanismo de endocitosis utilizado por
BMDCs. Con este propoésito, las células fueron incubadas con CCH (100 pg/ml) a
tiempos tempranos (1-5 min) y analizadas al TEM. Dado el enorme tamafio de CCH y
su forma caracteristica de cilindro hueco, se facilita enormemente su analisis por esta

metodologia, no siendo necesario recurrir a técnicas de ultrainmunocitoquimica.

Los resultados resumidos en la Figura 11 sefialan que el principal mecanismo de
endocitosis de hemocianina ya sea nativa o desglicosilada usado por BMDCs es a
través de macropinocitosis, reflejado en la presencia de numerosos procesos
citoplasméticos que envuelven moléculas localizadas en la superficie celular como asi
mismo, vacuolas superficiales conteniendo moléculas intactas (Figura 11a) y también,
pero en mucho menor medida, se observaron moléculas asociadas a vesiculas
recubiertas de clatrina (Figura 11b). Ademas, corroboran que los azlcares de CCH no
son determinantes para que células dendriticas internalicen y procesen estas

glicoproteinas.
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Figura 11. Tipos de endocitosis de CCH. a) y b) BMDCs fueron incubadas con CCH nativa o
desglicosilada quimicamente (100 ug/ml) por 5 min. Luego, las células fueron lavadas, centrifugadas y
fijadas. Las muestras fueron analizadas por MET (a) macropinocitosis y (b) endocitosis mediada por
vesiculas recubiertas de clatrina. En los insertos de las figura 11a y 11b las flechas muestran en detalle las
moléculas CCH u Ox-CCH [1]. La barra representa un aumento de 100 nm.

61



94 Procesamiento de CCH por DCs

Para determinar posibles diferencias en el procesamiento entre CCH nativa y su
forma desglicosilada se cultivaron células dendriticas obtenidas desde medula 6sea de
ratones C57BL/6, con dichas proteinas durante diferentes tiempos y posteriormente, se
analiz6 por Western blot su perfil de procesamiento. La Figura 12a muestra un andlisis
temporal de la protedlisis de CCH nativa y desglicosilada por DCs. Se observa que las
DCs incubadas con CCH nativa al denominado tiempo O (esto es que se agrego la
proteina y se lavd de inmediato) un conjunto de bandas de alto peso molecular (entre
390 y 108 kDa) caracteristicas de CCHB, ya que se ha utilizado un anticuerpo
monoclonal especifico de esta subunidad [13]. Sin embargo, a las 3 h de incubacion las
DCs comienzan a procesar la proteina encontrandose entre las 24 y 72 h una banda
Unica de alrededor de 50kDa. Por otra parte, Ox-CCH practicamente no aparece en el
gel hasta las 24 h de tratamiento, ademas y al igual que la proteina nativa, a las 24 y
72 h se distingue la misma banda de 50 kDa. Esta banda se presume gue corresponde

a una unidad funcional (FU).

Ha sido demostrado que la persistencia de un antigeno en el tiempo debido a un
retardo de su procesamiento en DCs provoca un aumento significativo de su
inmunogenicidad [109]. Con esto en mente, quisimos estudiar como las DCs
discriminan y procesan la hemocianina de Concholepas en comparacién a otra
proteina modelo en inmunologia como es ovoalbumina (OVA) y si este fenbmeno
podria estar relacionado con la alta capacidad de estimular el sistema inmune gque
tienen las hemocianinas. En la Figura 12b se muestra un Western blot de extractos de
DCs que fueron pulsadas por 3 h con CCH y OVA. Los resultados indican que a las 72
h CCH aun permanece sin ser procesada totalmente, a diferencia de OVA que después
de las 24 h no es reconocida por una mezcla de anticuerpos monoclonales anti-OVA,
sugiriendo su total procesamiento. Por otra parte, a través de TEM observamos que
Ox-CCH se acumula y permanece por mas tiempo como molécula intacta en

estructuras endosomales, en comparacion con la proteina nativa (Figura 12c).
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Figura 12. Procesamiento de CCH por DCs cultivadas in vitro. a) Western blot de DCs que fueron
incubadas por 0, 3, 24y 72 h con CCH nativa y desglicosilada (100 pg/ml). Luego de preparar el extracto y
correr el gel las muestran fueron analizadas con un anticuerpo monoclonal anti-CCHB y reveladas con un
anticuerpo secundario anti-lgG raton marcado con peroxidasa (1:20000) (Figura representativa de dos
experimentos). b) Western blot de DCs pulseadas por 3 h con CCH u OVA y posteriormente fueron
cosechadas a las 0, 24 y 72 h. CCH fue revelado con un mAb contra la subunidad CCHB y para OVA se
utilizaron tres anticuerpos monoclonales (Figura representativa de dos experimentos). ¢) MET de DCs
incubadas por 24 h con CCH y Ox-CCH (100 pg/ml) (Figura representativa de dos experimentos
independientes) [1].
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9.6 Bioensayos para evaluar el efecto antitumoral de

hemocianinas in vivo en un modelo de melanoma murino

Con el proposito de determinar la participacion de los azucares de las hemocianinas
en la respuesta antitumoral no especifica de estas proteinas, se realizaron ensayos en
ratones C57BL/6 desafiados células tumorales de melanoma murino, de la linea de
melanoma B16F10. El primer paso para desarrollar este objetivo fue determinar el
namero de células necesario para observar un posible efecto inmunoterapéutico,
debido a que si se inyectan pocas células la respuesta inmune antitumoral del ratén
basta para eliminarlas y si se pone un exceso, el tumor crecera de todas maneras. Es
asi como ratones C57BL/6 fueron inyectados en el flanco derecho con diferentes
cantidades de células B16F10 (1x10°, 2x10° y 4x10° para evaluar la evolucion
temporal del crecimiento del tumor, ademas del porcentaje de animales portadores del
mismo. Los resultados indicaron que cuando se usaron entre 1x10° y 2x10° células era
posible observar el efecto antitumoral de las proteinas en estudio, ya sea evitando o
retardando el crecimiento del tumor y en consecuencia, aumentando la sobrevida de
los animales, ya que no hubo animales muertos en los primeros 25 dias a diferencia de
cuando se utilizaron 4x10° células en donde algunos animales murieron antes de los 20
dias (Figura 13).
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Figura 13. Determinacion del nimero de células de melanoma de la linea B16F10 a utilizar en un
bioensayo antitumoral para probar el efecto inmunoterapéutico de las hemocianinas.
Estandarizacion del numero de células de melanoma apropiado para observar un efecto
inmunoterapéutico de hemocianinas (tres ratones por grupo, n=1).
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Posteriormente, se establecié el protocolo general del bioensayo que se muestra en
la Figura 14a, basados en trabajos previos de nuestro laboratorio [91]. Las variaciones
de este protocolo se indican en las leyendas de las figuras respectivas. El primer dia
del bioensayo (6 dia -19) los ratones fueron sensibilizados subcutdneamente en el
flanco derecho con 400 pg de hemocianina o fueron dejados sin sensibilizar
(dependiendo de las condiciones del experimento) por 19 dias. Al dia 0O, los ratones
fueron inyectados subcutaneamente en el mismo flanco con 1,5x10° células B16F10. El
dia 1 se inicié una terapia durante 6 dias consecutivos, inyectando en los ratones
intralesionalmente 100 ug de CCH nativa o desglicosilada. En estas condiciones, se
observd que entre el dia 10 a 15 comenzaron a aparecer los tumores, los cuales se
midieron dia por medio hasta el dia 25, momento en el cual algunos de los tumores
crecen exponencialmente y se hace complicada la manipulacién de los ratones.
Posteriormente, se evalué hasta el dia 60 la sobrevida de los ratones frente a las

distintas terapias.

El primer bioensayo realizado tuvo como objetivo determinar la capacidad
antitumoral de CCH y la participacién de sus azUcares en ratones C57BL/6 enfrentados
a células B16F10. Cabe sefialar que a la fecha no ha sido reportado el efecto de KLH o
CCH por si mismas en modelos tumorales de melanoma a diferencia del cancer
superficial de vejiga [4, 110]. Por esta razon, se privilegio en esta tesis el uso de la
linea de melanoma. Ademas porque numerosas vacunas terapéuticas para melanoma

utilizan hemocianina como carrier de TAA.

Como no hay antecedentes del efecto de la hemocianina por si sola sobre modelos
de melanoma murino in vivo, primeramente, se evaluo si tenia un efecto terapéutico y
si este requeria de una sensibilizacion previa de los animales. La Figura 14b muestra el
transcurso temporal del crecimiento del tumor (B16F10) en ratones que no fueron
sensibilizados con las hemocianinas. Los resultados sefialan que no existen diferencias
en el tamafio del tumor entre el control con PBS, CCH nativa y desglicosilada. Por otra
parte, los ratones previamente sensibilizados con hemocianina presentaron una
disminucion significativa en el volumen del tumor. Estos resultados sobre el efecto de

la sensibilizacion, han sido previamente reportados usando el modelo de tumor de
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vejiga y claramente demuestran la importancia de la respuesta adaptativa en el efecto
antitumoral no-especifico de estas proteinas [4, 91]. Sin embargo y para nuestra
sorpresa, FLH tuvo un efecto antitumoral sobre el crecimiento del tumor superior a
CCH y KLH (Figura 14c). El porcentaje de animales con tumores hasta el dia 25 fue
categérico, de los ratones que recibieron la inmunoterapia con FLH solo un 25%
presentan tumores, a diferencia de los ratones inmunizados con CCH y KLH que

muestran una tendencia similar o igual a los tratados con PBS (Figura 14d).

El tiempo de duracién de los bioensayos fueron 60 dias, durante los cuales se
evalud la sobrevida de los ratones con la terapia antitumoral. Se observé que las
curvas de sobrevida de los ratones tratados con KLH y CCH fueron similares, esto es
que a los 60 dias entre un 0 y 10% respectivamente de los animales sobrevivio,
resultados que fueron concordantes con la tendencia observada en los gréaficos del

progreso del volumen tumoral.

Por otra parte, los ratones inmunizados con FLH alcanzaron un porcentaje de
sobrevivencia cercano al 60% a los 60 dias del bioensayo (Figura 14e). Estos
resultados fueron inesperados y sorprendentes porque por primera vez muestran que
existen hemocianinas cuyas propiedades intrinsecas las hacen mejor

inmunoestimulante no-especifico.
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Figura 14. Efecto antitumoral no-especifico de hemocianinas en melanoma murino . a) Esquema que
detalla las etapas del bioensayo b) Bioensayo de ratones no sensibilizados en el dia -19. c) Bioensayos de
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del tumor fue 0,52 x (largo x anchoz) (7-11 ratones por grupo, one-way ANOVA - Bonferroni post-test) d)
Porcentaje del nimero de animales con tumor. e) Medicién de la sobrevivencia de los ratones hasta el dia
60 (7-11 ratones por grupo, * = p<0,05, ** =p<0,01 - Wilcoxon test).
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9.6.1 Participacion de los azlucares en el efecto antitumoral de las

hemocianinas en melanoma murino

Se utilizé el bioensayo de melanoma para determinar el efecto antitumoral in vivo de
las hemocianinas desglicosiladas, especificamente de CCH y FLH. Ambas
hemocianinas fueron desglicosiladas quimicamente de acuerdo al protocolo
establecido en materiales y métodos, usandose el mismo régimen de tratamiento que

con las hemocianinas nativas (Figura 14a).

Los resultados indicaron que Ox-CCH disminuyd el crecimiento del tumor en
comparacion con el control y que esta reduccion fue significativamente mayor que el de
la proteina nativa (Figura 15a). En contraste, no se encontraron diferencias en el
volumen del tumor entre FLH nativa y la proteina desglicosilada (Figura 15b),

destacandose que ambas presentaron un mayor efecto antitumoral que CCH.

Los datos de sobrevivencia sefialan que CCH nativa y desglicosilada no presentaron
diferencias entre si, alcanzandose entorno a un 10% de sobrevivencia, siendo ambas
curvas significativas frente al control (Figura 15c¢). En cambio los ratones tratados con
FLH nativa, alcanzaron una sobrevivencia de alrededor de un 60%, a diferencia de la
proteina desglicosilada que disminuyé drasticamente su eficacia frente a la proteina
nativa, puesto que ningun ratén sobrevivi6 a los 60 dias, no obstante fue

significativamente mejor que el control con PBS (Figura 15d).
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Figura 15. Andlisis del efecto antitumoral de CCH y FLH desglicosiladas. a y b) Graficos que
muestran el crecimiento del volumen del tumor en ratones inmunizados con proteinas nativas o
desglicosiladas (7-11 ratones por grupo, * = p<0,05, *** = p<0,001 - one-way ANOVA - Bonferroni post
test). ¢ y d) Sobrevivencia de los ratones enfrentados a las hemocianinas nativas o desglicosiladas (7-11
ratones por grupo, * = p<0,05, ** = p<0,01 - Wilcoxon test).
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9.7 Respuesta inmune celular antitumoral en ratones desafiados

con melanoma

Debido a los resultados obtenidos en los bioensayos para determinar el efecto
antitumoral con las distintas hemocianinas, se decidi6 medir los niveles de IFN-y
circulante, porgue dicha citoquina es conocida por su importante papel en la defensa
contra los tumores primarios [111]. Con este proposito, se colectaron los sueros de los
ratones al dia 13 del bioensayo, momento en el cual recién es posible discriminar con
certeza los tumores a simple vista. La Figura 16a muestra que CCH, KLH y FLH
inducen un aumento significativo de la secrecion de IFN-y, en relacion al control (PBS).
Ademas, se demostrd que los azlcares no participan en el mecanismo de produccién y
liberacion de IFN-y, debido a que no se observaron diferencias entre las hemocianinas
nativas y las desglicosiladas (Figura 16b), siendo que como se mostré anteriormente,
CCH difiere grandemente en su compaosicién de azlcares expuestos al ser comparada

con KLH y FLH, las cuales presentan gran similitud.
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Figura 16. Perfil de IFN-y en animales desafiados con células tumorales de melanoma y sometidos
a inmunoterapia con distintas hemocianinas. a) y b) Se utilizé6 un ELISA de captura comercial para
medir la secrecion de IFN-y de pools de sueros de 7-11 ratones recolectados a los 13 dias post
enfrentamiento con las células de melanoma B16F10. Este experimento representa un n=3 y las
determinaciones fueron realizadas en duplicado (* = p<0,05, one-way ANOVA, Dunett post-test).
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9.8 Respuesta inmune humoral murina frente a las hemocianinas

nativas y desglicosiladas

Una de las principales cualidades de las hemocianinas de moluscos es su
capacidad de activar el sistema inmune humoral de los mamiferos viéndose reflejado
en una gran produccion de anticuerpos especificos. Debido a esta caracteristica,
durante méas de 35 afios, las hemocianinas han sido utilizadas como proteinas carrier
para generar anticuerpos contra péptidos y moléculas de haptenos. Desde esta
perspectiva, quisimos evaluar la capacidad humoral de las hemocianinas clasicas
(CCH y KLH) y la recientemente descubierta (FLH), y sus contrapartes desglicosiladas
durante la respuesta inmune secundaria de ratones C57BL/6.

En la Figura 17a y b se presenta la respuesta humoral secundaria de ratones
C57BL/6 enfrentados a CCH y KLH, ya sea nativas y desglicosiladas. Los resultados,
sorpresivamente, indican que la desglicosilacion de CCH aumentd significativamente
su inmunogenicidad, como lo refleja el alto titulo de anticuerpos especificos presentes
en el suero de los animales inmunizados. En contraste, el titulo de Ox-KLH aunque no
presenté diferencias significativas frente al de la proteina nativa, muestra una
tendencia a disminuir (Figura 17b).

Debido a que las hemocianinas son mayormente utilizadas como proteinas carriers,
se evalué si la ausencia de los azUcares afectaba dicha propiedad. Para esto, IgG
humana fue acoplada a CCH y Ox-CCH y luego inyectadas via i.p en presencia de
CFA o IFA. Los resultados sefialan que Ox-CCH es mejor carrier que CCH debido a
que se encontré un mejor titulo de anticuerpos anti-IgG en el suero de los animales de

experimentacion (Figura 17c).

Para los ensayos de la Figura 17d y e se utilizaron los mismos sueros que se
recolectaron para determinar la secrecién de IFN-y mostrados en la Figura 16 y que
corresponden a sueros obtenidos a los 13 dias posteriores al enfrentamiento con las
células tumorales. Los resultados mostraron que FLH por si sola es mas inmunogénica

que CCH y KLH, ya que induce una mayor liberacion de anticuerpos especificos
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(Figura 16d). Por otra parte, y al igual que Ox-CCH, Ox-FLH presenté una mayor
immunogenicidad que su contraparte nativa (Figura 17e).

Se ha postulado que los azlcares de las hemocianinas inducen anticuerpos que
presentarian reacciones cruzadas con oligosacéaridos presentes en la superficie celular
de los tumores [2]. Esta idea se fundamente en que las células normales cambian su
perfil de azlcares cuanti- y cualitativamente cuando se malignizan [66, 112]. De esta
forma, los anticuerpos que reconocen estructuras oligosacéaridas podrian reaccionar
con los azlcares de células tumorales generando una respuesta inmune adaptativa
que eliminaria la célula maligna. Por esta raz6n, evaluamos si habia reaccién cruzada
entre los anticuerpos anti-hemocianinas y moléculas presentes en la superficie celular
de las células tumorales usadas en este estudio. Para realizar este experimento se
obtuvieron sueros de los ratones que habian sido previamente sensibilizados con KLH,
CCH vy FLH y se incubaron en placas de ELISA de 96 pocillos activadas 24 h antes con
2x10* células B16F10. Los resultados que se presentan en la Figura 17f indican que no
existe reaccion cruzada entre los azlcares presentes en la superficie celular de las

células tumorales y los presentes en la hemocianinas en estudio.
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Figura 17. Respuesta inmune humoral contra las hemocianinas en estudio. a) y b) Comparacion
entre los titulos de hemocianinas nativas y desglicosiladas de sueros de ratén que fueron immunizados
con 200 ug de cada hemocianina via i.p. (n=3). ¢) Determinacién de la propiedad como proteina carrier.
CCH nativa y desglicosilada (300 ug) fueron acopladas a IgG humana (100 ug) y luego mezcladas con
coadyuvante de Freud's completo e incompleto y fueron inyectadas a ratones Balb/c via i.p.
Posteriormente, los ratones fueron sangradas y se determind el titulo contra la IgG humana. d) y e) Titulos
de sueros de ratones del bioensayo que fueron inmunizados con las hemocianinas en estudio. Se utilizd
un pool de sueros de 3-5 ratones. f) Evaluacion de la respuesta cruzada mediante un ensayo de ELISA
con células B16F10 adheridas a la placa e incubadas con sueros de ratones sensibilizados con CCH, KLH
y FLH. Pool de sueros de 2 ratones.
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9.9 Maduracion y activacion de DCs por CCH

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Del Campo M., et al., 2009)
sefialan que DCs tratadas con CCH entre 24 y 72 h no_aumentan la expresién de
marcadores de maduracion (MHC-II, CD40, CD80, CD86), ya sea in vivo 0 in vitro,
indicando que las hemocianinas no inducen cambios en el fenotipo de DCs (Figura 18).
Es posible que el gran tamafio de estas proteinas y su lento procesamiento intracelular
sean los responsables de que las DCs demoren mas tiempo del habitual en madurar

de acuerdo a lo descrito en la literatura usando proteinas modelo como OVA [25].
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Figura 18. Maduracién de células dendriticas por CCH. a) Ratones C57BL/6 fueron inmunizados e.v.
con CCH (1 mg) por 24 y 48 h, in vivo. DCs de bazo fueron obtenidas (CD11c+) y tefiidas con anticuerpos
anti marcadores de maduracion de DCs (MHC-II, CD40, CD80, CD86 conjugados a FITC). Los valores del
cuadrante superior derecho de cada density plot corresponden a la intensidad de la fluorescencia de la
poblacion de ese sector (Figura representativa de al menos 10 experimentos independientes).
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9.9.1 Activacion de células NK

Por otra parte, quisimos investigar el papel de CCH en la activacion de células NK'y
su participacion en el inicio de la respuesta innata antitumoral. Para responder esta
interrogante se realizaron ensayos de liberacion de *Cromo, porque permiten medir la
activacion de células NK (obtenidas de una suspension de células de bazo de ratones
naive) a través de la lisis de células YAC-1 (células que no expresan MHC-I). Los
resultados indicaron que a las 24 h de tratamiento ni CCH o Ox-CCH activaron las
células NK a diferencia del control positivo con Poly I:C (ligando del receptor tipo Toll 3
[32] que provoca un aumento significativo de la actividad litica de dichas células (Figura
19). En experimentos de tiempos tempranos (6 h) y tardios (36 h) tampoco se observo

activacion de las células NK.
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Figura 19. Actividad de células NK de ratones naive mediante un ensayo de liberacion de *ICromo.
a) Ratones C57BL/6 fueron inyectados e.v. con CCH nativa y desglicosilada. A las 24 h células
mononucleares de bazo fueron extraidas y purificadas por Ficoll-Hypaque y co-cultivadas con células
YAC-1 que previamente fueron incubadas con 100 uCi de **Cr. La liberacién de cromo fue medida en un
contador gama (n=3, dos ratones por grupo).
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9.9.2 Produccion de oxido nitrico (NO) en macr6fagos estimulados con

hemocianinas

En la basqueda del tipo celular que inicia la respuesta inmune antitumoral de las
hemocianinas durante la respuesta innata, quisimos investigar la funcién que
cumplirian los macréfagos. Ademés de las DCs, los macréfagos son otro tipo de
células presentadoras de antigeno profesionales que participan en el reconocimiento
de antigenos extrafios. Para responder nuestra pregunta utilizamos dos tipos de
ensayos que permiten visualizar el grado de activacion de los macrofagos; por un lado
el ensayo de Griess (que mide la formacion de oxido nitrico (NO) via la determinacién
de la concentracion de nitritos en el medio de cultivo) y por otro lado, la expresion de

marcadores de maduracion por citometria de flujo.

En una primera aproximacion, para el ensayo de Griess usamos dos lineas
celulares tipo monocito/macréfagos; las RAW264.7 y las J774.2 porque expresan altos
niveles de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS), ambas provenientes de ratones
BALB/c. Los resultados indicaron que ambas lineas celulares no aumentaron la
produccion de NO cuando fueron incubadas con las diferentes hemocianinas en
estudio a diferencia del LPS, usado como control positivo y que produjo un aumento

significativo de la generacion de NO (Figura 20a y b).
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Figura 20. Activacién de macréfagos por hemocianinas. a) y b) Ensayos de Griess de células J774.2 y
RAW 264.7 tratadas con 100 pg/ml de cada hemocianina por 24 h (n=3, *** = p<0,001 — one-way ANOVA,

Bonferroni post-test).
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9.9.3 Produccion de citoquinas pro-inflamatorias en DCs

El sistema inmune innato posee células especializadas que reconocen particulas
extrafias u organismos patdgenos alertando al organismo a través de la generacion de
un cuadro inflamatorio controlado generado por la liberacion de pequefios mediadores
inflamatorios denominados citoquinas. De esta manera quisimos determinar si las

hemocianinas promovian la generacion de citoquinas pro-inflamatorias en DCs.

Los resultados indicaron que FLH estimuld la produccion de diversos mediadores
pro-inflamatorios tales como TNF-a, IL-12p40, IL-6 e IL-23, a diferencia de KLH y CCH
que no generaron ningun tipo de respuesta inflamatoria (Figura 21). En la figura 15e se
demostr6 que la oxidacion con peryodato de los azlcares de FLH disminuyé
significativamente la sobrevida de los ratones en comparacioén con la proteina nativa,
sin embargo en este tipo de experimento nos fue imposible conocer si este efecto se
debia a la falta de azlcares o al cambio en la estructura de la hemocianina. Es asi que
quisimos estudiar si la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias se debia a los
azucares de la proteina o al cambio de estructura de ésta. Para comprobar estas
hipotesis los azucares de FLH fueron oxidados con peryodato de sodio y la estructura
de la proteina fue proteolizada con tripsina-agarosa. Los resultados sefalaron que la
remocion de los azUcares de FLH elimind casi completamente la liberacion de las
citoquinas pro-inflamatorias (Figura 22a). Por otra parte, la estructura de la proteina no
es determinante en la generacion de estos mediadores inflamatorios, ya que al ser
protecolizada el efecto no variaba (Figura 22b). Estos resultados nos impulsaron a
profundizar en las posibles vias de sefalizacion involucradas en la liberacion de estas
citoquinas. Debido a que no conocemos el o los receptores involucrados en este
proceso y suponiendo que algun receptor de tipo lectina estuviese ejerciendo dicho
efecto, se utilizé el inhibidor farmacol6gico piceatannol que impide la funcién de un
proteina vital en la via de sefializacion de la mayoria de los receptores de lectina de
tipo-C denominada spleen tyrosine kinase (syk) [113, 114]. Al pre-incubar las DCs con
el inhibidor de syk la secrecidn de citoquinas disminuy6 significativamente (Figura 23).
En conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que el efecto antitumoral

observado con FLH es mediado por sus azlcares.
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Figura 21. FLH induce la secrecién de varias citoquinas pro-inflamatorias. DCs derivadas de médula
Osea de ratones C57BL/6 fueron sembradas en placas de 96 pocillos (7,5x105/ml) y estimuladas con
distintas concentraciones de CCH, KLH y FLH. Las concentraciones de citoquinas fueron determinadas de
los sobrenadantes 24 h posterior a la incubacién con las proteinas (n= 3 a 4 experimentos
independientes).
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Figura 22. Los azucares de FLH son fundamentales para la secrecién IL-6 e IL-12p40. a) BMDCs de
ratones C57BL/6 fueron sembradas en placas de 96 pocillos (7,5x105/ml) y estimuladas con distintas
concentraciones de FLH nativa u Ox-FLH. b) BMDCs de ratones C57BL/6 fueron sembradas en placas de
96 pocillos (7,5x105/ml) y estimuladas con distintas concentraciones de FLH nativa u FLH digerida con
tripsina (2 h a 37°C). Las concentraciones de citoquinas fueron determinadas de los sobrenadantes 24 h
posterior a la incubacion con la proteina. (n=2 experimentos independientes, p<0,05 = *, p<0,01 = **y
p<0,001 = *** t test student no pareado).
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Figura 23. La liberacion de citoquinas pro-inflamatorias por FLH es dependiente de Syk quinasa.
BMDCs de ratones C57BL/6 fueron sembradas en placas de 96 pocillos (7,5x105/ml), pre-incubadas por
30 min con piceatannol (10 uM) y luego estimuladas con distintas concentraciones de FLH. Las
concentraciones de citoquinas fueron determinadas de los sobrenadantes 24 h posterior a la incubacion
con la proteina. (n=3 experimentos independientes, p<0,05 = *, p<0,01 = ** y p<0,001 = ***  test student
no pareado).
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9.9.4 Activaciéon del inflamasoma

El inflamasoma es un complejo multi-proteico ubicado en el citoplasma de algunas
células del sistema inmune, que participa en el inicio de la respuesta inmune
promoviendo la maduracion de la pro-forma de interleuquina 1 beta (pro-IL-1B) e
interleuquina 18 (pro-IL-18) a sus formas activas, IL-1p e IL-18. Esta plataforma multi-
proteica estd compuesta por la proteina asociada a apoptosis tipo speck (ASP),
caspasa 1 u 11 y un receptor de tipo dominio de oligomerizacion nucleotidico (NLRs)
[115, 118].

Se ha descrito que gran parte de los adyuvantes convencionales promueven la
secrecion de IL-1B por medio de la activacién del inflamasoma [117, 118]. Es asi que
quisimos estudiar si la adyuvanticidad intrinseca de las hemocianinas estaba
relacionada con la activacion de este complejo. Para comprobar esta hipétesis se
utilizaron macro6fagos peritoneales pre-activados con una solucion de tioglicolato y DCs
derivadas de médula 6sea. Los resultados indicaron que KLH promueve una mayor
secrecion de IL-1B que FLH, y que CCH no induce la secrecion de esta citoquina. La
activacion del inflamasoma fue dependiente de una proteina de la familia de los NLRs
denominada NALP3, ya que al usar ratones knock out (KO) para ésta las células no
produjeron IL-1p (Figura 24a). Siguiendo un patrén de secrecion similar al de IL-1p,
KLH promovié una mayor liberacién de IL-1lo. que FLH, en cambio CCH no generé
respuesta por parte de DCs. Sin embargo, la secrecion de esta citoquina no fue
dependiente de la activacion del inflamasoma NALP3 ya que los ratones KO

respondieron de una forma similar que los silvestres (wild type, WT) (Figura 24b).
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Figura 24. KLH y FLH inducen la secrecion de IL-1a e IL-1B. a) y b) Macréfagos activados por
tioglicolato 0 BMDCs de ratones C57BL/6 wt 6 NALP3 * fueron pre-incubadas por 1 h con LPS (10 ng/ml)
y luego estimuladas con distintas concentraciones de las hemocianinas (100, 500 y 1000 pg/ml). Las
concentraciones de citoquinas fueron determinadas de los sobrenadantes 24 h posterior a la incubacion
con las hemocianinas. (n= 3 a 4 experimentos independientes).
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10. DISCUSION

Hace més de 40 afios que de describi6 la gran inmunogenicidad de las
hemocianinas de moluscos y especificamente la de M. crenulata, conocida como KLH
[119, 120]. Es asi que desde ese tiempo, y por esta propiedad, ha sido habitualmente
utilizada para una amplia gama de requerimientos biomédicos y biotecnoldgicos [104,
121]. Mas recientemente, nuestro grupo de investigacibn encontrd que otra
hemocianina de molusco, de una especie y estructura diferente, como es la
hemocianina de C. concholepas, tenia propiedades antitumorales similares a KLH
[122]. Sin embargo, paradojicamente, estas proteinas han sido muy poco estudiadas
desde el punto de vista de los mecanismos inmunoldgicos que ellas desencadenan per
se en el caso de su uso como inmunoestimulantes no especificos en la terapia de

ciertos tipos de cancer.

En la literatura, KLH ha sido utilizada como un modelo experimental de antigeno
timo-dependiente y su inmunogenicidad se atribuye en gran medida a su caracter
Xenogénico, a su gran tamafio y compleja estructura cuaternaria con epitopos
repetidos hasta 60 veces, y ademas, a su contenido de azlcares. Sin embargo,
trabajos de nuestro grupo de investigacion con CCH [91] y de otros investigadores
utilizando la hemocianina de Rapana thomasiana (RTh) [59] han demostrado que ni el
tamafno, ni la estructura cuaternaria son relevantes para entender esta propiedad
porque las subunidades aisladas también son igualmente inmunogénicas y en el caso
de CCH, las subunidades por si solas tienen efecto antitumoral no especifico en un
modelo murino de cancer superficial de vejiga. En este sentido entonces, se desconoce
que parte de la hemocianina es la responsable del efecto antitumoral en mamiferos, y
solo nos resta develar el papel que tendrian la estructura primaria y los azlUcares en
dicha propiedad. Curiosamente, se conoce con gran precision las cadenas
oligosacaridos presentes en KLH y como se ha sefialado anteriormente en este
documento, se han invocado para explicar el efecto antitumoral de estas proteinas, sin
embargo no existen estudios experimentales que pongan a prueba esta hipotesis

ampliamente divulgada en la literatura del tema [2].
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Por las razones anteriormente sefialadas, en esta tesis quisimos abordar
experimentalmente la participacion de los carbohidratos en la inmunogenicidad y
especialmente en las propiedades antitumorales de las hemocianinas de moluscos
usando como modelos CCH, KLH y una hemocianina recientemente descubierta en
nuestro laboratorio como es FLH, porque ha demostrado tener propiedades
inmunogénicas a nivel de la respuesta humoral Unicas dentro de las hemocianinas

conocidas a la fecha [90, 123].

10.1 Efecto de Ila desglicosilacion sobre la estructura de las

hemocianinas de moluscos

La primera parte de este trabajo consisti0 en caracterizar los azucares de las
hemocianinas mas arriba sefaladas, utilizando lectinas biotiniladas que se unen a
residuos expuestos en forma relativamente especifica, y posteriormente, nos
avocamos a buscar una manera reproducible y confiable de eliminar los azucares en
forma total o selectiva. En el primer caso se recurri6 a métodos quimicos y en el
segundo a métodos enzimaticos. Finalmente, las hemocianinas desglicosiladas fueron
caracterizadas bioquimicamente, aspecto fundamental para proyectar la aplicacién de
este conocimiento, y también, para poder conocer los factores involucrados en los

mecanismos inmunoldgicos que estas enormes proteinas estimulan.

La caracterizacion de los residuos oligosacaridos de las hemocianinas mostrd
diferencias cualitativas significativas en el patrén de cada una, especialmente en CCH,
gue reveld ser positiva solo a ConA y no a PNA, a diferencia de las hemocianinas de
lapas que si lo fueron [124]. PNA es una lectina importante porque reconoce el
disacarido Gal-(B1-3)-GalNAc denominado Antigeno T o de Thomsen-Friedenreich,
que normalmente se expresa en criptas celulares haciéndolos inaccesibles a los
espacios extracelulares y por ende indetectables en tejidos normales. Ha sido
demostrado que muchos tipos de canceres expresan este antigeno expuesto al
espacio extracelular y por lo tanto se hace detectable por distintos mecanismos, tales

como anticuerpos monoclonales y PNA [125]. Por otra parte también, se considera un
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antigeno tumoral y hoy dia es blanco de inmunoterapia en vacunas terapéuticas que
usan este antigeno unido a KLH [126-128]. Se ha invocado que la existencia de este
disacarido en KLH es en parte responsable de su efecto antitumoral debido a una
respuesta cruzada entre los anticuerpos anti-KLH y los dirigidos contra glico-antigenos
de la superficie de las células tumorales. Sin embargo, CCH, que no posee este
disacérido, al menos no expuesto en su superficie y tiene una capacidad antitumoral
similar a KLH que si lo tiene para interactuar con PNA, lo cual indica fuertemente que
este tipo de estructuras oligosacaridas no jugaria un papel determinante en el efecto
antitumoral observado en cancer superficial de vejiga murino y humano, ni tampoco en

melanoma, como se desprende de esta tesis.

Por otra parte, los analisis mediante dot blot sefialaron que todas las hemocianinas
en estudio tienen estructuras oligosacaridas ricas en a-D-manosa terminal, debido a
gue éstas resultaron positivas a ConA. Al respecto se ha descrito que numerosos
organismos patégenos poseen organizaciones de carbohidratos manosilados y que en
algunos casos los utilizan para invadir al huésped y aumentar la infeccion [129, 130].
Sin embargo, el sistema inmune posee receptores como los de lectinas de tipo C que
reconocen estas estructuras manosiladas e inician una respuesta contra dichos
agentes infecciosos [131]. Es asi que el sistema inmune podria reconocer a las
hemocianinas como un agente extrafio e infeccioso altamente manosilado y que a

través de estos receptores inicie una potente descarga inmunoldgica.

En consecuencia, para demostrar que los azlUcares manosilados son relevantes en
el efecto antitumoral de las hemacianinas, realizamos desglicosilaciones quimicas y
enzimaticas tomando principalmente como modelo a CCH, porque como se menciond
anteriormente, es muy soluble y estable, y disponemos de ella en forma abundante
para cualquier estudio experimental, como asi mismo disponemos de informacion
sobre su estructura, incluyendo el clonamiento parcial de los genes que codifican para
sus subunidades [106, 132]. Los resultados indicaron que el método de
desglicosilacion enzimatica usando PNGasa sobre CCH nativa, no funcion6 de la
manera esperada ya que las enzimas utilizadas no removieron totalmente los azucares

blanco al hacer una tincion de PAS o con lectinas (Figura 4a). Una explicaciéon posible
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es que el protocolo utilizado fue el descrito para KLH, que tiene una estructura
homodidecamérica diferente a CCH, que es heterodecamérica [3]. Pensamos que se
requieran condiciones diferentes de reaccién, especialmente los tiempos de
incubacién. En consecuencia, consideramos en ese momento, en gque recién la tesis
comenzaba, que estandarizar un protocolo para CCH no era viable por la gran cantidad
de enzima requerida y el elevado costo de la misma. Sin embargo, estudios recientes
de nuestro laboratorio utilizando PNGasa sobre CCH desnaturada para obviar el
problema de la exposicién de los azucares y por lo tanto, hacer accesible la enzima a
su blanco, han mostrado un rendimiento extremadamente bajo debido a que gran parte
de la proteina precipita. Por lo tanto, una solucidn posible a este problema, seria
producir CCH en un sistema heterdlogo que no glicosile, pero esto se ve poco factible,
ya que a la fecha no se ha expresado ninguna hemocianina ni alguna de sus partes en
forma heterdloga. En conclusion, para abordar este problema, los métodos de
desglicosilacién quimica son los mas plausibles y es lo que constituy6 el grueso de
esta tesis.

Dado lo anterior, se utiliz6 un método quimico tradicionalmente usado para estos
propésitos y que emplea como reactivo peryodato de sodio, el cual actia sobre los
grupos hidroxilos de carbonos adyacentes rompiendo el enlace C-C, en un medio
tamponado con acetato a pH acido [54, 133]. Este procedimiento si logré remover
todos los oligosacaridos de CCH como se puede observar en la Figura 4a. Sin
embargo, cuando se quiso resolver la proteina desglicosilada quimicamente en un gel
SDS-PAGE en condiciones desnaturantes y reductoras, se observé que no migraba y
se retenia en la porcién concentradora del gel, por ende no se distinguian sus bandas
caracteristicas. A la luz de estos resultados pensamos que el método de
desglicosilacion con peryodato al ser fuertemente oxidante provoc6 entrecruzamientos
inter- e intra-moleculares (debido a la formacion de bases de Schiff). Este proceso de
desglicosilacion quimica produce una escasa cantidad de agregados moleculares, los
cuales practicamente no se observaron por microscopia electrénica pero en cambio si

se observaron mediante geles nativos de agarosa.
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Ademads, las modificaciones al interior de la proteina quedaron demostradas en los
experimentos en que se compardé el patron de digestion con tripsina -que actia sobre
los residuos de lisina y arginina- de CCH nativa y desglicosilada, encontrandose que
esta Ultima fue pobremente digerida. En cambio, proteinasa K digirié faciimente Ox-
CCH debido a que sus blancos de accién son los grupos carbonilos de aminoacidos
alifaticos y aromaticos. La explicacion de este fenbmeno, es que la reaccion de
oxidacion con peryodato rompe los dioles de los azlcares de las proteinas generando
aldehidos reactivos libres que reaccionarian con lisinas o argininas de la cadena
peptidica de la proteina formando uniones covalentes reversibles como son las bases
de Schiff. De esta forma, proponemos que dichas uniones le conferirian a la proteina
resistencia frente a agentes desnaturantes y proteoliticos (tripsina). Ademas, se ha
observado que la presencia de aldehidos libres aumenta la inmunogenicidad de los
antigenos, situacion que ha sido demostrada utilizando glico-antigenos oxidados con
peryodato 6 con moléculas orgéanicas sintéticas tales como tucaresol [54, 134-137].

En conclusion, se confirmé que el procedimiento de desglicosilacién quimica
no solo elimina los azlcares de la proteina si no que también afecta su

estructura.

10.2 Efecto antitumoral per se de las hemocianinas de moluscos

Riggs y cols han demostrado que KLH posee propiedades antitumorales per se
sobre varias lineas tumorales cultivadas in vitro [96-98]. Sin embargo, se desconocia si
este efecto era exclusivo de KLH o era una propiedad intrinseca extensiva a otras
hemocianinas de moluscos. Un efecto asi sobre las células tumorales deberia ser
considerado y analizado debido a que la expresiéon de MHC-I asociado a antigenos
tumorales es fundamental para iniciar una respuesta citotoxica efectiva y duradera por
linfocitos T CD8+ en contra de las células tumorales [138]. En este contexto, los
ensayos realizados demuestran que las células de melanoma murino incorporan CCH,

sin embargo no se observé cambios en la expresion de MHC-I.
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Los resultados de viabilidad celular corroboraron los trabajos publicados por Riggs y
cols y ademas demostraron que las hemocianinas de moluscos, y en particular KLH,
poseen capacidades antitumorales por si mismas sobre distintas lineas celulares, en
este caso lineas de melanoma murino (B16F10) y de céncer superficial de vejiga
(MBT-2).

10.3 Reconocimiento y procesamiento de hemocianinas por el sistema

inmune

En esta tesis hemos demostrado que hemocianinas de moluscos diferentes de KLH
poseen un efecto antitumoral per se sobre varias lineas celulares, sin embargo es
sabido que las hemocianinas, ademas, poseen la capacidad de activar potentemente el
sistema inmune de los mamiferos. De acuerdo a esto, el siguiente paso fue evaluar si
los oligosacéaridos jugaban algun papel al momento de activar células del sistema
inmune, principalmente células dendriticas. Los primeros resultados que obtuvimos
indicaron que las DCs estarian utilizando parcialmente algin receptor de lectinas, ya
que al pre-incubar las células con el monosacéarido D-manosa la incorporacién de CCH

disminuye significativamente.

Existen varios tipos de receptores que podrian estar involucrados en este
fenédmeno, tales como MR, DC-SIGN y Dectina-2 [33, 40, 139]. Sin embargo,
resultados posteriores evidenciaron que tanto CCH nativa como desglicosilada, eran
igualmente endocitadas por DCs (Figuras 10d y 11a). Estos resultados fueron
sorpresivos y contradictorios, por cuanto habiamos hipotetizado que Ox-CCH
presentaria un retardo en su incorporacién o simplemente no seria endocitada.
Relacionado con esto, numerosos autores han sefialado que los azucares le confieren
a las proteinas mejor accesibilidad a las células y mayor estabilidad en solucién [140,
141]. Sin embargo, ha sido descrito que DCs son altamente especializadas en el
reconocimiento de diversos tipos de antigenos utilizando para ello distintas formas de

endocitosis [42, 142]. Por medio de la microscopia electronica determinamos que CCH
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nativa y desglicosilada ingresan en DCs preferentemente via macropinocitosis y en
menor medida por vesiculas recubiertas de clatrina. Siendo esta ultima forma de
endocitosis la que refuerza la hipotesis del ingreso via receptores de lectinas, ya que
se sabe que en los sectores donde se forman dichas vesiculas se agrupa un alto
namero y diversidad de receptores [143, 144]. En conclusion, los resultados sefialan
que DCs pueden endocitar distintos tipos de antigenos, los cuales inclusive podrian ser
segregados a diferentes compartimentos endo-lisososomas, y como hemos visto, este

proceso no depende de la presencia de oligosacaridos [145].

Una vez que los antigenos son endocitados comienzan a ser procesados para ser
presentados bajo el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I
(MHC-II). El siguiente aspecto que estudiamos fue seguir el procesamiento de ambas
hemocianinas en el tiempo. Los resultados indicaron que CCH nativa y desglicosilada
son procesadas de igual manera por las células dendriticas obteniéndose a las 24 h
una banda de alrededor de 50 KDa (que posiblemente corresponderian a una FU) que
se mantiene aun a las 72 h. Estos resultados sefialan que no existen diferencias en el
nivel de procesamiento antigénico entre CCH nativa y desglicosilada. Como se sefalo
anteriormente, es posible que para dichas formas de CCH ocurran distintos tipos de
endocitosis no obstante ambas deberian llegar al lisosoma para ser procesadas y
presentadas. Este concepto nos llevd a comparar la protedlisis de dos proteinas
distintas (OVA y CCH, supuestamente de procesamiento “r4pido” y “lento”,
respectivamente) en DCs. Con este propdésito, las células dendriticas fueron pulsadas
por 3 h con los antigenos, luego lavadas y mantenidas durante distintos tiempos en
cultivo in vitro, realizandose posteriormente un andlisis mediante Western blot. Los
resultados fueron catego6ricos por cuanto mostraron que CCH nativa permanece por
varios dias al interior de la célula en una forma proteica de alrededor de 50 KDa, a
diferencia de OVA que a las 24 h fue totalmente proteolizada. Por lo tanto, es posible
gue el lento procesamiento de CCH nativa, que se traduce en una mantencion de la
presentacién antigénica por un tiempo mayor que el habitual, sea uno de los factores

gue explican en gran medida la inmunogenicidad per se de las hemocianinas.
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La idea anteriormente sefialada, tiene sustento en trabajos publicados por el grupo
de Mellman [109, 146] quienes demostraron que el retardo en la protedlisis de un
antigeno mejora su inmunogenicidad, la presentacion antigénica y su capacidad de
permanecer por mas tiempo en células presentadoras localizadas en los nédulos
linfaticos, para asi diseminar sistémicamente el antigeno y estimular por un mayor
periodo de tiempo a linfocitos T [109, 146]. Concordantemente con estas
observaciones, nuestros resultados indicaron que Ox-CCH permanece por mas tiempo
en el sistema como molécula intacta, ya sea unida a la membrana plasmatica de APCs

0 en estructuras de tipo endosomal.

Se concluye asi que el efecto de estabilizacién de la estructura de CCH
generado por las bases de Schiff le permite a la molécula permanecer por més
tiempo en las células presentadoras de antigeno induciendo un aumento

significativo de su inmunogenidad.

Una vez que los antigenos endocitados y procesados son convertidos en péptidos
gue comienzan a ser presentados via MHC-lI 6 IlI, provocando una activacion y
maduracion de la célula presentadora de antigenos. Es importante recalcar que KLH
ha sido utilizada por mas de 40 afos, sin embargo, es muy poco conocido el
mecanismo por el cual activa las células del sistema inmune innato para iniciar la
respuesta antitumoral. La mayoria de los estudios indican que KLH o CCH no activan
tempranamente DCs murinas, ni humanas in vivo e in vitro [99, 147, 148]. Sin embargo,
Presicce y cols publicaron que KLH induce la maduracién y activacion de DCs
humanas cultivadas in vitro y que en este proceso esta parcialmente involucrado el

receptor de manosa [62].

En consecuencia, quisimos evaluar la capacidad de las hemocianinas de moluscos
para activar células del sistema inmune innato, tales como DCs, NK y macréfagos. En
conjunto, los resultados sefialaron que CCH, KLH y FLH no inducen la activacion de
estas células in vitro 6 in vivo en animales naive. Este fenédmeno puede explicarse por
el lento procesamiento que tienen estas proteinas en DCs y, principalmente, a la falta

de sefales inflamatorias que induzcan su activacion, tales como los ligandos de los
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receptores tipo Toll [145, 149], lo que conduciria a una mayor lentitud en la
presentaciéon de antigenos y, posiblemente, a una activacion no canonica de la
respuesta inmunoldgica. De hecho, solamente cuando CCH es contaminada con LPS

se observa activacion de DCs durante la respuesta primaria [99].

10.4 Respuesta antitumoral de hemocianinas en un modelo murino de

melanoma

Ha sido demostrado que la recurrencia del cancer superficial de vejiga es
significativamente reducida cuando a los pacientes se les sensibiliza con una dosis de
5 mg de KLH para luego ser inmunizados nuevamente con una dosis menor de 200 pg
[150]. Posteriormente, este efecto se confirmd en un modelo murino controlado usando
células MBT-2 [151]. Estos resultados fueron sorpresivos ya que demostraron que KLH
poseia propiedades antitumorales no especificas clinicamente efectivas, abriendo una
amplia gama de posibilidades terapéuticas. Sin embargo, se desconocia si este efecto
era exclusivo de KLH o si era una propiedad intrinseca de las hemocianinas vy, si este
fendmeno solo se producia en el cancer superficial de vejiga. En esta tesis estudiamos
estas dos incégnitas usando KLH, CCH y FLH en un modelo murino de melanoma,
evaluando ademas la participacion de los azucares en este efecto. Es importante
destacar que desde este punto de vista las células de melanoma son un buen modelo
para poner a prueba la hipétesis general de esta tesis porque en este tumor los
antigenos tumorales blanco de la inmunoterapia son azlcares. Mas aun, se encuentran
en desarrollo varios estudios clinicos que evalian vacunas terapéuticas que utilizan
diferentes gangliésidos unidos a KLH [11, 77]. Los resultados sefialaron que la
capacidad antitumoral de las hemocianinas de gastropodos estaria relacionada con
una propiedad intrinseca de CCH y FLH, puesto que también generaron un potente
efecto antitumoral, al igual que KLH. A su vez, demostramos que esta propiedad es
extensiva a otros tipos de tumores, ya que por primera vez se presentan evidencias de
que las hemocianinas, por si solas, exhiben propiedades antitumorales en un modelo
murino de melanoma. Sin embargo, para CCH y KLH, este efecto requiere que el

organismo sea previamente sensibilizado con la proteina terapéutica, indicando que el
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sistema inmune adaptativo y la generacion de memoria son cruciales en este efecto
[122].

El andlisis de los sueros obtenidos en el dia 13, posterior a la implantacion de las
células tumorales, sefialaron que las hemocianinas inducen una alta produccién de
IFN-y sistémico, de igual forma lo presentaron las hemocianinas desglicosiladas. Estos
resultados concuerdan en parte con los obtenidos en los bioensayos, sin embargo
gqueda en evidencia que para el efecto obtenido con FLH nativa esta citoquina no juega
un papel determinante. En la respuesta humoral anti-hemocianinas observamos que
FLH nativa induce una mayor liberacion de anticuerpos que las otras hemocianinas.
Ademas, observamos que las hemocianinas desglicosiladas son mas inmunogénicas
que las nativas en lo que se refiere a la secrecion de anticuerpos. Este fendmeno se
puede deber a que durante el proceso de desglicosilacién se revelan nuevos epitopos
y ademas la modificacién estructural que sufre la proteina la hace mas resistente a
protedlisis (in vitro e in vivo) permaneciendo por mas tiempo en el sistema. De esta
manera se aumenta su inmunogenicidad, supuestamente al permanecer mas tiempo
las APC en los ganglios regionales periféricos presentando a linfocitos T CD4+ y a su
vez estos, activando a linfocitos B especificos para que secreten anticuerpos. En todo
caso, es importante mencionar también que cuando se eliminan los oligosacaridos de
CCH, se observa un aumento de la reactividad de anticuerpos monoclonales anti-CCH
con la proteina desglicosilada, sefialando que la respuesta adaptativa es contra la

proteina y que al eliminar los azlcares los anticuerpos tienen mejor acceso a ella [13].

Por otra parte demostramos que no existen reacciones cruzadas entre los
oligosacéaridos de las hemocianinas en estudio y los glico-antigenos de las células
B16F10. Asi, es importante sefialar que la diferencia entre FLH nativa y desglicosilada
no esta relacionada con la formacion de anticuerpos anti-hemocianina que puedan

incidir en la respuesta antitumoral anti-células B16F10
De los resultados de los bioensayos se concluye que CCH y KLH presentan un

efecto antitumoral similar, tanto a nivel del crecimiento del tumor como de la sobrevida

del raton. Sin embargo, el estudio de las propiedades antitumorales de FLH mostr6 un
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resultado sorprendente, ya que en los bioensayos de actividad antitumoral fue
significativamente mas efectiva que KLH y CCH. Este resultado abre nuevas rutas de
investigacion y desarrollo de productos, ya que pensdbamos que las hemocianinas en
general poseian un efecto inmunol6gico similar, por la gran semejanza en la respuesta
obtenida con KLH y CCH, pero, como demostramos en esta tesis, existen

hemocianinas como FLH, con una inmunogenicidad superior.

Interesantemente, cuando evaluamos la participacion de los azlcares en el efecto
antitumoral de CCH y FLH, se encontré que los oligosacaridos de CCH no contribuyen
mayormente en su capacidad antitumoral, tanto a nivel del volumen tumoral asi como
en la sobrevida de los ratones, a diferencia de Ox-FLH, en la cual se observa un efecto
similar a FLH nativa en cuanto al efecto sobre el volumen tumoral. No obstante, la
sobrevivencia no es mejor que FLH nativa sin embargo es significativamente mejor que
los controles. En un principio pensamos que este resultado se explicaba en parte por
los cambios intra-moleculares que sufre la proteina al ser desglicosilada, como fue
demostrado anteriormente. Sin embargo, también era posible que el mejor efecto de
FLH se deba a estructuras oligosacéaridas que participan en la respuesta antitumoral y
que la proteina al ser desglicosilada pierda dicho efecto. Es asi que, los resultados
obtenidos al incubar BMDCs con las hemocianinas fueron categoricos ya que pudimos
observar que FLH induce una potente liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6,
TNF-a, IL-23 e IL-12p40) a diferencia de KLH y CCH que no lo hicieron. Ademas,
demostramos que este efecto se debia a los azlUcares que posee FLH, los cuales
estarian activando algun receptor de lectina de tipo-C. Estos receptores se encuentran
ubicados principalmente en APCs y estdn entre los principales medios de
reconocimiento de antigenos extrafios y de microorganismos patdgenos, en conjunto

con otros receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) [113, 152].

Por otra parte, descubrimos que KLH y FLH parcialmente promueven la activacion
del inflamasoma, a diferencia de CCH que no lo hace. Estos resultados fueron
sorpresivos ya que a priori, esperabamos que las tres hemocianinas en estudio
activaran este complejo, debido a que la mayoria de los adyuvantes de uso comun lo

hacen, incluyendo sales de alimina, adyuvantes particulados, etc [117, 118]. Sin
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embargo, es interesante destacar que estas proteinas son mas complejas de lo que se
pensaba ya que dentro de sus semejanzas como proteinas carrier (respuesta humoral),
cada una posee caracteristicas moleculares distintas promoviendo diversas reacciones
inmunolégicas de tipo celular y, como ha quedado demostrado en este trabajo, que
hemocianinas diferentes pueden inducir vias de activacion inmunolégica diferentes, por
el hecho que la eliminaciéon de sus azucares afecta diferencialmente sus propiedades

inmunogénicas y antitumorales.

10.5 Modelo de activaciéon del sistema inmune por hemocianinas

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis se formularon dos modelos de
activacion del sistema inmune por hemocianinas, los cuales se han esquematizado en
la Figura 25. En la Figura 25a se concluye que la inmunogenicidad de las
hemocianinas de moluscos in vivo depende en mayor medida de su estructura
proteica. En este sentido, observamos que la secrecibn de anticuerpos anti-
hemocianinas no disminuyé cuando estas fueron desglicosiladas a través del
mecanismo quimico de oxidacibn de sus azlcares, si no que al contrario, la
estabilizacion de la estructura proteica por el procedimiento de desglicosilacién
promovié una mayor secrecion anticuerpos en comparacion con la proteina nativa. Aun

gqueda por dilucidar cual es el mecanismo molecular que explica este fenémeno.

Por otra parte, en la Figura 25b se representa el efecto que tienen las hemocianinas
de moluscos sobre la respuesta inmune innata simbolizado por la activacion y
maduracién de células presentadoras de antigenos. Se demuestra que las DCs
cultivadas in vitro se activan y maduran parcialmente cuando son enfrentadas a FLH
induciendo la secrecién de distintas citoquinas pro-inflamatorias. En contraste, CCH y
KLH no activaron en el mismo periodo de observacién, no descartdndose que este
efecto ocurra mas tardiamente. No obstante lo anterior, CCH, KLH y FLH promueven
un perfil de activacion inmune de tipo Thl caracterizado por la liberacion de IFN-y e IL-
10.
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Respuesta humoral de las hemocianinas
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Figura 25. Modelo de activacién del sistema inmune por las hemocianinas. a) Respuesta humoral de
las hemocianinas de moluscos. b) Diferencias en la activacion de la respuesta inmune innata por las

hemocianinas.
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11.2

11.2.1

CONCLUSIONES

En relaciéon a la composicién de oligosacéaridos de las hemocianinas de
moluscos modelo utilizadas (CCH, KLH y FLH) y sobre el efecto de su

remocidn en su estructura:

Se encontraron diferencias cualitativas significativas en la composicion de
azucares expuestos en las hemocianinas provenientes de las especies de la
familia Fisurellidae (KLH y FLH) y de la familia Muricidae (CCH). Sin embargo,
todas las hemocianinas estudiadas presentaron en comun estructuras

oligosacaridas ricas en a-D-manosa terminal.

La remocién parcial de los azucares de CCH y FLH usando glicosidasas no
fue efectiva, a diferencia del procedimiento quimico que los eliminé totalmente,
sin embargo contra lo esperado este tratamiento modific6 su estructura. El
proceso de oxidacion de los azUcares gener6 la formacion de bases de Schiff
gue condujeron a un aumento en la estabilidad de las hemocianinas. Dichos
cambios fueron demostrados mediante experimentos que revelaron
diferencias en la migracion electroforética de las formas nativas vy
desglicosiladas de estas proteinas, asi como por las diferencias en el patrén

de cortes con enzimas proteoliticas.

En relacion a la participacion de los oligosacaridos de las hemocianinas

en su incorporacion por células presentadoras de antigenos:

Las células dendriticas obtenidas de precursores de médula 6sea y cultivadas
in vitro, reconocen, endocitan y procesan CCH nativa y desglicosilada, siendo
esta Ultima internalizada mas rapidamente via macropinocitosis y en menor
extension via vesiculas recubiertas de clatrina. Ademas, la estabilizacion de la
estructura de CCH por la oxidacion de sus azucares la hizo mas resistente a la

degradacién intracelular permitiéndole permanecer por mucho mas tiempo

101



11.2.2

11.3

113.1

11.3.2

11.3.2

11.4

adherida a la membrana plasmética y en estructuras de tipo endosomal,
resultado que fue corroborado mediante Western-blot utilizando otro antigeno

modelo como es Ovoalbumina.

Se sabe que CCH y KLH estimulan la capacidad litica de células NK en
ratones previamente sensibilizados con ellas. Sin embargo, se encontré que
dichas proteinas no activan células NK de ratones naive durante la respuesta
inmune innata, sefialando de esta forma, la importancia de la respuesta

inmune adaptativa en el efecto antitumoral de las hemocianinas.

En relaciéon al efecto antitumoral de las hemocianinas de moluscos en un

modelo de melanoma murino:

El andlisis del efecto in vitro de las hemocianinas sobre lineas tumorales de
melanoma murino (B16F10) y de cancer superficial de vejiga (MBT-2), mostro
que KLH a diferencia de CCH y FLH, presenta un efecto citotdxico

significativamente superior.

Se demuestran por primera vez un efecto antitumoral de CCH y KLH en un
modelo murino de melanoma (B16F10) tanto sobre el crecimiento del tumor
como en la sobrevivencia de ratones. Ademas, en este mismo modelo, se

demostr6 que FLH presenta un efecto antitumoral superior que CCH y KLH.

Los carbohidratos asociados a CCH no son determinantes en su efecto
antitumoral, indicando que la secuencia peptidica y por ende, su naturaleza
xenogénica son cruciales en dicho fendbmeno. Sin embargo, las estructuras
oligosacéridas de FLH incrementaron significativamente su efecto antitumoral

no-especifico.

En relacion a los mecanismos inmunoldgicos involucrados en el efecto

antitumoral de las hemocianinas:
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11.4.2

11.4.3

11.4.4

No se encontrO reaccion cruzada de los anticuerpos anti-hemocianina y
antigenos de la superficie de las células tumorales, descartandose por el
momento, que el efecto antitumoral observado sea mediado por reacciones
del tipo ADCC.

La respuesta inmune de los ratones portadores de melanoma esta
caracterizada por una alta secrecién de citoquinas de tipo Thl, principalmente
IFN-y. No obstante, CCH y FLH (formas nativas y desglicosiladas) presentaron
concentraciones sanguineas similares entre si, indicando que esta citoquina

no es el factor principal que explica el potente efecto antitumoral de FLH.

Los azlcares de FLH actian activando algun tipo de receptor de lectina de
tipo-C ubicado en BMDCs, promoviendo la liberacion de varias citoquinas pro-
inflamatorias tales como IL-6, IL-12p40, IL-23 y TNF-«. Esta potente
estimulacion del sistema inmune innato estaria dando cuenta del sorprendente
efecto antitumoral de esta hemocianina en comparacién con las clasicamente

utilizadas como son KLH y CCH.

KLH vy, en menor medida, FLH activan el inflamasoma NALP3 e inducen la
secrecion de IL-1B. Ademds, ambas inducen la produccién de IL-la, no
obstante el mecanismo molecular por el cual esta citoquina es secretada es
independiente del inflamasoma NALP3, porque los ratones KO respondieron

de una forma similar que los silvestres.
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