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Resumen

RESUMEN

La comprension de la fisiopatologia del cancer de pancreas y de su
variante mas comun, el adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP), se torna
urgente debido a un gran niumero de factores. Entre ellos se destacan la alta tasa
de mortalidad, el pronosticado aumento en su incidencia, la falta de tratamientos
eficaces y el fracaso de la inmunovigilancia tumoral. Este ultimo, podria deberse
a factores de evasion inmunitaria producidos en el microambiente tumoral por
las células cancerosas. Por lo tanto, aqui evaluamos el papel de un
inmunomodulador: el inhibidor secretorio de proteasas leucocitarias (SLPI) en el
ACDP. Medimos su concentracion en el suero de pacientes con cancer de
pancreas y de voluntarios sanos mediante la técnica de ELISA sandwich y
observamos que un grupo de pacientes tenian niveles séricos muy superiores a
los sanos. La mayoria de estos pacientes con concentraciones séricas altas
poseian el tumor en la cabeza del pancreas, con estadio avanzado y sin
posibilidad de reseccién por cirugia. También detectamos una correlaciéon
indirecta entre los niveles séricos de SLPI y el tiempo de recurrencia o progresion

de la enfermedad.

Asimismo, en experimentos in vitro, utilizamos citometria de flujo para
medir diversos marcadores de superficie celular y demostramos que SLPI,
exdgeno o producido por células tumorales pancreaticas, regulé negativamente
la diferenciacion de monocitos humanos en células dendriticas. Todos estos
resultados sugieren que SLPI contribuye al microambiente inmunosupresor del
cancer de pancreas al actuar como un factor de evasién inmune del tumor.
Ademas, la cuantificacion de SLPI sérico puede ser una nueva herramienta que
ayude a la toma de decisiones clinicas apropiadas. También, serviria como
objetivo terapéutico en aquellos pacientes con cancer de pancreas con niveles
altos de SLPI.

VI



Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. El pancreas

El pancreas humano es un érgano aplanado que mide cerca de 12,5 a 15
cm de largo, se localiza por detras de la curvatura mayor del estbmago, tiene
una cabeza, un cuerpo y una cola y esta conectado con el duodeno por medio
de dos conductos. En cuanto a su fisiologia, es tanto una glandula endocrina
como exocrina, disponiéndose casi la totalidad de sus células en racimos
llamados acinos. Los acinos exocrinos conforman mas del 85 % del 6érgano y
producen jugo pancreatico, un liquido transparente e incoloro formado en su
mayor parte por agua, algunas sales, bicarbonato de sodio y varias enzimas que
desembocan en el tubo digestivo a través de una red de conductos. Dispersos
entre éstos, y ocupando el 1-2 % de su volumen total, hay millones de pequefios
racimos de tejido endocrino llamados islotes pancreaticos o islotes de
Langerhans, que producen fundamentalmente cuatro hormonas: glucagon,

insulina, somatostatina y el polipéptido pancreético

La acumulacién de acinos exocrinos, que a menudo rodean a los islotes
enddcrinos, divide al pancreas en I6bulos que se encuentran definidos por una
capsula delgada de tejido conectivo, la cual se extiende hacia el parénquima en
forma de tabiques o septos. Esta capsula, junto con el tejido conectivo
interlobular asociado, brinda sostén a los vasos sanguineos vy linfaticos, a los
nervios, a los ganglios linfaticos y a los conductos pancreaticos. Dentro de este
espacio, las arterias que irrigan el pancreas se dividen en arteriolas y se

distribuyen a los I6bulos individuales

1.2. Generalidades del adenocarcinoma ductal pancreatico

La Organizacion Mundial de la Salud define al cancer como un término
geneérico, el cual incluye a un conjunto de enfermedades que comparten una
caracteristica distintiva: “la rapida multiplicaciéon de células anormales que se
extienden mas alla de sus limites habituales y que pueden invadir partes
adyacentes o propagarse a otros 6rganos””. En el pancreas, los canceres que
lo afectan se clasifican segun su perfil morfolégico y de expresion de

marcadores, que reflejan la célula o tejido que los origind. Es asi como los
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canceres exocrinos y endocrinos representan las principales neoplasias
epiteliales malignas en este 6rgano”. Los canceres exocrinos o
adenocarcinomas se dividen, ademas, en canceres de células ductales —
aquellas que revisten a los conductos pancreaticos y sus ramificaciones— y
acinares —las encargadas de la excreciéon de los componentes del jugo

pancreatico—

En este contexto, el adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP)
representa la forma mas comun de cancer de pancreas; por tal motivo, el término
cancer de pancreas se utiliza a menudo como sinénimo de ACDP en la literatura
cientifica, asi como en las redes sociales y medios de comunicacion. Se trata de
una enfermedad muy severa, con la mayor tasa de letalidad de todos los
canceres y una supervivencia a cinco afios menor al 8 %'°. Ademas, las
proyecciones para el afio 2030, en Europa y Estados Unidos, estiman un
dramatico incremento de las muertes totales por cancer de pancreas (Figura 1),
convirtiéndose asi en la segunda causa principal de muertes relacionadas con el
cancer en la proxima década'’”. Actualmente, la Agencia Internacional de
Investigacion sobre Cancer, reportdé que la mortalidad por cancer en Argentina
representa la segunda causa de muerte, ocupando el cancer de pancreas el

cuarto lugar como el responsable del 6,7 % de las defunciones

160
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Figura 1: Proyeccién de las muertes por cancer para el afio 2030. Estimaciones del
numero de muertes por diversos tipos de cancer basadas en cambios demograficos y en
las tasas de mortalidad para cada cancer. Adaptado de Rahib et al., 2014,
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El ACDP se localiza con mayor frecuencia en la regién de la cabeza del
organo, donde suele obstruir al conducto pancreético principal y/o a sus
ramificaciones'”. En el momento del diagndstico, la gran mayoria de los tumores
ya han crecido mas alla de los limites anatémicos del 6rgano y han logrado la
infiltracion del tejido adiposo peri-pancreatico o del duodeno —para el caso de
localizaciones en la cabeza—, y del bazo, el mesocolon, el estbmago o la glandula
suprarrenal izquierda cuando se originan en el cuerpo o la cola del pancreas
A esta situacion de deteccion tardia contribuyen la ausencia de biomarcadores
sensibles y la presencia de heterogeneidad biologica, generando que la Unica
opcion potencialmente curativa, la reseccion quirdrgica, sélo sea factible en el 10
al 20 % de los pacientes, es decir, aquellos que no presentan metastasis en los

ganglios linfaticos regionales y/o enfermedad localmente avanzada

Macroscopicamente, el ACDP tiene el aspecto de una masa blanquecina
mayoritariamente sdélida con consistencia firme y contornos irregulares'”, en el
gue mas del 80 % corresponde al estroma, cuyo crecimiento o desmoplasia, es
predictor del fenotipo agresivo del tumor . Esto puede atribuirse a la barrera
fisica que el estroma forma alrededor de las células tumorales, protegiéndolas
de la vigilancia inmune y otorgandoles quimiorresistencia'' . Con respecto a este
altimo fenémeno, muy frecuente en el ACDP, se ha reportado que la capacidad
de retencién de agua de algunas proteinas de la matriz extracelular, como el
colageno y el &cido hialurénico, genera una presién de liquido intersticial que
dificulta el suministro de farmacos a las células tumorales . Ademas, el
estroma desempefia un papel vital en la creacion de un microambiente
inmunosupresor, promoviendo la progresion de la enfermedad y la metastasis''”,
puesto que su desarrollo forma una barrera fisica alrededor de las células

tumorales, protegiéndolas de la vigilancia inmunoldgica.

1.2.1. Terapias utilizadas en el ACDP

Como se menciond anteriormente, la Unica opcion potencialmente
curativa del ACDP es la reseccién quirargica, pero ésta solo es posible en el 10
al 20 % de los pacientes y, aun asi, las tasas de recurrencia son muy altas™.
Por lo tanto, el enfoque estandar para estos pacientes con enfermedad resecable

—debido en gran parte a que el tumor se presenta con limites definidos y sin
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compromiso vascular— es el tratamiento postoperatorio que evite la
reincidencia'“”. En algunos pacientes el tumor se manifiesta con compromiso del
sistema vascular o de estructuras locales pero con posibilidades de ser
resecados quirargicamente'“". Sin embargo, en estos casos es posible que la
reseccion sea incompleta, requiriendo un tratamiento preoperatorio que defina
aun mas los limites del tumor y facilite su reseccion. Desafortunadamente, la
mediana de supervivencia cuando la reseccion del tumor es completa es de solo
28,7 meses y cuando es incompleta es de 17,2 meses'““. Finalmente, la mayoria
de los pacientes se diagnostican con la enfermedad localmente avanzada o
metastasica, con una mediana de supervivencia de 6 a 11 meses para el primer
caso, y entre 2 'y 6 meses para el segundo'“”, por lo que, para estas personas,
Se recurre a una terapia paliativa que les genere un mejor pasar. Todos estos
datos resaltan la urgente necesidad de desarrollar métodos de diagndstico

temprano y nuevas opciones terapéuticas.

Las altas tasas de recurrencia local y a distancia (en sitios de metastasis)
han estimulado la busqueda de tratamientos complementarios a la cirugia. En
este contexto, la terapia preoperatoria es administrada antes del procedimiento
quirdrgico, con el objetivo de reducir el estadio del tumor antes de la cirugia. La
terapia postoperatoria se utiliza para eliminar aquellas células malignas que han
perdurado en el organismo luego de haber sido extirpado el tumor, por lo que
previene la recurrencia local en el lecho pancreatico. Por dltimo, la terapia
paliativa o de induccién se utiliza para incitar una remisién, es decir, la
desaparicion de los signos y sintomas de cancer sin modificar la
supervivencia'“". Para cada uno de estos tres tipos de enfoques, se utiliza la
quimioterapia sistémica, la radioterapia o quimiorradioterapia. El beneficio de
supervivencia de la quimioterapia es claro, pero el de la radioterapia sigue siendo
discutido . Los agentes quimioterapéuticos se basan principalmente en
gemcitabina y fluoropirimidinas , siendo el primero el mas utilizado por su
mayor tolerabilidad de efectos secundarios y por asociarse con un beneficio
clinico significativo . Se han propuesto nuevos farmacos para mejorar la
supervivencia de los pacientes, como la combinacion de Folfirinox y
Nabpaclitaxel, pero los resultados no fueron prometedores y generaron mayor

toxicidad . Para la paliacion de sintomas también son importantes la
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descompresion biliar quirdrgica o radioldgica, el alivio de la obstruccién de la
salida gastrica, el control del dolor y la atencion psicologica . Enla Figura 2
se resumen los principales tratamientos a optar segun la situacién del paciente
con céncer pancreatico. Se debe tener en cuenta que la terapia a escoger en
cada caso se decide en una reunion multidisciplinaria, ya que el paciente debe

poder tolerar la quimioterapia y/o la cirugia®®.

Cancerde Pancreas

| v N
| No Metastasico | | Metastésico |
1 1

. - ¢Resecable? |

/ \\ No (Localmente
e _ ) avanzado)
‘ ¢ Con compromiso

Quimioterapia paliativa ‘
con FOLFIRINOX

14;.-'mo,'eran cia?

vascular? " Quimioterapia con ‘ .
sif No | FOLFIRINOX Quimioterapia
T—\ R } paliativa basada en
erapia M) - \ .
‘ Preoperatoria \_". Cirugia | | Re-evaluacion a ‘ Gemeitabina
4-6 semanas del \ los 2-4 meses _
recuperacion § - f _ | Exploracién quirargica |
Terapia ' No Metastasico | '. .
) | (
‘ Postoperatoria \| Terapia paliativa \

Figura 2: Diagrama de flujo para el tratamiento de pacientes con cancer pancreatico. Se
presentan de manera simplificada las opciones de tratamiento a seguir en cada caso.

En los ultimos afios se ha desarrollado una nueva estrategia antitumoral
basada en la inmunoterapia. Esta es una estrategia novedosa que se ha
investigado en una variedad de canceres con el fin de activar al sistema inmune
(sorteando puntos de control inhibitorios) para que reconozca de manera
especifica y erradique las poblaciones de células tumorales'””. En este contexto,
para el cancer de pancreas se han estudiado inhibidores de puntos de control
inmunoldgicos de agente unico y doble, asi como combinaciones con
quimioterapia citotoxica y radiacion, entre otros, pero no han mostrado un
beneficio clinico significativo©”). Existen mdltiples hipbtesis sobre los
mecanismos de resistencia del ACDP a la inmunoterapia, algunas de ellas
incluyen la falta de células efectoras en el microambiente del tumor ademas de
la existencia de un infiltrado inmunosupresor y del denso estroma que le impide

el acceso a las células del sistema inmunitario©®.,
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En sintesis, en la actualidad, los pacientes con cancer de pancreas, tienen
varias opciones de tratamientos®? pero la tasa de supervivencia de la
enfermedad pareciera ser inmutable. Las propuestas de nuevos agentes
terapéuticos deben contemplar esta situacion ademas de proporcionar una
soluciéon al problema del “impenetrable” estroma tumoral que, como se aclar6
anteriormente, es una de las causas mas importantes de la resistencia del tumor

a cualquiera de los enfoques terapéuticos.

1.3. El sistema inmunoloégico

La capacidad de nuestro organismo de protegerse frente al ataque de
agentes infecciosos, sustancias perjudiciales e incluso células tumorales esta
dada por nuestro sistema inmunitario, un conjunto muy diverso de células y
moléculas efectoras. A grandes rasgos, clasicamente se mencionan dos tipos de
respuestas inmunes: la innata y/o la adaptativa. La primera incluye mecanismos
de defensa poco especificos presentes desde el nacimiento, entre los que se
encuentran las barreras fisicas y quimicas de la piel y las mucosas -primera linea
de defensa-, las sustancias antimicrobianas y un gran conjunto de células, en el
que se reconocen a neutréfilos, baséfilos, eosindfilos, mastocitos, células
dendriticas (CDs), monocitos, macréfagos y células asesinas naturales (NK, del
inglés natural killer) entre otras. La respuesta adaptativa abarca mecanismos
relacionados con el reconocimiento especifico de sustancias, patdgenos, células
infectadas o células tumorales y utiliza para ello linfocitos T y B. Se la conoce por
ese nombre porque se adquiere durante el lapso de vida de un individuo como
una adaptacion a una situacion particular. Ademas, en muchos casos, origina el
fendbmeno de memoria inmunitaria, que mantiene la inmunidad a largo

plazo“04Y),

Ante la presencia de una noxa, rapidamente se pone en marcha la
respuesta inmune innata. En la mayoria de los casos, esta respuesta logra
erradicarla, pero si no puede hacerlo, entonces intentara contenerla hasta que
los mecanismos propios de la inmunidad adaptativa sean operativos, proceso
gue suele demorar alrededor de una semana. Por otro lado, las células que

desencadenan esta respuesta innata son las encargadas de orientar el perfil de
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la respuesta inmunitaria adaptativa, principalmente a través del accionar de las
CDs*%,

Para la deteccion de microorganismos, la inmunidad innata utiliza
receptores de reconocimiento de patrones (RRP), que reconocen a moléculas
conservadas de microorganismos y sus productos (denominadas patrones
moleculares asociados a patdégenos o PAMPSs), y también a moléculas
endogenas que indican dafio celular o tisular, llamadas patrones moleculares
asociados a dafio o DAMPs“?. La estrategia utilizada por la inmunidad
adaptativa es diferente, dado que, tanto linfocitos B como T, emplean un vasto
repertorio de receptores que difieren en su especificidad y permiten responder a
una gran variedad de situaciones patolégicas con gran eficiencia®?). Cabe
destacar que este proceso de adquisicidon de receptores antigénicos especificos
de los linfocitos T y B, ocurre durante la ontogenia T y B a través de un proceso
de recombinacion soméatica que no requiere la presencia previa del

microorganismo

El desarrollo de la respuesta adaptativa de novo requiere que las CDs
capten y procesen moléculas derivadas del agente microbiano para luego cargar
los péptidos derivados de la digestion en las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH). Estos péptidos, en el contexto de las moléculas del
CMH, seran presentados a los linfocitos T, quienes reconoceran a los mismos a
través del complejo receptor T (TCR). En el caso en el que la presentacion
antigénica se dé en el contexto de las CMH de clase I, s6lo podran activar a los
linfocitos T CD8; en cambio si la presentacion se da en el contexto de las CMH
de clase Il, s6lo podran activar a los linfocitos T helper (Th) o colaboradores.
Ademas, para que la activacion de las células T sea eficiente es necesaria la
presencia de moléculas coestimulatorias en la superficie de las CDs, como CD80
y CD86 que interactian con CD28 presente en la superficie de los linfocitos T; y
también de un microambiente de citocinas secretadas por las células
presentadoras de antigenos (CPA) o por otros tipos celulares circundantes. De
esta manera, para la activacion sostenida en el tiempo de linfocitos T son
necesarias tres sefiales: la sefial de activacion, dada por la interaccion entre el
TCR y el complejo del péptido antigénico-CMH de la superficie de las CDs; la

segunda sefal, dada por las moléculas coestimulatorias que sélo se expresan
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en las CPA profesionales (CDs, macréfagos y linfocitos B); y, por ultimo, la sefial
de diferenciacion atribuida a las diferentes citocinas que induciran la activacion

de las células Th en un perfil funcional particular®,

En cuanto a la activacion de las células B, precisan reconocer a su
antigeno en su conformacion nativa, internalizarlo y presentarlo en el contexto
del CMH de clase Il a un tipo de célula T, los linfocitos Tth (del inglés, T follicular
helper). Estos linfocitos Tfh fueron diferenciados a partir de linfocitos Th virgenes
por accion de CDs que previamente tuvieron que haber procesado y presentado
el mismo antigeno que el linfocito B. De esta manera, una vez diferenciados los
linfocitos Th al perfil Tfh (en un microambiente de citocinas rico en interleucina
[IL] 6 e IL-21), migraran hacia el borde de la zona T-B en los ganglios linfaticos y
colaboraran con la activacion del linfocito B, para que éste se transforme en un
plasmoblasto y luego en un plasmocito productor de anticuerpos. Esta
colaboracién B-T permitira la produccion de grandes cantidades de anticuerpos
especificos contra ese antigeno“’. Entonces, se puede destacar que la
activacion de las células T es necesaria para el desarrollo de la respuesta
humoral adaptativa -0 de anticuerpos- frente a una situacion patoldgica

especifica.

Por lo tanto, existe un vinculo crucial entre la respuesta inmune innata y
la adaptativa que estd dado principalmente por la capacidad de presentar
antigenos y activar linfocitos, proceso en el cual las CDs cumplen una funcion
fundamental ya que son las Unicas CPA profesionales capaces de inducir una

respuesta inmune primaria.

1.3.1. La funcidon de las células dendriticas

Las CDs son un tipo de célula fagocitica del sistema inmunitario que se
encuentra en casi todos los tejidos y deben su nombre a las largas
prolongaciones digitiformes de su membrana celular. Continuamente se hallan
captando moléculas por medio de fagocitosis e ingieren grandes cantidades de
medio extracelular mediante un proceso conocido como macropinocitosis.
Ademas, son las Unicas células capaces de activar a los linfocitos T virgenes, y

con ello poner en marcha la respuesta inmunitaria adaptativa primaria®®.
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El origen de las CDs es muy variado, se producen continuamente a partir
de las células madre hematopoyéticas de la médula 6sea por via tanto mieloide
como linfoide“**%), Los precursores de CDs humanas viajan en la sangre y, a
partir de ellos, se repone la reserva de CDs en los tejidos periféricos“’~*9), a lo
cual también contribuyen los monocitos circulantes especialmente durante los

procesos inflamatorios(®° 5%,

En cuanto a sus marcadores de superficie, no expresan CD3 (marcador
de células T), CD14 (marcador de monocitos y macrofagos), CD19 y CD20
(marcadores de linfocitos B) ni CD56 (marcador de células NK). Desde el punto
de vista fenotipico y funcional se pueden clasificar en dos grandes
subpoblaciones: las CDs convencionales y las plasmocitoides. Las primeras
expresan CD11c, pero no CD123, y su funcion es la de activar a los linfocitos T
virgenes y orientar el curso de la inmunidad adaptativa. Por el contrario, las CDs
plasmocitoides expresan CD123, pero ho CD11c, y cumplen un papel importante
en la fase aguda de las infecciones virales al producir cantidades masivas de
interferones de tipo 1. En este trabajo, cuando se mencionan las CDs se hace

alusion a las de tipo convencional.

En una situacion normal, las CDs fagocitan las moléculas del medio y, a
través de diferentes receptores, extraen las caracteristicas del entorno que estan
censando. Si este se torna peligroso, entonces aumentan la tasa de migracion
hacia los ganglios linfaticos mas cercanos, donde presentan antigenos a los
linfocitos T que, si son capaces de reconocerlos, se activaran, expandiran y
diferenciaran a células efectoras de la respuesta inmunitaria adaptativa. Durante
este proceso de migracion desde la periferia hasta los ganglios linfaticos
regionales es posible reconocer diferentes estados funcionales en las CDs que
van desde la inmadurez hasta un estado completamente maduro. Las CDs
inmaduras se caracterizan por la expresion de un amplio repertorio de receptores
RRP, de citocinas y de quemoquinas, y por su alta capacidad endocitica y de
procesamiento antigénico; es decir, se encuentran censando continuamente el
microambiente circundante y procesando de manera proteolitica los péptidos
endocitados. Ademas, poseen una baja capacidad de presentar antigenos a los
linfocitos T virgenes, debido a que expresan en sus membranas bajos niveles de

las moléculas de clase | y Il del CMH y de moléculas coestimuladoras. La
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activacion de las CDs mediada por sus diversos receptores induce una serie de
cambios conocidos como “maduracion” de las CDs. Este proceso se asocia, en
primer lugar, con la disminucion de E-cadherina, que las mantiene ancladas al
sitio, y el incremento del receptor de quemoquinas CCR7, que dirige la migracion
de las CDs a los ganglios linfaticos. Luego se da la inhibicion de la capacidad
endocitica de la CDs para restringir el repertorio de antigenos a presentar.
También se incrementa la expresion de las moléculas coestimulatorias y CMH
de clase | y Il, y finalmente se produce un conjunto particular de citocinas que
determinara el perfil de diferenciacion de las células efectoras de la respuesta
inmune adaptativa“’“". En la Tabla 1 se resumen las principales funciones y

marcadores expresados en cada tipo de CDs.

Caracteristica CDs inmaduras CDs maduras
e z
Capacidad endocitica V1
Capamdagnc:ieg pé):](i)(foesamlento |Zl X
c;;r,\ggeln)t/allifjia:riicgjéi?cg? IZ'
O g ke m
" eidos peiricos) &
CCRY7 (m;ig?]r%c;ilgg)a ganglio |ZI
CD83 (qu;rgj:j;r)de CDs |Zl

Tabla 1: Caracteristicas fenotipicas vy fisiolégicas de las células dendriticas inmaduras y
maduras. Se mencionan los principales rasgos que determinan el estado de las CDs. Las
M representan alta expresion o capacidad, mientras que las ¥ indican baja o nula
expresion o capacidad.

En resumen, las CDs son células especializadas en iniciar las respuestas
inmunes adaptativas efectivas frente a una situacion patoldgica, dado que,
ademas de tener la capacidad de presentar antigenos, “interpretan” las
propiedades de su microentorno segun el conjunto particular de RRP que se

activen en ellas.
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1.3.2. El rol de los monocitos

Los monocitos son un tipo de leucocito mononuclear circulante muy
importante en la respuesta inmunitaria, que se encuentran en la sangre y el bazo,
aunque su mayor reservorio es la médula 6sea®”. Aumentan en condiciones
inflamatorias como la aterosclerosis®® y el cancer® vy participan en la
homeostasis del cuerpo debido a que su capacidad fagocitica les permite

remover células apoptéticas y otras sustancias toxicas .

Por otro lado, los monocitos también pueden vincular la inflamacién y la
respuesta innata con las respuestas inmunes adaptativas. De hecho, la funcion
mas conocida de estas células es la de actuar como un importante reservorio
sistémico de precursores mieloides para la renovacion de algunos macréfagos y
CDs tisulares®”, aunque esta renovacién no dependa exclusivamente de los
monocitos sanguineos®®°>"), Cabe destacar que los macréfagos son células de
vida media larga de gran plasticidad, dotadas de una alta capacidad fagocitica y
microbicida, dado que expresan diversos receptores que reconocen PAMPS,
opsoninas, citocinas y quemoquinas“?. También es importante tener en cuenta
gue existe una poblacion de células macrofagicas, denominados macréfagos
tisulares, presentes en diferentes érganos y sistemas, que derivan de los
progenitores embrionarios y tienen capacidad de auto-renovacion local; es decir

gue no provienen de los monocitos circulantes.

En circunstancias normales, los monocitos y otros leucocitos fluyen por el
centro de vasos sanguineos de pequefio calibre, donde el flujo de sangre es mas
rapido. En un contexto patoldgico, los vasos se dilatan y el flujo sanguineo mas
lento permite que los leucocitos salgan del centro del vaso e interactien con el
endotelio vascular para asi abandonar el torrente sanguineo -proceso conocido
como extravasacion- y migrar al tejido inflamado. Cabe destacar que, incluso en
ausencia de infeccion, los monocitos migran de manera continua hacia los
tejidos. Durante una respuesta inflamatoria, la induccion de moléculas de
adhesion sobre las células endoteliales activadas por la noxa, asi como cambios
inducidos en las moléculas de adhesién expresadas sobre leucocitos, reclutan
grandes numeros de leucocitos circulantes, al principio neutréfilos y mas tarde

monocitos, hacia el sitio de inflamacion. Basicamente, primero interactian con
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las moléculas de adhesion de las células endoteliales de la pared del vaso
sanguineo, lo que permite la adherencia a las mismas, y luego, reciben sefales
de las quemoquinas unidas a este endotelio para que el monocito migre a través
del endotelio hacia el tejido subyacente. Alli, dependiendo de las sefiales que
reciban desde el ambiente, se diferenciaran a macrofagos o a CDs y continuaran
migrando bajo la influencia de las quemoquinas liberadas durante la respuesta
inflamatoria. Por ejemplo, in vitro se ha demostrado que el factor estimulador de
las colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF, del inglés Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor) es una citocina que junto con la IL-4
inducen la diferenciacion del monocito hacia CDs, mientras que el factor
estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF, del inglés Macrophage Colony
Stimulating Factor) es una citocina que induce la diferenciacién hacia

macroéfagos®).

Los monocitos humanos se caracterizan por la expresion de CD14y CD16
y, segun los niveles de expresidbn de éstos, es posible distinguir tres
subpoblaciones: los clasicos, los intermedios y los no clasicos®®. Ademas, no
expresan marcadores de células T (CD3) ni de células B (CD19 y CD20), por lo
que, para distinguirlos correctamente se puede analizar la presencia de un tercer
marcador, como el CMH de tipo Il ya que no se expresa en células NK o

neutrofilos®©?),

En resumen, los monocitos cumplen funciones fagociticas muy
importantes en sangre periférica, mientras que cuando se extravasan a los
tejidos pueden articular la respuesta inmune con la adaptativa, si se diferencian
a CDs, o contribuir con el desarrollo de la inflamacion, si se induce su

diferenciacion a macréfagos.

1.3.3. Inmunologia del cancer pancreatico

La respuesta inmunitaria del huésped frente a un tumor sdlido se ve
representada por las células inmunes que logran infiltrarlo. Los diferentes tipos
de células inmunitarias infiltrantes ejercen diversos efectos sobre la progresion
del tumor, que pueden variar segun el tipo de cancer y, por lo tanto, afectar el
pronéstico de los pacientes que lo padecen. Esta variedad en los efectos se debe

a que el sistema inmunitario establece un didlogo dinamico con el tumor que le
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permite modificar sus propiedades fenotipicas y funcionales. En la mayoria de
los casos, resulta en la aparicion de variantes tumorales poco inmunogénicas,
las cuales facilitan el crecimiento tumoral al impedir el reconocimiento
inmunitario“"). Asi es como se distingue una funcién dual del sistema inmunitario:
por un lado, reprimiendo la aparicion de las células transformadas o incluso
eliminandolas y por el otro esculpiendo los fenotipos tumorales al ejercer una
fuerza de seleccidn sobre los clones menos inmunogénicos; lo que permitio

proponer la Teoria de la inmunoedicién de los tumores(©Y.

Se reconocen tres etapas en el proceso de inmunoedicion tumoral: la
eliminacién, el equilibrio y el escape. En la fase de eliminacion las células
tumorales son efectivamente reconocidas —por la produccion de alarminas y
neoantigenos que llevan a una respuesta inflamatoria local— y eliminadas por el
sistema inmunitario, esto Ultimo a través de mecanismos citotoxicos mediados
por perforinas y granzimas y por el sistema Fas/Fas ligando. En la eliminacion
participan diferentes componentes de la respuesta innata y adaptativa como los
macrofagos, las células NK, linfocitos T CD4* —principalmente los del perfil Th1—
y T CD8" citotéxicos y la citoquina interferébn gamma, entre otros. Los clones que
no fueron eliminados proceden a una fase de equilibrio o de “latencia” tumoral,
en la que los tumores y el sistema inmunitario se encuentran en un equilibrio
dinamico que mantiene controlada la expansion tumoral y la activaciéon
linfocitaria, seleccionando a las variantes tumorales menos inmunogénicas.
Finalmente, los tumores que ya no son susceptibles al reconocimiento y ataque
inmunitario entran en la fase de escape, la cual suele coincidir con la aparicion

de manifestaciones clinicas asociadas al crecimiento y la progresion tumoral %),

En cuanto al microambiente tumoral del ACDP, se encontr6 que los tipos
de células inmunes infiltrantes detectadas en muestras de pacientes se
correlacionaban con la supervivencia de los mismos. Por ejemplo, se asociaron
con una mayor supervivencia los niveles altos de macréfagos diferenciados en
un perfil proinflamatorio (M1) y de linfocitos T (CD4* y CD8"), y los bajos de
células T regulatorias (Treg) y macréfagos M2 (perfil antiinflamatorio)©*). Cabe
destacar que igualmente, en la mayoria de los pacientes con cancer de pancreas

—en contraste con otros tipos de tumores sélidos—, las células T efectoras
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intratumorales son escasas, mientras que existe una invasién masiva de

leucocitos inmunosupresores en el microambiente tumoral(©%52),

Como se menciond en secciones anteriores, la presencia de CDs en el
foco patoldgico (en este caso el tumor) es esencial para generar una respuesta
inmune especifica y efectiva, hecho que deberia asociarse a un mejor prondéstico
en los pacientes. En cancer de pancreas, se ha demostrado esta correlacion con
el buen prondstico, pero también que las CDs se encuentran en bajas cantidades
en el microambiente tumoral y que a menudo lo hacen en su forma inmadura, lo
que estaria limitando su capacidad de presentar antigenos tumorales a las
células T3, Ademas, recientemente, Hegde et al.®® encontraron que la
ausencia o disfuncibn de CDs en el ACDP puede magnificar respuestas
improductivas de células T, es decir que se diferencian mayoritariamente en un
perfil Th17 en lugar del perfil Th1l (que seria funcional para combatir el tumor); y
gue la migracion de CDs mejora la actividad de las células T CD8* y Thl para
reducir el crecimiento tumoral y aumentar la respuesta a la radioterapia, ademas
de reducir la deposicién de coladgeno —factor muy importante para romper la

barrera del estroma tumoral—.

En cuanto a los monocitos, se vio que aumentan en la sangre y
disminuyen en la médula 6sea de los pacientes con cancer de pancreas y que
esto se asocia con una menor supervivencia luego de la reseccion del tumor©”.
También se ha encontrado que, en ACDP, se diferencian a células
inmunosupresoras o incluso fibroblastos. Por ejemplo, se observé que, en
algunos pacientes, la actividad inmunosupresora de un subconjunto de células
supresoras derivadas de la linea mieloide se limité a un subconjunto de origen
monocitico®®. Por otro lado, en un modelo de ACDP in vitro, se demostré que el
estrés oxidativo induce la transdiferenciacion a miofibroblastos promoviendo asi

la fibrosis y la progresién tumoral y obstaculizando la respuesta inmune(©?,

Resulta evidente que, en simultaneo a las etapas descriptas en la Teoria
de la inmunoedicion, se da una respuesta inmunosupresora desde el tumor que
también modifica fenotipicamente la respuesta inmunitaria e incluso la
“aprovecha” para su beneficio. Por lo tanto, para desarrollar una estrategia que

mejore la respuesta inmune contra el ACDP y que se traduzca en un resultado
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clinico prometedor, se deben centrar los esfuerzos en comprender el papel del
estroma y su interaccion con el microambiente inmunitario para asi aumentar la

densidad de las células T efectoras intratumorales.

1.4. El inhibidor secretorio de proteasas leucocitarias
1.4.1. Caracteristicas generales

El inhibidor secretorio de proteasas leucocitarias (SLPI, del inglés
secretory leukocyte peptidase inhibitor) es un polipéptido altamente catidnico de
11,7 kDa, estable a los &acidos, no glucosilado y compuesto por 132
aminoacidos!’?. Su nombre se debe a la capacidad de inhibir serino proteasas,
incluidas la elastasa y la catepsina G de los neutréfilos humanos, la quimasa y
triptasa derivadas de los mastocitos asi como la tripsina y quimotripsina
pancreaticas!’’~’?), enzimas que degradan proteinas mediante un aminoéacido de
serina en su centro activo. Este inhibidor puede detectarse constitutivamente en
el suero y en los fluidos extravasculares de las mucosas y es producido por
células epiteliales y algunas células inmunes!’®’%., Sin embargo, es posible
encontrar SLPI en el citoplasma'y en el nucleo de las células que no lo producen,
como las CDs y las células B, ya que SLPI extracelular puede atravesar la
membrana celular>7%, Ademas de su actividad antiproteasa —esencial para
proteger los tejidos de la actividad proteolitica en los sitios de inflamacién—, se
han descrito para SLPI actividades pleiotrépicas como microbicida, de

cicatrizacion de heridas, antiinflamatorias y tolerogénicas!’’ /9,

El gen humano de SLPI se encuentra ubicado en el cromosoma 20q12-
13.2, consta de cuatro exones y tres intrones que abarcan aproximadamente 2,6
kb(7?89) y parece no ser polimérfico en su regién codificante’®). La expresion de
SLPI esta modulada por diversos estimulos, que incluyen el lipopolisacarido
(LPS), la elastasa de los neutréfilos y citocinas tanto proinflamatorias como
antiinflamatorias®-%°, que se resumen en la Tahla 2. No se ha detectado un
estado de deficiencia de SLPI en humanos, sin embargo, los ratones nulos para
el gen de SLPI mostraron un deterioro en la cicatrizacién de heridas cutaneas.
Este fendmeno se atribuy6 a la actividad inhibidora de SLPI sobre la elastasa
neutrofilica local, que evita la degradacion de algunas de las proteinas de la

matriz extracelular, como el colageno, los proteoglicanos y la fibronectina®”.
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Ademas, SLPI puede controlar la activacion e inflamacion excesiva de leucocitos
y la alta actividad del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B, por sus
siglas en inglés) y del factor de necrosis tumoral alfa o TNFa©” %%, Otro objetivo
de SLPI es el crecimiento celular, dada la regulacion positiva y negativa que
ejerce sobre genes asociados con el crecimiento, como ciclina D1 y TGF-f3,
respectivamente; ademas de evitar la escision proteolitica de factores de

crecimiento(©8:89),

o Tipo de regulacion
Regulador Actividad sobre SLPI
Componente mayoritario de la membrana externa
de las bacterias Gram negativas
Proteasa de fibras elasticas localizada en los
granulos primarios de los leucocitos Positiva®?)
polimorfonucleares
Citoquina proinflamatoria implicada en la
IL-18 activacion de macrofagos y extravasacion Positiva®®)
leucocitaria, entre otras funciones

LPS Positiva®

Elastasa de
neutrofilos

TNF-a Citoquina pleiotrépica proinflamatoria Positiva®®)
a-defensinas Péptidos antimicrobianos Positiva®*)
Interferén-y Citoquina pleiotropica proinflamatoria Negativa©>
TGF-B Citoquina pleiotrépica antiinflamatoria Negativa©®

Tabla 2: Reguladores de la expresidén de SLPI. Se describen los reguladores positivos y
negativos mas significativos de la expresion de SLPIy sus principales funciones.

La actividad antiinflamatoria de SLPI también estd mediada a través de la
proteccion de I-kB, el inhibidor del factor nuclear kappa B (NF-kB, por sus siglas
en inglés), un elemento de transcripcion que regula genes que promueven la
supervivencia celular, la infiltracion, la quimiorresistencia y la formacion de vasos
sanguineos. Al inhibir la activacion de la via NF-kB, SLPI incapacita a los

macréfagos para liberar citoquinas proinflamatorias y éxido nitrico’>°%.

Sobre el rol de SLPI en la respuesta inmune adaptativa existe consistente
evidencia que sugiere que SLPI podria tener caracteristicas tolerogénicas®*°?.
Se sabe que las CDs son los actores clave en la induccién de respuestas
inmunes eficaces o tolerogénicas, y que una respuesta inmune eficiente, como
la que se desearia en los pacientes con ACDP, requiere la presencia y la funcion
adecuada de las CDs. Llamativamente, se observo que las CDs en los ganglios
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linfaticos cervicales, pero no en los periféricos, expresan SLPI®). Se ha
postulado que la funcion de SLPI en las CDs en el ganglio linfatico de drenaje de
las mucosas es controlar la secrecién de citocinas y evitar el aumento de
moléculas coestimulatorias inducido por productos microbianos. Esto esta
respaldado, en el mismo trabajo, por experimentos realizados con ratones a los
gue se les ha silenciado el gen de SLPI, en donde la administracion nasal de
antigenos aumento la expresion de las moléculas coestimuladoras y secret6
niveles mayores de IL-12, IL-6 y de la proteina quimioatractante de monocitos 1
(MCP-1, por sus siglas en inglés) que los ratones que producen SLPI. Ademas,
quienes llevaron a cabo la investigacion muestran que, en ausencia de SLPI,
hubo una pérdida de tolerancia a los antigenos cuando se administraron junto
con LPS. Por lo tanto, se propuso que la expresion de SLPI por CDs actiia como
un redstato que controla el inicio y la intensidad de la respuesta inmunoldégica.
Esto concuerda con la observacion de que los ratones deficientes en SLPI

muestran una inmunidad adaptativa mejorada‘®*.

Recapitulando, el rol de SLPI no se limita a su funcién antiproteasa sino
que varios estudios sugieren funciones antiinflamatorias y tolerogénicas en
diversos contextos. En la siguiente seccion se detallaran diferentes hallazgos
sobre las funciones que este polipéptido desempefia en algunos tipos de tumores

sélidos.

1.4.2. SLPI y cancer

Numerosas publicaciones, realizadas a partir de estudios en humanos,
han mostrado que la expresion del SLPI se encuentra modulada en el cancer.
Se ha observado aumento o disminucion de la expresion de esta proteina
dependiendo del tipo de tumor. La medicion del nivel sérico de SLPI mostro ser
significativamente mas elevado en pacientes con carcinomas de pulmén, ovario
y gastrico que en los controles sanos, transformandolo en un nuevo biomarcador
pronoéstico de estas patologias®>~7), También, en muestras de tejido de cancer
colorectal se ha observado una correlacion entre los altos niveles de expresion
de SLPI con la progresion y la severidad de la enfermedad®®°°). Por el contrario,
se expresa débilmente en carcinoma nasofaringeo™®?), tumores de vejiga y

algunos carcinomas mamarios Y. A su vez, la sobre-expresion de esta proteina
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se correlaciona con formas mas invasivas y metastasicas de diferentes tumores,
como por ejemplo cierto tipo de carcinoma de mama‘°? y el cancer de ovario®”).
También, en los pacientes con cancer de pancreas se ha demostrado que SLPI
aumenta en el plasma“’® y que su caida inhibe la proliferacién, migracion e
invasion de distintas lineas celulares tumorales de ACDP%Y, lo que sugiere que

SLPI esta asociado con la progresion tumoral en el pancreas.

Respecto a sus efectos sobre otras lineas tumorales, se han observado
acciones opuestas. Por ejemplo, la expresion de SLPI en dos lineas tumorales
de ovario (OVCAR-3 y SKOV-3) disminuye la proliferacion celular*°>), mientras
qgue mostré tener capacidad de estimular la proliferacion de células del
endometrio humano y porcino, razén por la cual podria actuar como un factor
que favorece la transformacion neoplasica’’®. En células de carcinoma
pulmonar, SLPI aumenta la tumorigenicidad y el potencial metastasico siendo

estos fendmenos dependientes de su actividad anti-elastasa™®”).

La progresion del tumor generalmente se asocia con una extensa
remodelacion tisular para proporcionar un entorno adecuado para el crecimiento
tumoral, la angiogénesis, la invasion y la metastasis de las células
cancerosas''®, De hecho, debido a su capacidad para activar y liberar citocinas
y factores de crecimiento y para degradar componentes de la matriz extracelular,
las proteasas son necesarias para proporcionar condiciones 6ptimas para el
crecimiento y la invasién de células cancerosas y endoteliales. La expresion de
los correspondientes inhibidores de proteasas en tumores es una forma de
controlar la actividad de estas enzimas y, por tanto, se espera que sean
antimalignos*“?). Sin embargo, como se detall6 anteriormente, en varios tumores
el aumento en los niveles de SLPI se asocia a un aumento de la malignidad
tumoral. Aln no se conocen con certeza los mecanismos por los cuales SLPI
facilitaria la progresion del tumor, pero esto evidencia la necesidad de no limitar
la funcion de SLPI a su actividad antiproteasa sino de resaltar su caracteristica
pleiotropia. Asi es como algunas publicaciones sugieren que podrian estar
involucrados mecanismos que favorecerian la angiogénesis*'?; otras en
cambio, que la ausencia o inhibicién de la funcién anti-proteasa de SLPI podria
promover la diseminacion del tumor por permitir la degradacién del tejido

circundante por parte de las proteasas secretadas por las células malignas
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Por otro lado, basandose en las funciones de inmunomodulador de SLPI, se ha
planteado que la expresion de la proteina le proporciona a los tumores un
mecanismo para evadir la infiltracién por las células del sistema inmune®'?),
ademas de ejercer una inmunosupresion generalizada al actuar como inhibidor
de NF-kB™**2),

A pesar de estas evidencias que sugieren un efecto protumoral del SLPI,
en trabajos previos en nuestro laboratorio se informd sobre una actividad
antitumoral de SLPI en tumores mamarios pero no asi en tumores de colon. Los
mecanismos que subyacen a esta actividad antitumoral del SLPI eran mediados
por un efecto sobre la apoptosis, ya que cultivos de lineas celulares de tumor
mamario tratados con SLPI eran mas propensos a la apoptosis que la linea
control. In vivo, la administracion de clones de células tumorales mamarias
murinas capaces de sobre-expresar SLPI, no desarrollaban tumores en sus
huéspedes. De esta manera, se propuso a SLPI como una nueva herramienta

terapéutica para ciertos tumores de mama‘'%.

Asimismo, estudiamos la relacién de SLPI con los tumores de pancreas
utilizando una estrategia diferente a la de los trabajos en cancer de mama. Estos
resultados recientes -aun no publicados- sobre el analisis bioinformatico del
transcriptoma de xenoinjertos de ACDP humanos evidenciaron una asociacion
entre la expresion del ARNm de SLPI con genes vinculados al tumor y a la
respuesta inmune (Figura 3). Ademas, el analisis del secretoma de 38 lineas
celulares primarias obtenidas de pacientes con ACDP (Figura 4) mostré una
asociacion entre la expresion proteica de SLPI con proteinas vinculadas a
mecanismos de evasién de la respuesta inmune antitumoral (100 proteinas
relacionadas con la migracién y la invasion y ciertas funciones inmunoldgicas).
Esto evidencio una fuerte asociacion entre SLPI, M-CSF y Galectina-3 (molécula
importante para las adhesiones célula-célula y célula-matriz, la activacion de
macrofagos, angiogénesis, metastasis, entre otras). Teniendo en cuenta que
CSF-1 y la Galectina-3 deterioran la diferenciacion de las CDs, seria posible
hipotetizar que éste podria ser un nuevo mecanismo de evasion de la respuesta

antitumoral en el cancer de pancreas.
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Figura 3: Asociacion entre la expresidn del ARNm de SLPI en adenocarcinoma pancreatico
con genes vinculados al tumor y a la respuesta inmune. Representacion del mapa de calor

Chemokine signaling pathway
Cytokine-cytokine receptor interaction

Leukocyte transendothelial migration
Natural killer cell mediated cytotoxicity
Pathways in cancer

Whntsignaling pathway

TGF-beta signaling pathway
- Antigen processing and presentation

i

i —‘

del transcriptoma obtenido a partir de xenoinjertos de adenocarcinomas pancreaticos
humanos. La secuenciacion del ARN se realizd en 76 xenoinjertos de ACDP. Los recuentos
de genes se normalizaron y se calculd el analisis de componentes independientes (ICA)
utilizando el algoritmo JADE en el conjunto de datos de referencia (Pacaomics). ICA
proporciona una descomposicién de la matriz de expresion X = A.S. siendo "A" la matriz
de mezcla que contiene la influencia de los componentes en las muestras y “S”, la
contribucion de cada gen a los componentes. En este estudio, el ICA descompuso el
transcriptoma en 3 componentes y focalizamos el estudio en el componente que mejor
se correlaciona con el gen de SLPI. Finalmente, realizamos un analisis de enriquecimiento
del conjunto de genes sobre la contribucion del gen al componente ICA seleccionado
utilizando el paquete fGSEA. Se observa una asociacién entre la expresion de SLPI con 3
grupos principales de genes funcionales involucrados en: i) las vias inmunoldgicas (de
sefializacion de quimiocinas, interaccidén citocina-receptor de citocinas, migracion
transendotelial de leucocitos y vias de citotoxicidad mediadas por células NK); ii) las vias
en cancer (de sefializacion de Wnty TGF-B); yiii) las vias de procesamiento y presentacion
antigénica.
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Figura 4: Asociacidén entre la expresiéon proteica de SLPI con proteinas vinculadas a
mecanismos de evasidon de la respuesta inmune antitumoral. Se amplificaron 38 lineas
celulares y se obtuvo el medio de cada linea celular, los cuales fueron concentrados y
analizados en una plataforma protedmica para su analisis por LC-MS/MS (cromatografia
liquida y espectrometria de masas doble tandem). Los resultados de la plataforma
protedmica, que incluyen todas las proteinas identificadas asociadas con la intensidad
maxima de cada muestra (cuantificacidn relativa), se analizaron utilizando el programa
Perseus para realizar agrupaciones, con el fin de identificar patrones de proteinas
especificos. La imagen muestra todas las proteinas asociadas con SLPI (valor g <0.03)
involucradas en la respuesta inmune y la migracion de acuerdo con la ontologia genética
y el proceso bioldgico. Se reconocen factores que relacionados con mecanismos de
evasion inmune tumoral, como con monocitos/macréfagos y funcion y fenotipo de
células dendriticas (CSF1, SECTM1 y LGALS3), factores antiinflamatorios (ILIRN) vy
moléculas reguladoras del complemento (CD59, CD55, CD46) y de la actividad de células
NK y CD8+ (Fas, PVR, PVRL2). La agrupacion se realizé con el protocolo de similitud de

coseno.

En sintesis, actualmente existen controversias sobre el posible rol que
SLPI cumpliria en los procesos tumorales, dada su dualidad en la actividad pro

o antitumoral. Por lo tanto, estos datos sugieren que no es posible generalizar
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los hallazgos relacionados con la expresion y funcion de SLPI solo en un tipo
anico de cancer, ya que su expresion y modulacion parece ser especifica del
tumor. Por lo tanto, es de gran importancia determinar cual es su efecto directo
en el ambiente tumoral pancreatico, es decir, tanto en las células tumorales como
en las células y mediadores de la respuesta inmunoldgica (especialmente las
CDs); ya que esta molécula pareceria ser un factor relevante en el mecanismo
de evasion de la respuesta inmune antitumoral en el pancreas y, por lo tanto, un
blanco terapéutico prometedor para el desarrollo de una inmunoterapia para
pacientes con ACDP.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Los pacientes con cancer de pancreas tienen niveles elevados de SLPI y

gue dicha molécula altera la diferenciacion de monocitos humanos en CDs.

2.2. Objetivo general

Cuantificar SLPI y examinar su funcion en el cancer de pancreas, tanto

como indicador de caracteristicas clinicas como sobre la respuesta inmune.

2.3. Objetivos especificos

1. Determinar SLPI en el plasma de pacientes con cancer de pancreas a través
de un ensayo de ELISA sandwich.

2. Correlacionar los valores de SLPI con datos clinicos de progresion tumoral.
Purificar SLPI recombinante humano (rhSLPI) a partir de bacterias E. coli.
Diferenciar los monocitos humanos de sangre periférica a CDs con IL-4 +
GM-CSF en presencia o0 no de rhSLPI.

5. Analizar y cuantificar la produccién de SLPI por diferentes lineas celulares
de ACDP.

6. Examinar el efecto de la co-incubacion de lineas tumorales pancreaticas

productoras o no de SLPI sobre la diferenciacion de monocitos a CDs.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Pacientes

Los pacientes de los que se obtuvieron las muestras de plasma se
agrupan bajo el ensayo clinico del Instituto Paoli-Calmettes (Marseille, Francia),
identificador ClinicalTrials.gov: NCT01692873. Cabe destacar que esta parte del
proyecto se realiz6 de manera colaborativa con el Dr. Juan lovanna
perteneciente al instituto mencionado anteriormente. Los formularios de
consentimiento informado de cada paciente se recopilaron y registraron en una
base de datos central. Las caracteristicas demograficas y clinicas de los
pacientes se registraron en una base de datos y se muestran en la Tabla 3 (ver
seccion 4.1.1).

3.2. ELISA sandwich para SLPI

Se utilizo el suero almacenado a -80 °C de 44 pacientes con cancer de
pancreas y de 26 de adultos sanos. Estos sueros, obtenidos durante el periodo
2014-2017 y almacenados en Francia, fueron enviados a nuestro laboratorio
para realizar las determinaciones. El SLPI sérico se determiné mediante ELISA
tipo sdndwich siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D, Minneapolis, EE.
UU.). La absorbancia se ley6 en un lector de placas (Rayto, China) a 450 nm con
una resta de 630 nm.

3.3. Obtencion de SLPI recombinante humano

Se utilizaron bacterias E. coli BL21-Codon Plus-RIL (Stratagene)
productoras de rhSLPI, generadas en nuestro laboratorio y almacenadas a -70
°C. Las mismas poseen un vector de expresion pET22b+ (Novagen). Este
plasmido tiene el promotor Lac (inducible por isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido, IPTG) y 6 histidinas afiadidas en el extremo C-terminal para

la etapa de purificacion.

A partir de estas bacterias se obtuvo un precultivo inoculando 7,5 ml de
medio LB (Luria Broth) estéril con ampicilina (100 ug/ml) y cloranfenicol (50
pg/ml). EI mismo se incubo durante toda una noche con agitacion constante a 37

°C. Al dia siguiente, 500 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) vy
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cloranfenicol (50 pug/ml) se inocul6 con 5 ml del precultivo anterior. Este se dejo
crecer a una temperatura de 37 °C con agitacion constante hasta alcanzar una
densidad optica de 0,6 medida a 600 nm. Alcanzado este valor, se indujo la
expresion de SLPI mediante el agregado IPTG (isopropiltiogalactdsido) a una
concentracion final de 1 mM. La induccion se mantuvo durante 3 h a una
temperatura de 28 °C con agitacion constante. Luego, el cultivo se centrifugé a
7000 rpm durante 7 min (centrifuga tipo Sorvall ST16, con rotor de angulo fijo y
tubos conicos de 50 ml) y el pellet se fraccion6 y se almacené a -20 °C para su

posterior purificacion.

Los pellets se resuspendieron en 2 ml de buffer de lisis (NaH2PO4 50 mM,
NaCl 1 M, Imidazol 10 mM; pH 8) y se agrego lisozima hasta llegar a una
concentracion final de 1 mg/ml. También se incorpor6 DNAsa y RNAsa a una
concentracion final de 10 ug/ml. Se dej6 actuar a estas enzimas durante 30 min.
Finalmente, las bacterias fueron lisadas por ultrasonido con 7 pulsos de 60 Watts
de 30 seg de duracion en un sonicador. Todo el procedimiento se realiz6 en hielo
para evitar la protedlisis. Luego, el lisado se centrifugé a 10.000 g durante 30 min
a una temperatura de 4 °C. La fraccion soluble se recuper6 y se adicioné a 800
pl de resina de Niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA), previamente equilibrada en
buffer de lisis, y se incub6 durante 1 h a 4 °C. Durante este tiempo se produjo la
unién de la cola de 6 histidinas de SLPI al Ni*? inmovilizado de la resina.
Posteriormente, se realizaron dos lavados de 15 ml con “buffer de lavado 20”
(NaH2PO4 50 mM, NaCl 1M e Imidazol 20 mM, pH 8); luego otros dos lavados
con 15 ml de “buffer de lavado 40” (NaH2PO4 50 mM, NaCl 1M e Imidazol 40
mM, pH 8); y por ultimo dos lavados de 5 ml con “buffer lavado 75” (NaH2POa4 50
mM, NaCl 1 M e Imidazol 75 mM, pH 8). Finalmente, SLPI fue eluido de la resina
por el agregado de 2 ml de la solucion “elusion 250” (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300
mM, Imidazol 250 mM, pH 8). La elusidon se repitid tres veces para obtener el

mayor rendimiento posible.

Para determinar la pureza de rhSLPI se realizo una electroforesis en gel
de acrilamida (15%) en condiciones desnaturalizantes para las muestras
obtenidas en la purificacion de SLPI. Cada una de las muestras correspondientes
a los diferentes pasos de la expresion y purificacién se trataron con buffer de

siembra (0,5% SDS, 1,5% glicerol) y B-mercaptoetanol. Las proteinas se
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desnaturalizaron por calor (95 °C, 5 min). La corrida se realizé a 100 V durante
20 min aproximadamente y luego el gel se tifi6 con Coomasie-blue durante 30
min. Las bandas se observaron realizando sucesivos lavados con una solucién
al 7% de &cido acético. Finalmente, se digitaliz6é una foto del gel para su posterior
andlisis con el programa ImageJ v1.52a. El rhSLPI asi obtenido se encontrd en
una solucion 250 mM de Imidazol. Finalmente, con el objeto de disminuir la
concentracion de imidazol, las muestras se dializaron en un buffer fosfato

conteniendo 2,5 mM de imidazol (ver més abajo).

3.3.1. Didlisis de SLPIy elusién por Polimixina B

Se utilizé una membrana de dialisis con un tamafio de poro de 10 kDa a
la que se le realizaron sucesivos lavados. En la bolsa de dialisis se introdujeron
2-6 ml de SLPI en buffer de “elusidén 250” y se dejaron dializando toda la noche
a 4 °C en una solucion 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 7,6 y con una
concentracion de Imidazol que varié segun el volumen de SLPI a dializar para
obtener, al final de la dialisis, SLPI en buffer 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl y
2,5 mM Imidazol a un pH de 7,6. Toda la didlisis se realiz6 con material
previamente esterilizado. Luego, la muestra con SLPI se eluy6 por una columna
de Polimixina B - Agarosa (Sigma, St. Louis, MO, USA) para eliminar restos de
LPS. Los niveles de LPS fueron evaluados usando el test de Limulus (Pyrotell —
Associates of Cape Cod, Falmouth, MA, USA).

3.3.2. Actividad anti-serinoproteasa

Los ensayos de inhibicién de Tripsina se realizaron utilizando el sustrato
cromogénico N-succinil-Ala—Ala—Pro—Phe-p-nitroanilida (Sigma, Ma) que al ser
clivado por la tripsina genera un producto de color amarillo, el p-nitroanilida. La
proteina recombinante obtenida en la purificacion se incub6 con diferentes
concentraciones de tripsina (0.02 — 0.05 %) durante 5 min a 37 °C. Finalmente,
se agregaron 40 ml de una solucidon que contendra el sustrato cromogeénico
diluido 1:80 en buffer Tris (50 mM) pH 7,4. La absorbancia se midié a 405 nm

cada 2 min durante 20 min.
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3.3.3. Cuantificacion de la concentracion de proteina

Se construyd una curva de calibracion con diluciones seriadas de
albumina sérica bovina (BSA, 0-250 pug/ml) en buffer “elusion 250” o en buffer de
dialisis. En microplacas de 96 pozos (fondo plano), se colocaron 50 ml de las
diluciones de BSA y las distintas muestras de SLPI. Luego se agregaron 50 ml
de la solucién obtenida con 50 partes del reactivo A, 48 partes de B y 2 partes
de C del Kit de MicroBCA (Pierce, USA). La placa se incubé durante 1 h a 37 °C
después de lo cual se leyé a 550 nm en el lector de ELISA. Se graficé una curva
de concentracion en funcion de la densidad Optica. Finalmente, se obtuvo el valor
de la concentracion de SLPI calculando la pendiente y la ordenada de origen de
la curva como [SLPI] = (DO550 mm de SLPI-B)/pendiente. Como producto final
de las distintas purificaciones realizadas se obtuvo SLPI en concentraciones que
variaron entre 40 y 200 pg/ml diluidas en buffer 50 mM NaH2PO4, 300 mM Nacl,
2,5 mM Imidazol y pH de 7,6. El SLPI generado tuvo la capacidad para inhibir la
accion de la tripsina en los ensayos de actividad inhibitoria. En la Figura 5 se
presenta un diagrama de flujo de la produccién de rhSLPI y los analisis que se

realizan previo a su utilizacion en los experimentos.
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Figura 5: Diagrama de flujo de la produccion de rhSLPI. Se indican los principales pasos y
analisis que se realizan en la obtencién de rhSLPI.

3.4. Obtencion de monocitos circulantes

Se obtuvieron leucocitos de sangre periférica humana a partir de 10 “buffy
coats” donadas por el servicio de hemoterapia del Hospital Churraca (CABA).
Por un gradiente de Ficoll-hypaque, se aislaron las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) vy, utilizando particulas magnéticas (dynabeads,
Thermofisher) conjugadas a anticuerpos monoclonales para CD3, CD19 y CD56,
se realizo la seleccion negativa de los monaocitos circulantes. La pureza de la
poblacion de monocitos se determind por citometria de flujo, midiendo la
expresion en la membrana de CD14 utilizando un anticuerpo monoclonal
marcado con fluorocromo (FITC o PE). El citbmetro de flujo fue un Accuri C6Plus

y la fluorescencia se estudio utilizando el programa FlowJo™ v7.6.2.
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3.5. Diferenciacion de monocitos a CDs

Obtenidos los monocitos, como se detalld6 previamente, se
resuspendieron en RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) suplementado
con L-glutamina (2 ng/ml), gentamicina (40 ug/ml), GM-CSF (800 U/ml), IL-4 (500
U/ml) y 10% de suero bovino fetal (Gibco, Grand Island, NY, USA) inactivado en
presencia y ausencia de SLPI (0.4-4 pg/ml). Se cultivaron aproximadamente
20x1068 células en placas de Petri de 100 x 20 mm durante 5 dias en estufa a 37
°Cy 5 % CO:.. La diferenciacion de los monocitos a CDs fue confirmada mediante
inmunomarcaciones para CD14 (caracteristico de monocitos y ausente en CDs),
moléculas coestimulatorias (CD86) y CMH de clase | y Il; las que fueron
analizadas por citometria de flujo. El citbmetro de flujo y el programa para

analizar la fluorescencia fue el mismo que el detallado en la seccién anterior.

3.6. Cultivo de lineas celulares de ACDP y cuantificacion de SLPI

Se utilizaron dos lineas celulares de adenocarcinoma pancreético: MIA
PaCa-2 y BxPC-3, obtenidas de la ATCC (American Type Culture Collection).
Las células se cultivaron en DMEM/F-12 suplementado con 1,22 mg/ml de
nicotinamida, 5 mg/ml de glucosa, 5% de ITS*, 100 pg/ml de gentamicina, 5% de
Nu-suero IV, 25 pg/ml de extracto pituitario bovino (EPB), 20 ng/ml de factor de
crecimiento epidérmico (EGF), T3 50 nM, dexametasona 1 uM y 100 ng/ml de
toxina de célera; y se incubaron a 37 °C en una incubadora (gaseada, Binder)
de CO:2 al 5%. La produccion de SLPI se analizé utilizando un ensayo de ELISA
sandwich de acuerdo con las condiciones del fabricante, en los medios
condicionados de las células MIA PAca-2 y BxPC-3. Los medios condicionados
se generaron incubando las células (10%/pocillo) en presencia o ausencia de
suero bovino fetal por 24 h en las condiciones descriptas mas arriba. Una vez
cosechados los medios, estos fueron centrifugados (1200 rpm, 10 min), e
inmediatamente almacenados en alicuotas a -70 °C, hasta realizar el ensayo de

ELISA sandwich. La absorbancia se ley6 en un lector de placas a 450 nm.

3.7. Co-cultivo de monocitos y células tumorales

Los monocitos fueron puestos a diferenciar a CDs en presencia de IL-4 y
GM-CSF, tal como se detall6 anteriormente, y fueron colocados en la parte

superior de un Transwell (separados por filtros de policarbonato de 0,4 mm) en
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tanto que en la parte inferior se cultivaron las lineas celulares tumorales
pancreaticas productoras o no de SLPIl. El ensayo de diferenciacion de
monocitos a CDs se realiz6 a 37°C durante 5 dias. Finalizado el periodo de
incubacion, se recuperaron las células de la parte superior del Transwell y se
estudié CD14, la molécula de superficie caracteristica de los monocitos. Las
inmunomarcaciones fueron analizadas por citometria de flujo, utilizando un
citometro Accuri C6Plus y anticuerpos conjugados al fluorocromo PE. En todos
los casos se utilizaron controles de isotipo. Es importante sefialar que con este
ensayo no se intentaron estudiar en profundidad las caracteristicas de las CDs
sino tener un prueba simple y rapida que permita evaluar, en un futuro, la accion

inhibitoria de SLPI en la diferenciacion de monocitos a CDs.

3.8. Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como media + desviacion estandar o
mediana (rango intercuartilico) como se indica en cada figura o tabla. Las
diferencias estadisticas entre los grupos experimentales se calcularon mediante
GraphPad Prism versién 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
California, EE.UU). El andlisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el
analisis de la varianza (ANOVA) y para la comparacion entre medias se utilizaron
las pruebas de Tukey y t de Welch segun correspondié a cada experimento.
También se utilizaron las pruebas de Chi-cuadrado, Kruskal-Wallis y Fisher's
exact tal como se detalla en cada figura y tabla. Los graficos fueron generados
por GraphPad Prism versién 5.00 (GraphPad Software, San Diego, California,
EE.UU) considerando como significativo un valor de p < 0,05 (*) y, como

altamente significativo, un valor de p < 0,01 (**), p < 0,005 (***) y p < 0,0001
(****).
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4. RESULTADOS

4.1. Seccion I: evaluacion de la cuantificacion de SLPI sérico
4.1.1. Analisis de los niveles plasmaticos de SLPI en los pacientes con ACDP

El grupo de estudio analizado incluyé 44 pacientes con ACDP y 26
voluntarios sanos como controles. Los datos clinicos y demogréficos de los
pacientes con ACDP se resumen en la Tabla 3, en donde se destaca una edad
promedio de 69 afos (el rango etario abarca desde los 42 a los 85 afios), con
similar representacion de ambos sexos, indice de masa corporal (IMC) con
sobrepeso para algunos pacientes y concentraciones de bilirrubina total -directa
e indirecta- superiores a los valores normales en adultos. Por otro lado, también
se evaluaron factores de riesgo habituales, es decir si presentan antecedentes
de diabetes o de tabaquismo. Notablemente, encontramos proporciones iguales
de pacientes con o sin antecedentes de diabetes, mientras que la mayoria no
presenté antecedentes de tabaquismo. En cuanto a los datos de los estadios de
la enfermedad en la que se encontraban los pacientes al inicio del estudio, se
observa una distribucion pareja entre las tres etapas evaluadas (cancer
localizado, localmente avanzado y metastasico). De los 44 pacientes incluidos
en el estudio, s6lo 18 pudieron ser sometidos a cirugia. También, en el andlisis
de la ubicacion anatémica del tumor, se puede observar que un numero
importante de pacientes (27) presentaron el tumor en la cabeza de pancreas, en
tanto que 8 lo presentaron en el cuerpo, 7 en la cola y otros 2 pacientes tuvieron

otras localizaciones mas alla del pancreas.
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Edad (media + DE; afios) 69+£9,3
Sexo (femenino/masculino; %) 52/48
IMC (media + DE, kg/m?) 24 +3/4

Bilirrubina Total (media + DE; mg/dl) 101,8 +111,5
Ubicacion anatomica del tumor (%)

Cabeza (n = 27) 59,1

Cuerpo (n =8) 20,4

Cola(n=7) 16

Otros (n = 2) 4,5
Antecedentes de Diabetes (%)

Si(n=17) 38,6

No (n=17) 38,6

Desconocidos (n = 10) 22,7
Antecedentes de Fumador/a (%)

Si(n=10) 22,7

No (n = 20) 455

Desconocidos (n = 14) 31,8
Estadio de la enfermedad (%)

Localizado (n = 13) 29,5

Localmente avanzado (n = 12) 27,3

Metastasico (n = 15) 34,1

Otro (n = 4) 9,1
Sometidos a cirugia (%)

Si (n =18) 40,9

No (n = 26) 59,1

Tabla 3: Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con ACDP. Se presentan
las principales caracteristicas de los 44 pacientes con cancer pancreatico incluidos en este
estudio. DE: desvio estandar, IMC: indice de masa corporal.

En cuanto a la deteccion de SLPI en el suero con la técnica de ELISA
sandwich, en la Figura 6A se compararon las medias de ambos grupos (sanos y
con ACDP) mediante la prueba t de Welch. Esta prueba asume que se trata de
datos independientes entre si (no apareados) y que provienen de poblaciones
gaussianas, pero no asume que tengan el mismo desvio estandar. Entonces,
con un nivel de significacion del 0,01 % se puede asegurar que los pacientes con
ACDP poseen niveles séricos de SLPI superiores a los de las personas sanas.
Este resultado coincide con un estudio anterior’® en el que se evaluaron los

niveles séricos de SLPI en un grupo de 18 personas con ACDP pero mediante
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una version multiplex del ensayo de ligadura por proximidad (PLA, del inglés

proximity ligation assay).

Debido a la gran dispersion de los valores de SLPI sérico en los pacientes
con cancer pancreatico (Varianzaconacop= 314,02 versus Varianzasanos= 88,29;
significativamente diferentes segun prueba F; p < 0,001), se procedio a evaluar
la distribucion de frecuencia de dichos datos. En la Figura 6B se observa una
distribucion bimodal en la que se distinguen claramente dos grupos de pacientes:
aguellos con niveles de SLPI bajos y aquellos con altos. El valor de corte que
separa a estos dos niveles se establecié arbitrariamente en la mediana de los
datos, 61,5 ng/ml, siendo el valor medio 46,3 + 9y 76,6 £ 8,9 ng/ml para valores
de SLPI bajo y alto, respectivamente. Cabe destacar que, si bien nos referimos
a niveles de SLPI “bajos”, la media de este grupo es significativamente mayor a

la de los controles sanos (prueba de Tukey, p < 0,05; datos no mostrados).
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Figura 6: Concentraciones altas de SLPI en pacientes con ACDP. A) SLPI se midié con ELISA
sandwich en el suero de pacientes con cancer de pancreas y controles sanos; p <0.0001
(****): prueba t de Welch. B) Frecuencia relativa, medida en porcentajes, de los niveles
séricos de SLPI de pacientes con cancer de pancreas. La linea discontinua representa el
punto de corte establecido en 61,5 ng/ml para distinguir entre valores altos o bajos de
SLPl en el suero.

4.1.2. Asociacion entre los niveles de SLPI y las caracteristicas clinicas de los
pacientes con ACDP

Posteriormente, se realiz6 un analisis de correlacion para encontrar

asociaciones entre los niveles de la proteina y algunas de las caracteristicas
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clinicas de los pacientes (Figura 7). En primer lugar, se analizo la localizaciéon
tumoral en aquellos pacientes que tenian alto y bajo nivel de SLPI. En la Figura
7A se puede observar que, si bien el test de Chi-cuadrado no es significativo
(p=0,0684), la mayoria de los pacientes que tienen altos valores séricos de SLPI
presentan tumores localizados en la cabeza del pancreas. Asimismo, una gran
parte de estos mismos pacientes -con altos niveles séricos de SLPI- poseen
tumores avanzados y metastasicos (Figura 7B). Como fue mencionado en la
introduccién, un dato clinico importante es la posibilidad de lograr la reseccion
quirurgica del tumor. Es asi que decidimos analizar, de manera retrospectiva, la
posibilidad de lograr la reseccidn quirdrgica entre los pacientes que tenian
inicialmente niveles altos y niveles bajos de SLPI. En la Figura 7C se puede
observar una tendencia de los pacientes con una alta concentracion sérica de
SLPI (previa a la cirugia) a tener tumores irresecables. Finalmente, se evalud la
correlacion entre las concentraciones séricas de SLPI y el tiempo de recurrencia
o la progresiéon del tumor medida en dias desde el momento del diagnostico
(Figura 7D). Se observé una asociacion inversa (r=-0,4639; p=0.039) entre los
niveles séricos de SLPI y el tiempo de recurrencia o progresion de la
enfermedad, indicando que mayores niveles de SLPI se asociaron a un progreso

mas rapido de la enfermedad.

En general, la mayoria de los pacientes a los que se les detectaron
concentraciones de SLPI superiores a 61,5 ng/ml tuvieron tumores irresecables
localizados en la cabeza del pancreas y enfermedad avanzada o metastasica
con tiempos de recurrencia menores. Por el contrario, aquellos pacientes con
baja concentracion de SLPI, tienden a presentar tumores mas localizados y con
mejor prondstico. En consecuencia, estos resultados sugieren que los niveles
altos de SLPI, al momento del diagndstico, se asocian con un tiempo de
recurrencia mas corto y una mayor velocidad de progresion tumoral, y una

tendencia a presentar una mayor agresividad del tumor.
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Figura 7: Relacién entre los niveles de SLPI y las caracteristicas clinicas de los pacientes
con ACDP. A) Niveles séricos de SLPI en pacientes con localizacion tumoral en diferentes
secciones de pancreas; p = 0.06; prueba de Chi-cuadrado. B) Niveles séricos de SLPI en
pacientes con tumor localizado y avanzado y metastasico; p = 0.056; prueba de Chi-
cuadrado. C) Niveles séricos de SLPI en pacientes con tumores resecables e irresecables;
p = 0.12; prueba de Fisher. D) Correlacién entre los niveles séricos de SLPI al momento
del diagndstico y el tiempo de recurrencia o progresién de la enfermedad; p = 0.0394
coeficiente de correlacién de Pearson de dos colas.

4.2. Seccion II: estudios funcionales de SLPI sobre la respuesta inmune

4.2.1. Efecto de rhSLPI en la diferenciacion de CDs derivadas de monocitos

Actualmente, es bien sabido que una respuesta inmune eficiente requiere

la presencia y la funcion adecuada de las CDs (ver seccion 1.3.1). Por lo tanto,
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decidimos evaluar in vitro si SLPI podria afectar la diferenciacién de monocitos
en CDs. Para esto, se indujo a los monocitos humanos aislados a partir de 10
muestras de sangre periférica de sujetos sanos a diferenciarse a CDs inmaduras
con IL-4 y GM-CSF en presencia o ausencia de rhSLPI. La diferenciacion de
monocitos a CDs fue confirmada luego de 5 dias con la técnica de citometria de
flujo mediante inmunomarcaciones de distintas moléculas de la superficie

celular.

Para determinar la capacidad de SLPI de interferir en la diferenciacion de
monocitos a CDs se utilizaron los marcadores para CD14 (presente en monocitos
y ausente en CDs), moléculas coestimulatorias (CD86) y el CMH de clase | y II
(con mayor expresion en CDs que en monocitos). Para confirmar la especificidad
de union de los anticuerpos utilizados y descartar otras interacciones
inespecificas, se utilizaron controles de isotipo, es decir, anticuerpos que
conservan las caracteristicas inespecificas de cada anticuerpo utilizado (se
representan en histogramas grises). Los resultados se presentan en histogramas
monoparamétricos, en los que se muestra la intensidad media de la expresion
del marcador estudiado versus el numero de células. Entonces, el
desplazamiento de la curva hacia la derecha indica una mayor expresion del
marcador, mientras que la altura del pico corresponde a la frecuencia de las
células con dicha intensidad. En la Figura 8 se muestra que los monocitos
cultivados en presencia de IL-4 y GM-CSF y en ausencia de SLPI (grupo control,
linea punteada) a los 5 dias expresaron CMH de clase | y clase Il y CD86 pero
no CD14, es decir fueron inducidos a diferenciarse segun lo esperado. Sin
embargo, cuando SLPI estaba presente en los cultivos celulares, las células
expresaron niveles similares de CMH clase |, niveles méas bajos de CMH clase I
y CD86, pero niveles mas altos de CD14 en comparacion con las células de
control. Este resultado sugiere que SLPI afectaria negativamente la generacién
de CDs a partir de monocitos. Cabe destacar que los monocitos, como
precursores de CDs, poseen niveles detectables de todas las moléculas
analizadas**>~*'"), por lo que, al inhibir la diferenciacién, no se espera una

disminucién drastica del CMH de clase | y II, ni de CD86.
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Figura 8: Efecto de rhSLPI en la diferenciacidn de células dendriticas. Los monocitos de
sujetos sanos se diferenciaron con IL-4 y GM-CSF en CDs en presencia o en ausencia de 4
ug/ml de SLPI durante 5 dias. Se grafican histogramas de citometria de flujo que muestran
los niveles de expresién de CMH |, CMH I, CD14 y CD86; el histograma gris representa el
control del isotipo, la linea punteada representa las células sin tratamiento y la linea
continua negra representa las células tratadas con SLPI. Se muestra un experimento
representativo de tres experimentos independientes.

4.2.2. Un modelo de estudio in vitro de la funcién de SLPI en el ACDP

Para determinar la relevancia fisiopatoldgica del efecto de SLPI sobre la
diferenciacion a CDs, y considerando que los tejidos tumorales de ACDP
expresan SLPI®%Y), pusimos a punto un modelo in vitro de co-cultivo de lineas
celulares de ACDP con monocitos, a los que se los indujo a diferenciarse a CDs.
En una primera etapa, analizamos la produccion de SLPI por dos tipos de lineas
celulares de ACDP: MIA PaCa-2 y BxPC-3. Estas células se cultivaron durante
24 h en diferentes condiciones (alta y baja confluencia, con y sin suero bovino
fetal) y luego se les analizaron las concentraciones de SLPI mediante un ensayo
de ELISA sandwich en los medios condicionados de las lineas celulares. En la
Figura 9 se observa que la linea MIA PaCa-2 no produjo SLPI detectable por la
técnica mencionada (el rango de deteccion del ensayo empleado es de 0,0625
a 4 ng/ml) en ninguna de las condiciones examinadas. Sin embargo, los medios

condicionados de la linea BxPC-3 cultivadas a alta confluencia mostraron niveles
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detectables de SLPI indistintamente de la presencia o ausencia de suero bovino

fetal en el medio condicionado.
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Figura 9: Produccién de SLPI por lineas tumorales de ACDP en medios condicionados. Los
niveles de SLPI liberados al medio de cultivo por las lineas tumorales MIA PaCa-2 y BxPC-
3 fueron cuantificados con un ensayo de ELISA sandwich. Las células se incubaron por 24
h en medios con o sin suero bovino fetal y en baja o alta confluencia. Se representa la
mediana y el rango intercuartilico de las concentraciones de SLPI detectadas en cada
condicion. La linea discontinua representa el limite de deteccion inferior del ensayo ELISA

sandwich empleado (0,06 ng/ml).

El siguiente paso fue co-incubar monocitos y las lineas celulares de ACDP
productoras o no de SLPI y estudiar la diferenciacion de los monocitos en CDs.
En este modelo de estudio in vitro en el que colocamos monocitos aislados de
sangre periférica humana en la parte superior de un Transwell y por debajo del

mismo cultivamos las dos lineas tumorales pancreaticas (MIA PaCa-2 o BxPC-
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3). Los co-cultivamos durante 5 dias en un medio con IL-4 y GM-CSF para inducir
la diferenciacion a CDs y luego estudiamos por citometria de flujo la presencia

de CD14 en las células de la parte superior del Transwell (Figura 10).

Monocitos + MIA Paca-2 Monocitos sin tratamiento
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Figura 10: Esquema del modelo in vitro propuesto. Para la evaluacion del efecto de SLPI
sobre la diferenciacion de monocitos a CDs en el contexto del cancer pancreatico, se
planted un modelo in vitro en el que se los co-cultivd con células tumorales pancredticas
productoras (BxPC-3) o no (MIA Paca-2) de SLPI, en un medio favorecedor de la
diferenciacion hacia CDs (con IL-4 y GM-CSF). El control negativo consistié en el cultivo
Unicamente de monocitos en un medio con IL-4 y GM-CSF, mientras que en el control
positivo a este cultivo se le administré de manera exégena rhSLPI.

Como controles se utilizaron monocitos en ausencia de células tumorales
y monocitos en ausencia de células tumorales pero en presencia de rhSLPI. Los
resultados se graficaron nuevamente en histogramas de numero de células

versus la intensidad de fluorescencia media para el marcador (CD14).

En la Figura 11 se observa que los monocitos co-cultivados con la linea
BxPC-3 productora de SLPI (histograma naranja) mantienen la expresion de
CD14, ya que altas intensidades de fluorescencia se corresponden con un gran
namero de células. Por el contrario, gran parte de los monocitos co-incubados

con la linea MIA PaCa-2 no productora de SLPI (histograma verde), pierden la
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expresion de CD14, convirtiéndose en CDs, dado que un nimero muy pequefio
de células presenta altas intensidades de fluorescencia para el marcador. La
pérdida de expresion de CD14 también se observa en el control sin linea tumoral
(histograma celeste), en consonancia con los resultados obtenidos en la seccion
4.2.1. En este grafico no se muestra el histograma correspondiente a los

monocitos incubados con IL-4 + GM-CSF en presencia de rhSLPI exdgeno.

Monocitos + [L-4 + GM-
CSF con MIA PaCa-2
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CSF con BxPC-3

Monocitos + IL-4 + / “
GM-CSF f \

Control de Isotipo
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Figura 11: Efecto de SLPI producido por lineas tumorales en la diferenciacién de CDs. Los
monocitos de sujetos sanos se co-incubaron con la linea celular MIA PaCa-2 (histograma
verde), la linea tumoral BxPC-3 (histograma naranja) o sin linea tumoral (histograma
celeste) y se diferenciaron a CDs con IL-4 y GM-CSF durante 5 dias. El histograma rojo
representa el control del isotipo. Se grafican histogramas de citometria de flujo que
muestran los niveles de expresion del marcador de monocitos CD14.

Se puede concluir que SLPI, producido por las células tumorales
pancreaticas, afecta negativamente la diferenciacion de los monocitos en CDs
sugiriendo que SLPI podria ser un mecanismo de evasion de la respuesta

antitumoral en el cancer de pancreas.

40



Discusion

5. DISCUSION

Debido a la alta tasa de mortalidad del ACDP y su incidencia en
aumento®-®), la comprension de la biologia subyacente a este cancer agilizara el
proceso de deteccion y el hallazgo de objetivos para un mejor y mas dirigido

tratamiento.

El sistema inmunolégico juega un papel complejo en el desarrollo y
progresion del cancer de pancreas. Por un lado, la inflamacién de este érgano
(pancreatitis) puede promover la formacion de lesiones premalignas y derivar en
el desarrollo del cancer de pancreas*'¢1°), Por el otro, el ACDP se caracteriza
por un entorno inmunosupresor*?Y), que promueve la progresion y la invasion del
tumor y que se distingue por el reclutamiento y activacion de tipos celulares
inmunosupresores Yy la falta de inmunidad debido a células inmunes defectuosas
o ausentes*?"). En consecuencia, es imperante centrar las investigaciones en la
modulacién del microambiente del tumor pancreético para mejorar la eficacia de

las estrategias inmunoterapéuticas.

En este trabajo, se encontro, en primer lugar, que los pacientes con ACDP
poseian niveles séricos de SLPI superiores a los de las personas sanas (Figura
6A). Si bien esto ya se habia reportado en un estudio anterior'®, en el que se
evalué un nimero menor de pacientes (18 versus 44 pacientes en este trabajo),
aqui identificamos a dos grupos: a) pacientes con niveles séricos menores
tendientes a presentar un mejor pronostico de la enfermedad y b) pacientes que
poseian mayores concentraciones asociadas con un tiempo de recurrencia mas
corto y una mayor velocidad de progresion tumoral (Figura 7). A pesar de que
sélo fue significativa la asociacién entre los niveles de SLPI y el tiempo de
recurrencia o progresion tumoral, consideramos, debido a las claras tendencias
observadas, que es necesario aumentar el n al evaluar las caracteristicas
clinicas (localizacion tumoral, estadio del ACDP y resecabilidad), dada la faltante
de datos de los pacientes. Ademas, al evaluar dentro de cada caracteristica
aguellos pacientes con alto o bajo nivel de SLPI sérico (en tablas de
contingencia), los valores del n para cada grupo se redujeron
considerablemente. Asimismo, es necesario validar en una cohorte mayor no

solo estos datos sino el punto de corte exacto a partir del cual establecer las
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concentraciones bajas o altas de SLPI sérico, dada la evidencia, en otros tipos

de cancer, de que SLPI es un marcador de prondstico eficaz(®>-%.

Aumentar la significancia podria proporcionar resultados novedosos, ya
que otros marcadores de prondstico reportados para el cancer de pancreas
suelen requerir, para su deteccion, técnicas mas invasivas o costosas que las
utilizadas aqui. Por ejemplo, se ha propuesto al ADN tumoral circulante*??), pero
su deteccidn requiere de secuenciacion de proxima generacion y de un analisis
de la media de la frecuencia alélica de las mutaciones detectadas. La expresion
de survivina, una molécula antiapoptoética, detectada por inmunohistoquimica en
los tejidos tumorales de pacientes sometidos a cirugia se asocié a una menor
supervivencia de los mismos?®)., Otro estudio determiné en el mismo tipo de
muestra, que la relacién entre el area del tejido positiva para a-actina (tefiida por
inmunohistoquimica) y el area del tejido positiva para colageno (tefiida con
anilina) también se relaciona con el prondstico de los pacientes*?¥, lo que
destaca el impacto del microambiente en la progresién del cancer y en la
supervivencia del paciente. También se ha sugerido la expresion de un
microARN aberrante, miR-203, medida por ensayos cuantitativos de reaccién en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en los tejidos tumorales, como
un indicador de prondstico"?>). De la misma manera, se han propuesto, como
biomarcadores, pardmetros de la respuesta inflamatoria sistémica. Uno de estos,
es la relacion entre linfocitos y monocitos en sangre periférica que, cuando es
alta, se asocia a una mayor supervivencia de los pacientes con ACDP(%%),
demostrando una fuerte interaccidn entre la progresion y metastasis del cancer
y el sistema de inmunolégico. Ademas, esta relacion sugiere que una cantidad
baja de linfocitos podria ser la razén de una reaccion inmunolégica débil e
insuficiente al tumor y que los monocitos que se infiltran en el tejido tumoral
también tienen un efecto sobre el desarrollo y la progresion tumoral. Es
destacable que en muchos estudios de ACDP el prondstico se evalua solo en
pacientes con enfermedad resecable, mientras que aqui se incluyeron pacientes
en los tres estadios de la enfermedad (resecable o localizado, localmente
avanzado y metastasico). Esto sugiere que SLPI cumple un rol importante en las

diferentes formas del ACDP.
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En este contexto, y al ser un importante inmunomodulador, estudiamos el
efecto de SLPI sobre la diferenciacion de monocitos en CDs, primero utilizando
rhSLPIy luego, en el contexto del ACDP, el polipéptido producido por las células
tumorales pancreéticas. Encontramos que rhSLPI inhibia dicha diferenciacion
(Figura 8) y que las concentraciones de la molécula producida por una linea
celular tumoral eran suficientes para provocar el mismo efecto (Figura 11). Es
importante sefialar, que con estos experimentos no intentamos estudiar en
profundidad las caracteristicas de las CDs sino tener un ensayo simple y rapido
que permita evaluar, en un futuro, el efecto de diversas estrategias inhibitorias
de la accién de SLPI en el contexto del ACDP. Sin embargo, aunque no es un
objetivo de este plan, en caso de querer profundizar los mecanismos de accion
de SLPI sobre la diferenciacion de monocitos a CDs, esto lo podriamos hacer
examinando la capacidad inmunoestimuladora y la expresion de moléculas de

superficie y de factores de transcripcion en las CDs.

Para generar una respuesta inmune antitumoral, es esencial la presencia
de CDs en el microambiente tumoral. De forma similar a los linfocitos infiltrantes
del tumor, esta presencia se asocia con un mejor prondstico en el cancer de
pancreas®>%%, Sin embargo, existen bajos niveles de CDs en el microambiente
tumoral®®). Quizas es posible especular que dichos niveles en el tumor podrian
deberse a la accion aqui descripta para SLPI. De hecho, como se comenta
anteriormente, el peor pronostico se asocia a menores cantidades de CDs en el
foco tumoral y, como hemos reportado, a mayores concentraciones de SLPI
sérico. Sin embargo, es posible que el aumento de SLPI sérico no se atribuya
Unicamente a una mayor produccién de la molécula en el microambiente tumoral,
lo que inicia la incégnita sobre qué tipos celulares fuera del tumor lo estarian
produciendo y porqué. Debido a la heterogeneidad tumoral, seria relevante medir
la produccion de SLPI en biopsias tumorales de pacientes en diferentes estadios
de la enfermedad y asi comprobar si existe una correlacion entre los niveles
locales y sistémicos del inhibidor. Cabe destacar que esto seria muy logico
debido al pequeiio tamafio de SLPI, cualidad que le confiere una mejor difusion

y propiedades cinéticas in vivo(’81?7),

Igualmente, si los monocitos no se estuvieran diferenciando a CDs a

causa de SLPI, entonces es posible plantear varios caminos de diferenciacion.
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Se ha reportado un subconjunto de células mieloides supresoras de origen
monocitico en pacientes con ACDP, con actividad inmunosupresora y que se
caracterizan como células CD14* que expresan STAT3/arginasal®®. Por otro
lado, a partir de experimentos in vitro, se ha postulado que el estrés oxidativo en
el cancer de péncreas podria estar induciendo la transdiferenciacion de
monocitos a miofibroblastos, las células mas prominentes durante la reaccion
desmoplasica en el ACDP %), Ademas, los tejidos de ACDP en humanos estaban
infiltrados por una gran cantidad de macréfagos diferenciados en el pefrfil
antiinflamatorio o M2(*?%), Estos hechos invitan a seguir investigando la funcién
de SLPI en la diferenciacion de monocitos, dado que no sélo podria estar
limitando su diferenciacion en CDs, sino también induciéndola hacia un perfil de
diferenciacion especial o particular. Ademas, seria interesante investigar el
efecto del polipéptido en las CDs ya diferenciadas en el contexto del cancer
pancreatico, ya que se ha demostrado que la funcién de SLPI en las CDs que lo
expresan es controlar la secrecion de citocinas y evitar el aumento de moléculas
coestimulatorias inducido por productos microbianos®®, lo que coincide con la
observacion de CDs en su forma inmadura en el microambiente tumoral del
ACDP©9),

Por otro lado, es interesante pensar qué procesos estan implicados en la
expresion de SLPI en las células tumorales pancreaticas, analizando los
diferentes componentes de las vias implicadas en su regulacion (ver Tabla 2).
Incluso conocer qué vias debajo de SLPI se activan en dichas células, podria
aclarar otros posibles mecanismos de evasion tumoral. Por ejemplo, es bien
conocida la capacidad de SLPI de ejercer una inmunosupresion generalizada al
actuar como un potente inhibidor de la via de NF-kB®1%9) 'y que, también a
través de esta via, es capaz de suprimir la produccion de quimiocinas en
respuesta a sefiales microbianas**”; por lo que asi podria estar evitando el
reclutamiento de células inmunes al nicho tumoral. Como se ha mencionado
anteriormente, otras publicaciones sugieren que podrian estar involucrados
mecanismos que favorecerian la angiogénesis''?, o incluso se podria especular
gue su actividad anti-proteasa estaria favoreciendo la fibrosis excesiva del

ACDP. Con respecto a este Ultimo aspecto, seria relevante evaluar si existe
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alguna asociacion entre los niveles de SLPI en el suero y el aumento de la

desmoplasia en el ACDP.

Como se menciond en secciones anteriores, la mayor parte de las
investigaciones en ACDP se centran en el estudio de la modulacion del
microambiente tumoral para mejorar la eficacia de las estrategias terapéuticas,
especialmente las inmunoterapias. En este sentido, el planteo de la inhibicion de
SLPI pareciera ser una estrategia prometedora, al menos hipotéticamente. En
primer lugar, porque no existe una condicion patolégica asociada con la
deficiencia o ausencia de SLPI en humanos, por lo que su inhibiciéon no causaria
efectos graves a nivel sistémico. Por otro lado, debido a nuestro hallazgo (el
perjuicio de la diferenciacion de monocitos a CDs), al inhibir al polipéptido se
esperaria un aumento de CDs en el tumor y una mejora en la respuesta inmune
adaptativa antitumoral, ya que recientemente se encontré que superar la
deficiencia de CDs en ACDP, tanto en etapas tempranas como avanzadas del
tumor, restaura la inmunidad tumoral y mejora la capacidad de respuesta a la
radioterapia®®. En cuanto a este Ultimo aspecto, inhibir la actividad anti-proteasa
de SLPI ayudaria a quebrar aun mas la barrera del estroma tumoral y a aumentar
la eficacia de otro tipo de terapias (quimio o radioterapia) ya implementadas.
También, determinar el nivel de SLPI sérico que cada paciente presenta, ademas
de ser un posible indicador de prondstico, seria util en la aplicacion de una
medicina personalizada, es decir, podriamos determinar para qué niveles seria

atil administrar un inhibidor de SLPIy cuando no lo seria.

En sintesis, muchos son los aspectos interesantes para seguir estudiando
sobre esta molécula en el cancer de pancreas, especialmente por la urgencia de
una terapia efectiva que aumente la sobrevida de los pacientes que la padecen.
Si bien en este estudio contamos con un numero reducido de sujetos, obtuvimos
una aproximacion alentadora frente a la potencial utilidad de SLPI como un
marcador de prondstico no invasivo en el cancer pancreatico. Asimismo, en este
trabajo abarcamos la hipotesis de que esta molécula podria estar afectando un
punto de inflexion entre las respuestas inmunes innata y adaptativa, como es la
reposicion de CDs en el microambiente tumoral que, ante un andlisis mas
exhaustivo, podria proponerse como blanco terapéutico en el tratamiento del
ACDP.
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6. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que:

1. Los pacientes con ACDP presentan niveles aumentados de SLPI en el suero
con respecto a los niveles de los voluntarios sanos, distinguiéndose en dos
grupos de individuos segun dicha concentracion: pacientes con niveles bajos
y altos de SLPI.

2. Hay una tendencia de los pacientes que presentan niveles altos de SLPI a
también presentar tumores en la cabeza del pancreas, localmente

avanzados o metastasicos y enfermedad no resecable.

3. Existe una correlacion negativa entre el tiempo de recurrencia o progresion

tumoral y la concentracién de SLPI en el suero de los pacientes con ACDP.

4. ElI SLPI exd6geno (rhSLPI) o producido por células tumorales afecta
negativamente la diferenciacion de monocitos hacia células dendriticas,
proponiéndose al polipéptido como un nuevo factor de evasion de la

respuesta antitumoral en el cAncer de pancreas.
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