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Resumen de la tesis que presenta Danna Lyn Arellano Rodriguez como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biotecnologia Marina.

Interacciones entre los linfocitos T y el microambiente de la metastasis dsea de cancer de mama

Resumen aprobado por:

Dr. Pierrick Gerard Jean Fournier
Director de tesis

El cdncer de mama es el cdncer mas frecuente en la poblacién femenina y ademads es una de las principales
causas de muerte en la poblacién general. La letalidad es generalmente causada por la generacién de
metastasis, es decir, cuando el cdncer logra invadir érganos distantes, siendo uno de los principales sitios de
metastasis el hueso. Lamentablemente, la metdstasis dsea no tiene cura, por lo que es importante estudiar
qué factores participan en este proceso para asi poder sugerir nuevos tratamientos como la inmunoterapia,
la cual consiste en incrementar la activacién de los linfocitos T citotdxicos contra las células cancerosas. Sin
embargo, se sabe que los linfocitos T tienen actividad osteoclastogenica en artritis reumatoide y que su
actividad citotdxica puede ser inhibida por factores como TGF-beta y la hipoxia, ambos presentes en el
microambiente de la metdstasis dsea. El analisis de los linfocitos T en la metastasis sea no ha sido explorado
debido a que la mayoria de los modelos de metdstasis dsea utiliza ratones inmunocomprometidos, los cuales
carecen de linfocitos T, para permitir el desarrollo de células humanas. Por lo anterior en el siguiente trabajo
se desarrollé una herramienta que permitird detectar la actividad citotdxica de los linfocitos T citotdxicos
ademads de comenzar a desarrollar un modelo murino singénico de metastasis 6sea donde podra la relacidn
entre los linfocitos T y la metdstasis dsea. Se probd la inoculacion intracardiaca de células PyMT-R221A en
ratdn FVB:CIEA y se confirmd que no desarrollan metdstasis ésea. Mientras que, la inoculacidn intratibial de
células PyMT-R221A en ratones FVB desarrollo lesiones osteoliticas pero en solo el 23% de los ratones
inoculados, por lo que se requieren futuras investigaciones. Por otro lado se transducieron células de cancer
de mama de ratdn PyMT-R221A para que expresaran la enzima 3-galactosidasa, enzima que se puede detectar
en ensayos colorimétricos. Se comprobd su utilidad como herramienta para detectar actividad citotdxica al
colar a las células PyMT-Bgal en contacto con nanoparticulas fotosensibles en un gradiente. Finalmente se
aislaron linfocitos T citotdxicos de ratdn FVB, se activaron in vitro y se comprobd su actividad citotdxica sobre
las células PyMT-Bgal.

Palabras clave: Linfocitos T, cancer, mama, metdstasis dsea, microambiente metdastasis dsea, ensayo de
citotoxicidad de linfocitos T
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Abstract of the thesis presented by Danna Lyn Arellano Rodriguez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Science with orientation Marine Biotechnology

Interactions between T cells and the microenvironment of bone metastases of breast cancer

Abstract approved by:

Dr. Pierrick Gerard Jean Fournier
Thesis Director

Breast cancer is the most frequent type of cancer among women while also being one of the main causes of
death in the general population. Its lethality is generally caused by the generation of metastasis, when the
cancer succeeds in distal organ invasion, being bone one of the main sites for this phenomenon. Regrettably,
bone metastasis has no cure, which is why it is important to study which factors participate in this process so
that we can propose new treatments like immunotherapy that can be designed to increase the activity of T
cells against cancer cells. However it is known that T lymphocytes have osteoclastogenic activity in rheumatoid
arthritis, which could increase the development of bone metastases, and that their cytotoxic activity can be
inhibited by factors such as TGF-B and hypoxia, both present in the bone metastasis microenvironment.
However the role of T cells in bone metastasis is not known since most of breast cancer and bone metastasis
models rely on the use of immunosuppressed mice, which lack T lymphocytes. Thus, our investigation aimed
to the development of a method to detect T lymphocyte cytotoxic activity while also initiating the
development of a bone metastasis syngeneic murine model to analyze the relationship between T
lymphocytes and bone metastasis. The successful intracardiac inoculation of murine breast cancer cells PyMT-
R221A in FVB:CIEA mice confirmed that these cells do not develop bone metastasis through intracardiac
inoculation. On the other hand, intratibial inoculation of PyMT-R221A cells in FVB mice led to osteolytic lesions
in only 23% of mice inoculated leading to the requirement of further investigation. PyMT-R221A cells were
transduced to express B-galactosidase enzyme allowing the detection of substrate hydrolysis for colorimetric
assays. The enzyme’s utility was demonstrated as a tool to detect cytotoxic activity when placing PyMT-Bgal
cells in contact with photosensitive nanoparticles in a gradient. Finally, FVB cytotoxic T lymphocytes were
isolated, activated in vitro and their cytotoxic activity demonstrated on PyMT-Bgal cells.

Keywords: T cells, cancer, breast cancer, bone metastatases, T cell cytotoxic activity assay, bone metastasis
microenvironment
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

La metastasis 6sea tiene grandes efectos perjudiciales en la salud de los pacientes y los Unicos tratamientos
disponibles en la actualidad son tratamientos paliativos, es decir que reducen los sintomas sin curar la

enfermedad.

Los tratamientos con bifosfonatos y Denosumab (anticuerpo anti-RANKL) antiresortivos, con lo que se
disminuyen la progresidn de la metastasis ésea sin aumentar la supervivencia de los pacientes con
metastasis 6sea de cancer de mama (Body et al., 1998). Por lo tanto existe una necesidad de desarrollar
de nuevas terapias que combatan la metdstasis ésea. Una alternativa podria ser la inmunoterapia, ya que

en otros tipos de cancer ya tiene prometedores avances (Blattman y Greenberg, 2004).

La gran meta de la inmunoterapia del cadncer es restaurar o incrementar la habilidad del sistema inmune
de reconocer y eliminar células de cancer in vivo (Blattman y Greenberg, 2004). Las células cancerosas
tienen la habilidad de esconderse o inhibir al sistema inmune. Por esta razén se requiere continuar con el
estudio de las interacciones que se llevan a cabo entre el microambiente de la metdstasis dsea y el sistema

inmune, en la busqueda de blancos terapéuticos.

1.1.1 Cancer

El cdncer tiene gran relevancia en la salud mundial, para el afio 2012 se reportaron 14.1 millones de casos
nuevos y 8.2 millones de muertes a causa de cancer alrededor del mundo (Globocan, 2015). El cancer es
un grupo de enfermedades, en las cuales las células normales se transforman por diferentes causas y
diferentes mecanismos moleculares. Sin embargo, las células cancerigenas comparten las siguientes
caracteristicas: el potencial ilimitado de proliferacidn, la insensibilidad a los inhibidores de crecimiento, la
evasion de la muerte programada, la activacion de la invasidn y metdastasis, evasion del sistema inmune,

entre otras, son conocidos como los marcadores del cancer (Hanahan y Weinberg, 2000).



1.1.2 Cancer de mama

El cdncer de mama es el segundo cancer mds comun en el mundo, con respecto a los casos nuevos de
cancer en 2012. Es por mucho el mds frecuente entre las mujeres, con un estimado de 1.67 millones de

casos, lo cual representa el 25% de los casos nuevos diagnosticados en el 2012 (Globocan, 2015).

En México, el cancer de mama representa el 24.8% de los 82,445 casos nuevos de cancer reportados en la
poblacién femenina, segun las estadisticas publicadas en Globocan en 2012. Ademas, el cancer de mama
causo el 14.2% de las 40,053 muertes en mujeres por cancer en México (Globocan, 2015). Un diagndstico
tardio, es decir, en etapas avanzadas se correlaciona con una tasa reducida de supervivencia. En paises de
Latinoamérica, como México, Colombia y Peru un alto porcentaje (entre el 40-50%) de los casos de cancer
de mama son diagnosticados en etapas metastasicas (en etapas Il y IV) (Justo et al., 2011). Mientras que
en el Norte de Europa, los diagndsticos tardios representan solo el 10% de los casos de cancer de mama

(Justo et al., 2011).

1.1.3 Metastasis

Una caracteristica de todos los tipos de cancer en etapas avanzadas es que generan metdstasis. La
metastasis se define como la migracién y proliferacién de las células tumorales en érganos distantes. La
causa responsable de la mayoria de las muertes por cdncer es la metdstasis, incluso con mayor frecuencia
que por tumor primario (Chambers et al., 2002). El desarrollo de metastasis no es un proceso sencillo. La
diseminacion de las células de un tumor sélido hacia otros érganos del cuerpo es un proceso dificil e
ineficiente para las células. Se estima que solo el 0.01% de las células cancerosas circulantes en sangre
logran metastatizar a érganos distantes (Fidler, 1970). A pesar de que la diseminacion de las células
cancerosas puede ser ineficiente, ésta no es aleatoria, se estima que el 70% de pacientes con cancer de
mama progresivo y el 84% de pacientes con cancer de prostata desarrollardn metastasis 6sea (Coleman,

2001). Para el cancer de mama, los principales sitios son hueso, pulmén y cerebro.

Desde el siglo XIX, Sir Stephen Paget observé la preferencia que existe por algunos érganos viscerales y los
huesos como sitio de metastasis y formulé la teoria de “la semillay el suelo”, la cual nos dice que las células
cancerosas seran la semilla exitosa en el nuevo érgano (el suelo) solo si estan propiamente adaptadas para

este suelo (Paget, 1889). Esta teoria, basada en el analisis de mas de 900 informes de autopsia, ha sido
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reforzada por estudios que demuestran que las células tumorales adquieren un perfil especifico de
expresidon genética, que definen la capacidad de las células cancerosas para metastatizar y proliferar a

tejidos especificos como hueso, pulmones o cerebro (Kang et al., 2003).

1.1.4 Modelos de cancer de mama y metastasis 6sea

Los modelos de metdstasis dsea in vivo han tenido una gran importancia para la comprensidn de este
fendmeno y para el desarrollo de los tratamientos paliativos en la terapia para la misma (Wright et al.,
2016). A diferencia de la osteoporosis, enfermedad para la cual la experimentacién in vivo se puede
representar con un solo modelo aprobado por la FDA, en ratones o ratas ovarectomizadas (Thompson et
al., 1995), los modelos para metastasis 6sea de cancer de mama son variados y la seleccién del modelo
dependerd de la pregunta que quiera resolver el investigador. Sin embargo, no existe un modelo murino
perfecto que pueda representar todas las etapas de la enfermedad que se presenta en los pacientes con
metastasis ésea de cdncer de mama. Seria un ratén con que desarrolla naturalmente un tumor mamario
Yy que genera espontdneamente metdstasis dsea sistematicamente. Desafortunadamente éste modelo no
existe. Existen modelos con ratones transgénicos que generan tumores mamarios espontaneamente, en
ratones MMTV-PyMT o MMTV-Neu (Kim y Baek, 2010) y tumores de prdstata en ratones LADY, pero no se
desarrollan metastasis 6sea en estos ratones o se desarrollan con incidencia muy baja (<10%) (Masumori
et al., 2001). La inoculacion de células cancerosas (i.e., 4T1) en el tejido mamario puede representar la
primera etapa partiendo del tumor primario. Sin embargo, por la cualidad metastatica de estas células,
generan metastasis viscerales, principalmente en pulmdn con lo que la esperanza de vida del ratdn se
reduce considerablemente, y nos limita el tiempo experimental para un buen desarrollo de metastasis
Osea (Pulaski et al., 2001). Esta problematica se resolvié inoculando las células cancerosas por otra via, ya

sea intracardiaca, intravenosa o intratibial (Wright et al., 2016).

Con una inoculacion intracardiaca nos permite analizar procesos como la migracion, el establecimiento, la
proliferacién en ciertos tejidos y las interacciones entre las células cancerosas y las células normales.
Mientras que con una inoculacién intratibial nos permite analizar solamente la proliferacién y la

interaccion entre tumor y hueso, ambos representan estados avanzados de la metdstasis dsea.

Los modelos también pueden variar, si las células de cancer de mama provienen de humano seria un

modelo xendgrafo y si las células de cancer de mama provienen de ratdn (de una cepa endogamica) seria
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un modelo Singénico. Los modelos xendgrafos son ratones que tienen un sistema inmune deficiente
(ratones desnudos, SCID, Ragl”:, Rag2”-, o NOD SCID IL2Rg”"), para que esto permita el crecimiento de
lineas celulares de cancer de mama de humano (MDA-MB-231). Mientras que un modelo singénico son
ratones normales, con un sistema inmune funcional, los cuales son inoculados con células de cancer de
mama de ratén de la misma cepa de la que se aislaron. Por ejemplo, la linea celular de cdncer de mama
4T1 fue aislada de un ratéon Balb/c y se inoculan y forman tumores en ratones Balb/c, o la linea celular de
cancer de mama PyMT que fue aislada de un ratén FVB. Ambos modelos permiten analizar diferentes
etapas de la metdstasis dsea de cancer de mama. Una ventaja que brindan los modelos singénico es que
permiten observar la interaccidon de un sistema inmune normal con las células tumorales en el hueso

(Wright et al., 2016).

1.1.5 Las células de cancer de mama se dirigen al hueso

Estos modelos hicieron posible identificar los factores del ‘suelo’, hipotetizados por Paget, responsables
por el alojamiento preferencial de lineas celulares de cdancer de mama hacia tejidos como pulmén y
nodulos linfaticos; que tiene moléculas quimio atrayentes érgano-especificas (Moore, 2001; Miiller et al.,
2001). Una molécula quimio atrayente es la citocina CXCL12, la cual es expresada en nédulos linfaticos,
pulmén, higado y medula ésea, drganos en los cuales el cancer de mama metastatiza frecuentemente
(Miller et al., 2001). El receptor de ésta citocina es el CXCR4 que se encuentra altamente expresado en
células malignas de cancer de mama. La expresién del receptor CXCR4 por las células de cancer de mama
se relaciona con la eficiente migracidn e invasién inducida por CXCL12, es concebible que las interacciones
CXCL12/CXCR4 contribuyan a la infiltracidn de las células de cancer de mama a la medula ésea (Mdller et
al., 2001). En ratones deficientes para CXCL12 o con células tumorales que no expresan CXCR4, se
comprobd que la cantidad de metastasis se redujo. Por lo tanto las interacciones CXCR4/CXCL12 son vitales
para la metastasis a medula dsea (Miiller et al., 2001). Sin embargo, la sola inhibicién de estos quimio
receptores in vivo, no es suficiente para bloquear totalmente el comportamiento metastdsico de las células

de cancer de mama (Mdiller et al., 2001).

RANKL que se encuentra altamente expresado en el ambiente del hueso podria ser uno de los factores del
‘suelo’, que favorece la migracién de las células cancerosas al hueso (Lacey, 1998; Jones et al., 2006). Jones
y colaboradores (2006) reportaron haber detectado una marcada expresion del receptor RANK en un gran

numero de muestras de tumores primarios de mama, en células cancerosas presentes en metastasis de
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los nédulos linfaticos y también en lineas celulares de cancer de mama y prdstata humanas, que
preferencialmente metastatizan ahueso. Por lo que se sugiere que RANKL tiene un papel importante
induciendo un comportamiento metastdsico en las células cancerosas, activando la migracion celular y la

metastasis tejido-especifico (Jones et al., 2006).

1.1.6 La metastasis 6sea y su ciclo vicioso

Una vez que las células de cancer de mama metastatizan a hueso, ellas provocan el desbalance de la

remodelacidon désea, causando diversas complicaciones como lo son: fracturas patoldgicas, dolor, o

comprension de los nervios de discos lumbares, entre otros (Coleman, 2001).

El metabolismo dseo se caracteriza por estar en constante remodelacién, el cual normalmente se
mantiene en un ajustado balance entre la resorcion del hueso viejo o dafiado y la formacién de hueso
nuevo (Christenson, 1997). Se estima que en los humanos, es remodelado ~10% del total de masa dsea al
afio (Theill et al., 2002). Estos procesos se llevan a cabo por dos tipos de células: los osteoblastos y los
osteoclastos, los cuales provienen de diferentes linajes celulares y procesos de maduracion. Los
osteoclastos se diferencian a partir de células madres hematopoyéticas y son los responsables de la
resorcion osea degradacion de hueso. Por otro lado los osteoblastos provienen de células madres
mesenquimales y estan encargados de la sintesis de matriz ésea o produccion de hueso (Ross, 2000;

Roodman, 1999).

La metastasis 6sea puede causar dos tipos de lesiones: lesiones osteoblasticas o lesiones osteoliticas. Las
lesiones osteoblasticas son caracteristicas de cancer de préstata. Estas lesiones son causadas por el exceso
de actividad de los osteoblastos que genera una formacién anormal del hueso (Kozlow y Guise, 2005). En
cancer de mama las lesiones osteoliticas se caracterizan por un incremento en la actividad de los
osteoclastos y consecuentemente la destruccidn del hueso (Kakonen et al., 2003; Kingsley et al., 2007). En
cancer de mama las lesiones osteoliticas se encuentran en el 80% de los pacientes con enfermedad
metastatica en etapa IV (etapa avanzada, cuando ya invadié otros tejidos) (Kozlow y Guise, 2005). Esta
diferenciacidn es de los dos extremos de las lesiones dseas, ya que existen analisis morfoldgicos que han
revelado que la mayoria de los pacientes con metastasis dsea presentan los dos tipos de lesiones (Mundy,

2002).
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El desbalance en la remodelacidn ésea puede surgir a partir de una gran variedad de causas, entre ellas se
encuentran los cambios hormonales o perturbaciones en los factores de crecimiento y factores
inflamatorios (Theill et al., 2002). La resorcidn ésea depende de la activacién de los osteoclastos, la cual
estd mediada por RANKL y su receptor RANK. RANKL es un factor critico para la diferenciacién de los

osteoclastos y es altamente expresado en el ambiente de la medula 6sea (Lacey, 1998).

Las células de cdncer de mama pueden liberar factores como la proteina relacionada con la hormona
paratiroidea (PTHrP) (Yin et al., 1999), RANKL (Van Poznak et al., 2006), IL-8 (Singh et al., 2007), IL-11 (Kang
et al., 2005), que contribuyen al aumento de la resorcién dsea. El hueso es una fuente de TGF-f3 ya que es
altamente producido por los osteoblastos y se encuentra embebido en la matriz 6sea (Korpal et al., 2009).
Es liberado y activado en el microambiente de la metdstasis dsea, la cantidad de TGF- es mas alta en
lesiones osteoliticas comparadas con lesiones no osteoliticas (Korpal et al., 2009). Ademds de TGF-B
(Gorsch et al., 1992), también son liberados el factor de crecimiento insulinico uno y dos (IGF-1/-11) (Jackson
et al., 2001) (Figura 1). Estos factores favorecen la proliferacién de las células cancerosas y promueve un
fenotipo mas agresivo (Kingsley et al., 2007) que incrementa la resorcidn ésea, generando un ciclo vicioso.
Por lo tanto los factores que favorecen la resorcidén ésea directa e indirectamente favorecen la metastasis

Osea.

Tumor primario

Desprendimiento (MMPs)
Angiogénesis (VEGF,
Células de cancer metastasico CTGF)
Migracion/Quimiotaxis

= Factores fisicos

Hipoxia, pH acido,
Factores de Factores Osteoblasticos Ca2+ extracelular

crecimiento, Factores Osteoliticos (VEGF, PDGF, ET-1)
derivados de (PTHIP, TGF- ﬁ, IL-11)

] .

\ o
A/’ W Osteoblastos

Osteoclastos Matriz 6sea mineralizada

Hueso nuevo

Figura 1 Ciclo vicioso de la metdstasis dsea. Una vez que las células metastatizan a hueso, liberan factores osteoliticos
y osteoblastos, favoreciendo la resorcidon dsea liberando factores de crecimiento que promueven el desarrollo de las
células cancerosas.



Los tratamientos que se utilizan en pacientes son metatasis ésea son quimioterapias, radioterapias y
tratamientos anti-resortivos, es decir que inhiben la resorcidn dsea para prevenir la liberacion de factores
de la matriz 6sea. Rompiendo asi el ciclo vicioso. Un ejemplo de tratamiento anti-resortivo es el uso de
bifosfonatos entre ellos el clodronato y el dcido Zoledrdnico, debido a su estructura quimica se fijan en la
matriz 6sea donde son internalizados por los osteoclastos, causando alteraciones en los procesos
bioquimicos de la resorcién dsea (Rogers et al., 1997). Otro tratamiento anti-resortivo el anticuerpo
monoclonal anti-RANKL, Desnosumab, que funciona inactivando el RANKL, de esta manera impiden la
diferenciacidn y activacion de los osteoclastos (Stopeck et al., 2010). Lamentablemente se han reportado
efectos adversos con el uso de tratamientos anti-resortivos, como la hipocalcemia y la presencia de

necrosis en la mandibula (Marx et al., 2003; Stopeck et al., 2010).

Al disminuir la resorciéon dsea, se disminuye la pérdida 6sea y las complicaciones asociadas a la metastasis
dsea. Sin embargo, este es un tratamiento paliativo, no es una cura, las células cancerosas siguen en el
hueso y se tratan solo los sintomas. Debido a esto es importante comenzar a buscar nuevas rutas
terapéuticas, por ejemplo la inmunoterapia con la cual se han logrado grandes avances en otros tipos de
cancer como melanoma (Callahan y Wolchok, 2013). La inmunoterapia consiste en el uso de las células del
sistema inmune del paciente como los linfocitos T, para eliminar las células cancerosas. Sin embargo, las
células cancerosas y el microambiente tumoral pueden inhibir a los linfocitos T y la respuesta inmune.
Ademas algunos estudios demuestran que los linfocitos T son capaces de activar la resorcién dsea y asi

incrementar la metdastasis dsea.

1.1.7 Linfocitos T en la inmunoterapia y la remodelacion ésea

Los linfocitos T son parte del sistema inmune adaptativo y cumplen diferentes funciones de proteccién.
Pueden separarse en dos subpoblaciones caracterizadas por la presencia de las proteinas de cluster de
diferenciacion en CD4 o CD8. Los linfocitos T CD4+ o cooperadores, que dependiendo del antigeno
presentado con Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase Il pueden expresar diferentes
citocinas que pueden generar diversas respuestas: como activacidon de macréfagos, inducir la inflamacidn
o la activacidn de otros linfocitos T o B. Los linfocitos CD8+ o citotdxicos se activan al unirse a una célula
que presente MHC de clase |, en respuesta a patégenos intracelulares o aberraciones y su funcién es

inducir muerte celular en la célula infectada (Abbas y Lichtman, 2012).



1.1.7.1 Inhibicion de los linfocitos T

Las células cancerosas acumulan diversas mutaciones presentando neoantigenos que el sistema inmuney
los linfocitos T podrian reconocer. Sin embargo, una de las caracteristicas que permite el desarrollo del
cancer es la evasion del sistema inmune (Blank et al., 2016). Por lo tanto la inmunoterapia en cancer debe
atacar a las estrategias que utiliza el cancer contra el sistema inmune. Esto puede variar entre tipos de
cancer y entre pacientes, por ejemplo, algunos tumores no presentan mutaciones suficientes para generar
nuevos antigenos y una activacidn importante del sistema inmune, mientras que otros tumores son
capaces de inhibir activamente a los linfocitos T antitumorales, por lo que las estrategias terapéuticas

deben adaptarse a cada caso, siendo el ultimo fin, la activacion de los linfocitos T (Blank et al., 2016).

Para que un tumor sea reconocido como ajeno por el sistema inmune requiere la presentacién de
antigenos en el MHC de clase | y Il. La presentacién de neoantigenos, se debe a la sintesis de proteinas
aberrantes o neoantigenos producto de proteinas mutantes o virales. Los linfocitos T reconocerdn éstos
antigenos gracias a su Receptor de células T (TCR), induciendo su activacion y tedéricamente la eliminacion
de las células cancerosas. Sin embargo, la activacion de los linfocitos T estd modulado por “checkpoints”
uno de ellos es el antigeno 4 de los linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) o la proteina de muerte celular
programada 1 (PD-1) (Blank et al., 2016). Las células cancerosas son capaces de usar éstos “checkpoints”
para prevenir la activacion de los linfocitos T. Por ésta razén la inmunoterapia en cdncer cuenta con la
estrategia del bloqueo de éstos “checkpoints” (Callahan y Wolchok, 2013). El primero fue el Ipilimumab,
anticuerpo monoclonal especifico, cuya funcidn es inhibir al CTLA-4, éste tratamiento fue aprobado en
2010 por la FDA de los Estados Unidos de América, por presentar un aumento en la supervivencia a largo
plazo del 18% de los pacientes con melanoma metastasico que sobrevivieron por mas de dos aios (Pardoll,

2012).

También se debe considerar el metabolismo tumoral, las células cancerosas modifican sus rutas
metabdlicas produciendo altas cantidades de acido lactico, el cual se relaciona con un bajo pH local,
generando un microambiente que es capaz de inhibir las funciones de los linfocitos T, en este caso se
puede detectar altas cantidades de lactato deshidrogenasa (LDC) en suero sanguineo de pacientes con
melanoma y se relaciona con un mal prondstico para el tratamiento con bloqueadores de los inhibidores

CTLA-4 y PD-1 (Blank et al., 2016).

Otra posible barrera contra la inmunoterapia es la interaccién que existe entre el area tumoral con otras

células del sistema inmune. Las células mieloides inmunosupresoras son un componente importante para
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que el cancer logre evadir la actividad citotdxica de los linfocitos T CD8+ (Corzo et al., 2010). Otro factor

es la variabilidad que existe entre pacientes, por ejemplo un estudio en ratones demostré que el efecto
del bloqueo del CTLA-4 depende de la microbiota. Los tumores de ratones libres de gérmenes o bajo el
uso de antibidtico no responden a la inhibicién del CTLA-4, pero este efecto se restaurd tras la
inmunizacion con polisacaridos de diferentes especies de Bacteroidales (Vétizou et al., 2015). A pesar de
gue lainmunoterapia en cdncer tiene grandes avances, las células cancerigenas tienen diversas estrategias
para inhibir o protegerse del sistema inmune, por esta razén se requiere mas investigacion en la relacion
del sistema inmune con el cdncer en metdstasis ésea antes de considerar a la inmunoterapia como terapia

para la metastasis ésea.

1.1.7.2 Linfocitos T en la remodelacion 6sea

Esta reconocido que puede haber pérdida local de huesos asociada con infeccién, inflamacién y
desordenes autoinmunes. Sin embargo, recientemente se reconocieron a los linfocitos T y sus productos
como reguladores clave de la formacién, activacion y esperanza de vida de los osteoclastos y los
osteoblastos (Weitzmann y Pacifici, 2005). Antes se pensaba que los linfocitos T no afectaban en el
metabolismo dseo, demostrado en los ratones que no tienen linfocitos T (desnudos) y tienen huesos
normales. Sin embargo, han surgido nuevos estudios que han demostrado que los linfocitos T pueden

afectar el hueso en condiciones patoldgicas.

In vitro, los linfocitos T de ratones que fueron ovariectomizados producen un incremento en la cantidad
de factor de necrosis tumoral (TNF) e incrementa la formacién de osteoclastos mediada por RANKL (Roggia
et al., 2001). Un modelo in vivo de osteoporosis con ratones que fueron ovariectomizados presentan
pérdida 6sea (Roggia et al., 2001), lo cual no ocurre en ratones desnudos, deficientes de linfocitos T, pero

se restaura la pérdida 6sea al transferirles linfocitos T de ratones tipo silvestre.
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Kong y colaboradores (2000) sefialan que los linfocitos T activos, pueden directamente disparar la
osteoclastogénesis por medio de la expresion de RANKL. Ambos tipos de RANKL, soluble y asociado a
membrana es producido por linfocitos T activados tanto CD4+ como CD8+. Compararon la capacidad de
RANKL soluble o en membrana para inducir osteoclastogénesis in vivo. Con células precursoras
hematopoyéticas extraidas de la medula ésea de un ratdén tipo silvestre fueron co-cultivadas con linfocitos
T CD4+ activados, fijados con paraformaldehido o cultivados con el sobrenadante de los cultivos de
linfocitos T activados. Ambos RANKL soluble o asociado a membrana favorecié la osteoclastogénesis in
vitro (Kong et al., 2000). La osteoclastogénesis fue bloqueada en ambos casos por la presencia de OPG
inhibidor de RANKL. Los linfocitos T de un ratén tipo silvestre inducen la formacién de osteoclastos
positivos para fosfatasa acido tartrato resistente (TRAP+) en células progenitoras de ratones que carecen

de RANKL (opgl”") (Kong et al., 2000)
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Figura 2 Células progenitoras de ratén deficiente de RANKL (opgl”’), (izquierda) cultivadas con factor estimulador de
colonias (Csf-1) y con linfocitos T CD4+ fijados con parafolmaldehido (para-T) positivos para TRAP indicado con flechas
negras y células de ratén opgl” en presencia de linfocitos T fijados y OPG (inhibidor de RANKL) Fuente: Kong et al.,
2000).

El efecto osteoclastogénico de los linfocitos T puede también ser indirecto, a través de la produccién de
IL-17. La IL-17 fue detectada en pacientes de artritis reumatoide como un potente estimulador de
osteoclastogénesis (Kotake et al., 1999). La IL-17 facilita la inflamacién local, reclutando y activando las
células del sistema inmune, que genera una abundancia de citocinas infamatorias como TNF-a e IL-1
(Dong, 2006; Weaver et al., 2006). La IL-1, y el TNF-a estimulan la expresién del gen RANKL en osteoblastos

(Hofbauer et al., 1999). Los osteoblastos que expresen RANKL son capaces de activar a los osteoclastos.
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1.1.7.3 Los linfocitos T son capaces de preparar nichos pre-metastdsicos en el hueso

Monteiro y colaboradores (2013) observaron que los linfocitos T aislados de ratones con tumores de
células 4T1 (cdncer de mama murino) aumentan la formacidn de osteoclastos y la resorcidon ésea. Para
determinar cémo los linfocitos T afectan la osteoclastogénesis, utilizaron short hairpin RNA (shRNA)
especificos para silenciar la expresién de RANKL e IL-17F en linfocitos T que fueron colectados de nddulos
linfaticos de raton con tumor de células 4T1. Cuando se silencid RANKL pero no IL-17F, se redujo la
osteoclastogénesis, indicando que RANKL derivado de los linfocitos T tiene un papel mayor en el proceso
(Monteiro et al., 2013). Las células de cancer de mama pueden activar a linfocitos T. Una vez activados los
linfocitos T generan un nicho pre-metastdsico, por medio de la secrecion de RANKL, al aumentar la
resorcion ésea y asi favorecen el establecimiento de las células cancerosas en el hueso (Monteiro et al.,

2013).

1.1.7.4 Los linfocitos T incrementan la metastasis 6sea

De acuerdo a los antecedentes, los linfocitos T incrementan la resorcién dsea, por lo tanto podrian
favorecer el desarrollo de la metdstasis dsea. En un experimento preliminar, el cual consté de la
inoculacidn de células de cancer de mama 4T1 en ratones Balb/c y Balb/c SCID (inmunodeficientes), las
células desarrollaron metastasis 6sea, con lesiones osteoliticas detectables por radiografias (Datos no
publicados). Al compararse por radiografia el desarrollo de metastasis 6sea en ratones normales Balb/C
con Balb/C SCID, se muestra que los ratones Balb/C tienen un aumento en la destruccién ésea (Figura 3a)
y una diferencia significativa (P<0.001) de osteoclastos en la interface entre el tumor y el hueso (Figura

3c).

Debido a que los ratones SCID carecen de linfocitos Ty B, se probé entonces si la reduccién especifica de
linfocitos T tenia un efecto similar. Los ratones Balb/c que recibieron un tratamiento de anticuerpos anti
CD4 y anti CD8 generaron una reduccién de linfocitos T exitosa y éstos presentaron un area de ostedlisis
menor, en comparacion con los ratones del grupo control (Figura 3b). Estos resultados sugieren que los

linfocitos T contribuyen al incremento de la metastasis ésea.
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Figura 3 Mayor ostedlisis en Balb/c. (a) RX metastasis dsea Balb/c vs Balb/c SCID. (b) Lesiones éseas de Balb/c
reduccién de linfocitos CD4 y CD8 o control. (c) Grafica de cantidad de osteoclastos en area tumoral de Balb/c y
Balb/c SCID. Fuente: Datos no publicados, Fournier PGJ.

1.2 Justificacion

El tratamiento actual para la metdstasis 6sea es muy limitado, es por eso que se requiere el esfuerzo en el
analisis de los mecanismos celulares con el fin de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas cémo la
inmunoterapia. De igual manera que es critico comprender de qué manera los linfocitos T pueden afectar
a la metastasis dsea, y entender el efecto del microambiente de la metastasis ésea sobre los linfocitos T.
Para de esta manera determinar si el microambiente de la metdstasis dsea podria afectar la eficiencia de

la inmunoterapia.
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Los linfocitos T pueden incrementar la osteoclastogénesis en patologias, por lo tanto puede incrementar
la metdstasis 6sea. La mayoria de los modelos de metastasis 6sea estudian células humanas en ratones
inmunodeficientes (i.e. atimico nu/nu, ratén SCID con severa inmunodeficiencia) por lo que estos modelos
son inapropiados para el estudio del papel de los linfocitos T (Fournier et al., 2006). Por lo que el uso de
modelos singénicos con ratones inmunocompetentes permitirdn analizar un modelo in vivo mas
representativo de la interaccion entre los linfocitos T y la metdstasis dsea que ocurre en pacientes con

cancer de mama.

De acuerdo a nuestros antecedentes, la metdstasis dsea podria afectar la funcién de los linfocitos T, y los
linfocitos T podrian favorecer la metdstasis dsea por lo que se requiere mas investigacion para considerar
qué efectos podria tener la inmunoterapia en la metdstasis ésea. Para conocer el efecto que tiene la
metadstasis dsea en la capacidad citotdxica de los linfocitos T CD8, es importante generar herramientas no
radioactivas para poder realizarlo en las condiciones presentes en el laboratorio del Departamento de

Innovacion Biomédica.

1.3 Hipotesis

La inoculacién de células de cancer de mama de ratén PyMT-R221A en ratones FVB generard metastasis
dsea, constituyendo un buen modelo singénico para estudiar el efecto de los linfocitos T CD8 y CD4 en la

metastasis 6sea.

La liberacidn de la enzima -galactosidasa por las células cancerosas PyMT-R221A es una buena alternativa

no radioactiva para evaluar la actividad citotdxica de los linfocitos T CD8.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Desarrollar y evaluar un método de eliminacion de linfocitos T en un modelo singénico de metastasis dsea

y un método no radioactivo de analisis de citotoxicidad de linfocitos T.
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1.4.2 Objetivos particulares

e Establecer las condiciones para la reduccién de linfocitos T CD4+ y CD8+ por medio de anticuerpos

monoclonales anti-CD4 y anti-CD8 en ratdén FVB.

e Establecer un modelo singénico de metastasis dsea en ratones FVB por inoculacidon de células de

cancer de mama PyMT-R221A.

e Establecer las condiciones para realizar un ensayo de citotoxicidad de linfocitos T, generando un
método no radioactivo, para analizar los efectos de la metdstasis ésea en la capacidad citotdxica de

los linfocitos T.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Reduccion de linfocitos T CD4 y/o CD8 por medio de anticuerpos monoclonales

anti-CD4 y anti-CD8

La reduccidn in vivo de linfocitos T CD4+ y/o CD8+ se realiz6 por medio de tratamiento con anticuerpos
monoclonales anti-CD4 de hibridoma de rata GK1.5 (IgG2b) y anti-CD8 proveniente de hibridoma de rata
2.43 (Kruisbeek, 2001). Los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con 100ug o 75ug de anti-CD4
y anti-CD8 y uno con anticuerpo control (IgG2). La reduccidn puede verificarse por medio de citometria de
flujo. La condicion de reduccidén es mantenida por medio de inyecciones de anticuerpos monoclonales con

intervalos de tres dias (Kruisbeek, 2001).

Dos dias previos al tratamiento se les extrajo sangre periférica por medio de puncién retroorbital para
analizar las cantidades normales de linfocitos T. Se inyectaron tres ratones FVB adultos
intraperitonealmente con 100 pg o 75 pug de ambos anticuerpos (anti-CD4 y anti-CD8) o con el anticuerpo
control. Posteriormente se colectaron muestras de 75 pL aprox. de sangre periférica, por medio de
puncién retroorbital (los dias +2,+4, +7 y +15) y células de la medula ésea de fémur y tibia (el dia +15). La
técnica de reduccidn de linfocitos (CD4 y/o CD8) se considera exitosa si en el andlisis se obtiene una

reduccidn>95% cuantificada por citometria de flujo.

2.2 Preparacion de células para citometria de flujo

Al obtener muestras frescas de sangre, bazo, se mantuvieron en hielo y se realizd una suspensién celular.
Se eliminaron los eritrocitos por medio de una solucién de lisis de eritrocitos (155mM NH4Cl, 10mM
NaHCOs;, 1mM EDTA), la cual fue neutralizada dos minutos después con solucién amortiguadora de
aislamiento (PBS 1X, BSA 0.1%, EDTA 2mM). Se centrifugd (350 g, 8 min, 4°C) y se resuspendié el paquete

celular en un volumen pequefio de solucidn amortiguadora de aislamiento.
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2.3 Titulaciéon de anticuerpo anti-CD4 PE-Cy5.5

Se realizé la titulacién de anticuerpo anti-CD4-PE-Cy5.5 para determinar la cantidad minima necesaria para
observar a la poblacién de linfocitos T CD4". Las células de bazo, el tejido fue macerado en 2 mL de solucién
amortiguadora de aislamiento y se continué de acuerdo al protocolo previo. Se colocaron 500,000 células
en 5 tubos distintos. A los cuales se les agregaron diferentes concentraciones de anticuerpos, la que se
utiliza actualmente es 64.5ng para 10°células. Asi que comenzamos con 32.25 ng para medio millén de

células, y se continud con diluciones seriadas, la siguiente fue 15.6 ng, 7.8 ng y la mas baja 3.9 ng.

2.4 Tincidén con anticuerpos

La técnica de inmunofenotipado nos permitira diferenciar a los linfocitos por la presencia en proteinas de
membrana especificas para cada subpoblacion, por ejemplo todos los linfocitos T son positivos para CD3
y los linfocitos T CD4 son positivos para CD3, CD4 y CD8 negativos (CD3+, CD4+, CD8-). Mientras que los
linfocitos T CD8 son CD3 positivos, CD4 negativos y CD8 positivos (CD3+, CD4-, CD8+). La cantidad de
linfocitos T CD4+ y CD8+ sera cuantificada por citometria de flujo con un Attune Acoustic Focusing

Cytometer (LifeTechnologies).

Se utilizan anticuerpos monoclonales de rata anti CD16/32, para evitar una union inespecifica, bloqueando
la interaccién entre los receptores CD16/32 con la fraccién cristalizable (Fc) de los anticuerpos. Se agrega

suero de rata a la reaccidn para bloquear uniones no especificas a los anticuerpos de rata.

Cuando se utilizan mas de dos fluorocromos en la misma muestra, se requiere hacer una compensacion,
donde se coloca una muestra con solo uno de los anticuerpos unidos a fluorocromo por tubo, en este caso

uno para APC, uno para FITC y otro para PE Cy5.5.
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Tabla 1 Fluorocromos, longitud de onda de emisién y el filtro de Attune que lo captura.

Fluorocromos Emision (nm)  Filtro de Attune (nm)
FITC (Isocianato de fluoresceina) 520 530/30
APC (Aloficocianina) 662 660/20
PE Cy5.5 (Ficoeritrina) 695 690/50

Debido a la escasa interferencia que hay entre estos fluorocromos se escogid la combinacién: Anti-CD3-
APC, que se unird a los linfocitos T de ratén. Anti-CD4-PE Cy5.5, que se unird a linfocitos T CD4 positivos.

Anti-CD8-FITC, que se unird a los linfocitos T CD8 positivos.

Una vez preparadas las células para citometria se llevd a cabo la tincidén con los anticuerpos, se incubaron
por 40 min a 4°C, después se lavaron con solucién amortiguadora de aislamiento y el paquete celular se

resuspendid en 300 plL de solucién amortiguadora de aislamiento.

2.5 Establecer un modelo singénico de metastasis 6sea en ratones FVB por

inoculacion de células de cancer de mama PyMT-R221A

La linea celular PyMT-R221A se deriva de tumor mamario de un ratén FVB transgénico. El cual presentd
tumores espontaneos en las mamas, por medio de la expresidon de antigeno medio T de Poliomavirus
(PyMT Polyomavirus Middle T Antigen) bajo el control del promotor del virus del tumor mamario de ratén
(mouse mammary tumor virus MMTV). Esta linea es un modelo de tumorogénesis mamario en el cual
antigeno medio T actla como un potente oncogén en el epitelio mamario y las células cancerosas que lo
expresan poseen un potencial metastdsico (Guy et al., 1992). Las células de cancer de mama PyMT-R221A
fueron aisladas de un ratén FVB transgénico MMTV-PyMT. Se reporta que la inoculacidn intratibial de
células PyMT en ratones de la misma cepa FVB generan metastasis (Thiolloy et al., 2012). No se ha

reportado desarrollo de metastasis dsea por medio de inoculacidén intracardiaca con células PyMT-R221A.
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2.6 Cultivo celular

El material utilizado para trabajar con lineas celulares debe ser esterilizado y el equipo utilizado debe ser
estéril o limpiado bajo condiciones de asepsia. Se cultivaron en un medio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) con alta glucosa (4.5g/L), sin piruvato de sodio (Corning) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), y 1% de la mezcla de antibidticos (penicilina y estreptomicina) y antimicdtico
(anfotericina b). Las células se incubaran a 37°C en una atmosfera himeda con 5% de CO; (Thiolloy et al.,
2012). Cambiando el medio tres veces por semana. Siempre se trabaja con ellas dentro de la campana de

flujo laminar (Purifier CalssClass Il Biosafety Cabinet, LABCONCO).

La linea celular de cdncer de mama de ratén PyMT-R221A (cortesia de Dr. Conor Lynch, Moffitt Cancer
center, USA) derivadas de un tumor mamario de un ratén FVB MMTV-PyMT. Las células 293T (ATCC CRL-

3216) que derivan de rifién embrionario humano.

2.6.1 Activacion de células

Las células se recibieron en un vial congelado a -80°C perteneciente al pase 12 con fecha de junio del 2010.
Los viales de células congeladas fueron descongelados rapidamente en agua templada y limpiados con
etanol (70%). En el interior, de una campana de flujo laminar activada, la suspensién celular fue diluida en
solucidon amortiguadora de fosfatos (PBS), se centrifugd (800g, 5min, Temperatura ambiente (TA)) y se
descarté el sobrenadante para remover el crioprotector dimetil sulfoxido (DMSO). El paquete celular fue
resuspendido en medio DMEM suplementado y transferido a cajas de cultivo celular. Veinticuatro horas

después, se cambio el medio para remover las células muertas.

2.6.2 Tripsinizacion

Cuando la monocapa celular esta confluente o subconfluente se lava con PBS 1X y es resuspendida usando
solucién que contiene 0.05% de tripsina y 0.53 mM EDTA, se incuba a 37°C por 3-5 min. La tripsina es
neutralizada al agregar medio suplementado DMEM. La suspensién celular fue homogenizada y distribuida

en diferentes cajas de cultivo celular para mantener el cultivo.
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2.6.3 Criopreservacion celular

Para la criopreservacion, se tripsiniza una monocapa celular confluente como se describidé previamente y
fue centrifugada (800 g, 5 min, TA). Los paquetes celulares fueron resuspendidos en 1.5 mL de medio
suplementado (por cada caja de 10 cm) y se agregd crioprotector DMSO a una concentracion final de 5%
(v/v). La suspensidn celular fue transferida en crioviales, se colocaron en un contenedor para congelar que
contiene isopropanol (para alcanzar el rango de enfriamiento muy cercano a -1°C/min) y es transferido a

-80°C. Veinticuatro horas después los crioviales se transfirieron a criocajas normales.

2.6.4 Prueba del Suero Fetal Bovino

Las células PyMT-R221A se cultivan en medio DMEM suplementado con SFB, debido a los distribuidores y
a los tramites de importacion no podremos obtener SFB de la marca Atlanta Biologicals, por lo que se
realizd la prueba para determinar si las células pueden crecer con SFB de otras marcas: Biowest South
America (51343951810), Biowest México (5132885160), Corning USDA (35010119), Corning USDA
(35010128) y Thermo HyClone CA/USA (35010128).

Al tener una monocapa celular confluente se tripsinizaron las células de acuerdo al protocolo, se realizaron
6 alicuotas en tubos de 15 mL, se centrifugaron (800 g, 5 min, TA). El paquete fue resuspendido en 6 mL
de medio. Se prepararon seis placas de 6 pozos y se realizaron diluciones seriadas, siendo la concentracion
mas alta 640 con un volumen final de 2.5 mL en cada pozo. El medio se cambid tres veces por semana
(lunes, miércolesy viernes). Al obtener colonias de células se fijaron con 1% paraformaldehido, y se tifieron

con cristal violeta para poder comparar las colonias.

2.6.5 Preparacion de células PyMT-R221A para inoculacion

Una monocapa celular confluente se tripsiniza de acuerdo al protocolo, una vez que se obtiene una
suspension celular se transfiere a un tubo de 50 mL y se agregan 4 volumenes de PBS 1X frio. Esta

suspensidn se mantiene en hielo para evitar la agregacion celular, se centrifugo (200 g, 10 min, 4°C) y se
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lavd dos veces en PBS 1X. El paquete celular se resuspendidé en un pequefio volumen de PBS 1X ajustado

a una concentracion final de 4 X10° u 8X10° células/mL dependiendo el experimento.

2.7 Inoculacioén intracardiaca de células cancerosas PyMT-R221A

Se prepard una suspension celular con concentracién de 10° células/mL. Se anestesiaron hembras FVB (6-
9 semanas de edad) por inyeccion intraperitoneal de una mezcla de Ketamina (100 mg/kg) y Xilazina (10
mg/Kg), cuando estuvieron dormidos se les depilo el pecho y se limpid la zona con propanol-2 (70%). El
raton se fijo de espaldas usando cinta adhesiva para mantenerlo en posiciéon extendida y simétrica. Se
sujetd el esterndn con la mano izquierda y con la mano derecha se inyectd la suspension celular en el
ventriculo izquierdo del corazén. Se utilizaron agujas nuevas para cada uno de los ratones. Después de la
inyeccion se pasaron a un tapete térmico para evitar la pérdida de calor corporal y se monitorearon
constantemente hasta que despertaron de la anestesia, observando cualquier anormalidad. Cada uno
recibié PBS 1X a temperatura ambiente para evitar la deshidratacién y se unto solucién oftalmica () para

evitar resequedad ocular.

2.8 Inoculacion intratibial de células cancerosas PyMT-R221A

Se prepararon suspensiones celulares de acuerdo al protocolo mencionado previamente con
concentracion final de 4x108/mL y 8x10%/mL. Los ratones hembras FVB (entre 6 y 9 semanas de edad)
recibieron una inyeccién de analgésico (Buprenex), después fueron anestesiados con una mezcla de
Ketamina (100 mg/kg) y Xilazina (10 mg/Kg). Cuando surtié efecto la anestesia se depilaron las patas
traserasy se inocularon 25 puL de PBS 1X o células en suspensidon en ambas tibias. Fueron trasladados a un
tapete térmico, y se mantuvieron en observacién hasta que despertaron de la anestesia. Cada uno recibié
una inyeccién intraperitoneal de PBS 1X a temperatura ambiente y se les untd solucidon oftalmica.

Recibieron inyeccidn de analgésico (Buprenex) cada doce horas por 24 horas post-inoculacién.
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2.9 Prueba de la Placa Caliente

Para medir si existié un incremento a la respuesta nociceptiva se realizd la prueba de placa caliente. Se
ajusto la placa a 55°C y se colocé cada raton, cuando se observd una respuesta nociceptiva (lamerse las
patas traseras), se retird y registré el tiempo de latencia. Previamente se establecié como tiempo maximo

30 segundos. Se repitid el proceso para cada ratén.

2.10 Mantenimiento y reproduccion de ratones FVB

Ratones FVB/CIEA machos y hembras (1-2 meses de edad) fueron obtenidos de la UPEAL-CINVESTAV.
Fueron trasladados a un sistema Optimice® (AnimalCare Systems) dentro de cajas de 484 cm? y con un
maximo de 5 ratones por caja. En un cuarto con aire acondicionado y temperatura estable a 22°C y con
ciclo de luz-oscuridad de 12:12. Los ratones reciben agua potable y comida (Harlan Teklad) ad libitum. El
lecho de las cajas (madera triturada Aspen; Harlan Teklad) fue cambiada cada 14 dias. Para enriquecer del
ambiente, los ratones fueron provistos de material de anidacién (pafiuelos desechables) y material de
refugio dentro de la caja (tubo de cartdn). Los ratones fueron inspeccionados dos veces a la semana en

busqueda de signos de estrés, incomodidad o enfermedad.

Con fines reproductivos, se utilizdé un sistema de harem donde se coloca un macho con 2 o 3 hembras en
una caja. Diecinueve dias después de cohabitar, el macho se remueve de la caja y las hembras con sintomas
de embarazo se separan en cajas independientes. Los ratones se inspeccionan diariamente alrededor de
la fecha de dar a luz, para conocer la fecha exacta del nacimiento. Los cachorros son destetados y
separados de la madre 3 semanas después de su nacimiento, después de confirmar que son capaces de
alimentarse por si mismos (incremento en el consumo del alimento peletizado en la caja). Se mantienen
en cajas separadas por sexo y por camadas. Nunca cohabitan ratones de diferentes camadas, solo con

fines reproductivos.
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2.11 Colecta y fijacion de tejidos

Inmediatamente después del sacrificio o la muerte del ratén se colectaron los huesos, la tibia, el fémur,
ambos brazos. Posteriormente se realizd una necropsia en busqueda de metastasis a otros érganos. Se
colectd pulmones, rifiones, ovario, y tumores musculares. Todos los tejidos se transfirieron a recipientes
con formalina, donde permanecieron por 48 h a 4°C. Después se lavaron con PBS dos veces y se

traspasaron a etanol (70%).

Los huesos extraidos se enviaron al Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada (Instituto de
Biotecnologia, Cuernavaca), donde se realizaron radiografias por medio de un sistema in-Vivo Xtreme
(Bruker). Los huesos se recibieron de vuelta y recibirdn tratamiento de descalcificacidon para realizar

analisis histoldgicos.

2.12 Células blanco: células cancer de mama que expresan f3-galactosidasa

El plasmido pLIM1-eGFP (regalo de David Sabatini, Addegene plasmido #19319) fue linearizado por medio
de las endunucleasas Nhel y EcoRI se removié el gen eGFP. La secuencia codificante LacZ se obtuvo del
plasmido pcDNA-LacZ (Life Technologies), se amplific6 usando los oligonucleétidos: (Forward)
5’ttagtgaaccgtcagatccgctagcACCATGATAGATCCCGTC-3’ y (Reverse) 5'-
ccatttgtctcgaggtcgagaattctcaTTTTTGACACCAGACCAAC-3’. Estos oligonucledtidos estan disefiados de tal
manera que al amplificar el inserto, le sean agregados 28 pares de bases (pb), que son complementarios

con el vector (pLIM1).

Una vez amplificado nuestro inserto, se realizé la subclonacién de LacZ en pLIM1 por medio de Gibson
assembly kit, el cual contiene exonucleasa 5’, polimerasa y ligasas, el inserto LacZ se colocd en proporcion
10:1 con respecto al vector pLIM1, en una concentracién total de 0.0169 pmol en 2 uL, una vez terminada

la reaccion se gener6 el plasmido de interés pLIM1-LacZ.

Se utilizaron 0.5 pL del producto de la subclonacién para transformar 12.5 ulL de bacterias competentes E.
coli NEB 5a, y se cultivaron en placas de medio LB con carbenicilina, se obtuvieron 9 colonias, de baterias

transformadas con el pldasmido pLIM1-LacZ. Para confirmar la presencia del pldsmido se utilizéd una
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combinacion de dos pares de cebadores, de tal manera que si el inserto estaba en la posicién correcta

esperariamos dos fragmentos uno de 171 pb y otro de 590 pb (Figura 4).

Producto
171 pb

pUM1

Producto
590 pb.

Producto
171pb,

No hay
producto

Figura 4 PCR de colonia para identificar inserto de interés. Pares de cebadores y dos fragmentos esperados; en dos
aplasmidos pLIM1-LacZ y pcDNA-LacZ3.1

2.12.1 Produccion de particulas lentovirales

Por medio de una transfeccién de células 293T con 125 ng de cuatro plasmidos pLP1, pLP2, pMDG.2 y
pLIM1-eGFP o pLP1, pLP2, pMDG.2 y pLIM1-LacZ, mezclados con un agente transfectante FUGENE ®, para
cada pozo de una placa de 24 pozos. Se cultivaron en condiciones normales y se cosecharon las particulas

lentivirales en el medio, a las 48 y 72 h posteriores a la transfeccion.

2.12.2 Transduccidén de células de cancer de mama por medio de particulas lentovirales

Por medio de las particulas lentivirales se transducieron células MDA-MB-231, a las 24 y 48 horas se
confirmé la transduccién por medio de observacion de la fluorescencia en el microscopio de fluorescencia

(FLoid Cell Imaging Station, Life Technologies) en las células transducidas con pLJIM1-eGFP.
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2.12.3 Curva de muerte con Puromicina

El pldsmido pLIM1 incluye un gen de resistencia al antibiético de amplio espectro Puromicina. Esta
caracteristica nos permitié hacer una seleccién de las células que contienen el pldsmido. La resistencia a
Puromicina varia entre diferentes lineas celulares. Por lo tanto, se probaron diferentes concentraciones
de Puromicina en el medio 0.6 pg/mL 0.7 pg/mL, 0.8 pug/mL, 0.9 pug/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL, 3 ug/mL, 4
pug/mLy 5 pg/mL. Esto con el fin de detectar la concentracion suficiente para reducir a las células PyMT-
R221A. Para seleccionar a las células PyMT-R221A que fueron exitosamente transducidas con pLIM1-LacZ

o pLUM1-eGFP.

2.12.4 Ensayo de B-galactosidasa

Una manera de comprobar que nuestro plasmido de interés funciona es directamente con un ensayo de
B-galactosidasa. A las 48 h se realizd un ensayo de [B-galactosidasa, para lo que se lisaron las células por
medio de buffer de lisis y tres ciclos de congelamiento (5 min a -80°C) y descongelamiento (3 min en bafio
maria a 37°C). Se agrega el buffer de cleavage, y el o-finitrofenil B-D-iagalactopiranosida (ONPG) se
prosigue con un periodo de incubacion a 37°C. El ONPG es incoloro, pero en presencia de B-galactosidasa
es hidrolizado liberando a o-nitrofenol que tiene color amarillo y B-galactosa. Se detiene la reaccion al
observarse un color amarillo y se procede a detectar la densidad éptica a 420 nm en un espectrofotémetro

de microplacas (EPOCH, Bioteck).

2.13 Células efectoras: aislamiento de linfocitos T CD8+

Los linfocitos T CD8+ fueron aislados por seleccién negativa por medio de Dynabeads, perlas magnéticas
unidas a anticuerpos utilizando un kit de Invitrogen (11417D). El primer paso fue la obtencidn del bazo de
un raton recién sacrificado, se colocd en 3 mL de PBS, y se maceré el tejido, se llevd a cabo un ciclo de lisis
de eritrocitos. Se realizaron dos lavados, y se mantuvo a las células en solucién, posteriormente se agregd
un mix de anticuerpos que se unieron a todas las células que no deseamos. Se lavaron y se agregaron las

perlas magnéticas. Después de un periodo de incubacién los tubos se colocan en un magneto él cual
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atraerd a las perlas magnéticas unidas a las células no deseadas dejando a los linfocitos T CD8+ en el

sobrenadante. Los resultados se demostraron por citometria de flujo.

2.13.1 Activacion de los linfocitos T in vitro

Una vez que los linfocitos T CD8* fueron aislados se cultivan en medio RPMI suplementado con 10% SFB,
1% Ab/Am y B-mercaptoetanol 0.01 M, a 37°C en una atmdsfera himeda con 5% CO,. La activacién de los
linfocitos T CD8" in vitro se lleva a cabo por medio de un tratamiento con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28. El anticuerpo anti-CD3 se coloca en concentracién de 5 ug/mL en PBS por una noche en la placa de
cultivo, para que se adhieran a la placa. Una vez que se agregan los linfocitos T en la placa tratada con anti-
CD3 éste se unen al receptor de linfocito T (TCR), se agregd al medio anti-CD28 soluble (5 pg/mL) éste al
unirse al CD28 de los linfocitos T funciona como un co-estimulador. En sinergia | anti-CD3 y el anti-CD28

aumentan la activacion y proliferacién de los linfocitos T (Nijhuis et al., 1990).

2.13.2 Métodos para detectar la activacion de los linfocitos T

Se realiz6 un ensayo para detectar la proliferacién celular por medio de la reduccion del MTT [3-(4,5-
dimetilthiazol-2-yl)-2, bromuro de 5-difeniltetrazolio] de color amarillo, cuando es reducido por las células
metabdlicamente activas, a formasan de color purpura, el cual puede detectarse por espectrofotometria

a 570 nm.

Se realizé un PCR cuantitativo de IFN-y como un método indirecto para determinar si los linfocitos T fueron
activados. Esto basado en que los linfocitos T una vez activados son capaces de expresar interferon-y (IFN-
y) ésta expresion se comparo con la expresion de la B-mioglobulina que es expresada constitutivamente.

Para esto se llevo a cabo la extraccidon de RNA y la sintesis de cDNA por medio de la transcriptasa reversa.
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2.13.3 Liberacion de B-galactosidasa como método de deteccidn de citotoxidad no radioactivo

Las células de cancer de mama de ratén PyMT-Bgal expresan la enzima [B-galactosidasa de manera
intracelular, una vez que las células son lisadas por lisis 0 por agentes citotdxicos, se libera la enzima [3-
galactosidasa al sobrenadante, si se conoce la cantidad maxima de enzima puede obtenerse de las células
y la cantidad que se libera espontdneamente es posible calcular el porcentaje de lisis utilizando la siguiente

formula: Porcentaje de lisis = 100* (Liberacion experimental) / (Liberacién total).

2.14 Ensayo de citotoxicidad de nanoparticulas en células PyMT-f3-gal

Se sembraron células de cancer de mama de ratéon PyMT-R221A (4,000 células/50 pL) en placa de 96 pozos,
se cultivaron a 37°C, 5% CO, con atmosfera humeda, por 24 h. Se agregaron las nanoparticulas
YAGPR@FA@PplX en diferentes concentraciones 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 ug/mL, 6.25 pg/mL
diluciones en medio DMEM vy un control negativo DMEN. Se cultivaron dos placas una sin irradiacion de
UV y otra conirradiacién de UV con una camara Crosslinker BLX-365 (Vilber Lourmat). La dosis de radiacion
se midié con radidmetro VLX 3W (Vilber Lourmat) las células recibieron una dosis de irradiacion de 0.5
J/cm?. Se realizé un lavado con PBS 1X, se agregd medio nuevo, DMEN, se cultivaron por 24 h en las mismas
condiciones. Posteriormente se tomaron 50 uL de sobrenadante. Para utilizar 39 L en un ensayo de -

galactosidasa, de acuerdo al protocolo mencionado anteriormente.

2.15 Ensayo de citotoxicidad de linfocitos T CD8+ en células PyMT-Bgal

Los ensayos de citotoxicidad de linfocitos T, se llevan a cabo ex vivo, al colocarse en co-cultivo con las
células de cancer de mama que expresan [B-galactosidasa. Para esto colocé el mismo nimero de células
blanco en una placa de cultivo de 96 pozos, posteriormente se agregan en co-cultivo los linfocitos T CD8+
(las células efectoras) (B:E). En diferentes proporciones (1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:25, 1:40, 1:50) por seis
horas. Siendo las células blanco, células de cancer de mama de ratén PyMT, que expresan la enzima B-
galactosidasa, una vez que las células blanco son lisadas por las células efectores es decir, los linfocitos T

activados, la enzima B-galactosidasa es liberada al medio de cultivo. El medio de cultivo se analiza para
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detectar la actividad de la B-galactosidasa en presencia de ONPG, detectando la densidad dptica después

de la incubacién de acuerdo al protocolo mencionado previamente.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Modelo de reduccién de linfocitos T CD4 y/o CD8 por medio de anticuerpos

monoclonales anti-CD4 y anti-CD8

3.1.1 Titulacién de anticuerpo anti-CD4 PE-Cy5.5

Se realizé la titulacién de anticuerpo anti-CD4-PE-Cy5.5 para determinar la cantidad minima necesaria para
obtener los resultados deseados. Se observé que la intensidad de la sefial del anti-C4-PE-Cy5.5 estd en la
misma zona entre 500,000 y 1'000,000, pero con diferentes cantidades de células que esta representado
en el eje Y (Figura 6). Se presentan los porcentajes de las células que fueron detectadas en las diferentes
concentraciones y se ve que no hay gran diferencia entre 31.25 ng que permite la deteccion del 30.4% de
las células con respecto a la concentracidon 15.6 ng se detecta el 28.4%, por lo tanto se utilizé esta

concentracién reduciendo el uso a la mitad de la cantidad de anticuerpo.

Tabla 2 Concentracidn de anticuerpos y porcentaje de células detectadas por citometria de flujo.

Concentracion de anticuerpo

CD4-PE-Cy5.5 Porcentaje de células +
31.25ng 30.4
15.6 ng 28.4
7.8ng 2.7

3.9ng 1.9
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Figura 5 Histograma de los resultados de los diferentes concentraciones de anticuerpos, verde 31.25 ng,
amarillo 15.6 ng, azul 7.8 ng, morado 3.9 ng.

3.1.2 Estandarizacidn de citometria de flujo

Se analizaron muestras de 50 uL de sangre de ratones hembras FVB, las células sanguineas fueron
preparadas de acuerdo al protocolo mencionado previamente. Para detectar las diferentes poblaciones
de linfocitos T, se utilizaron tres anticuerpos unidos a fluorocromos el anti-CD3-APC, el anti-CD4-PECy5.5
y el aanti-CD8-FITC. En la sangre de ratdn FVB se detectd el 41.5% de las células como linfocitos T. Dentro
de ésta poblacion celular se detectaron las subpoblaciones con los porcentajes de 16.4% para linfocitos T
CD8+ y 73.2% para linfocitos T CD4+.Utilizando esta combinacién de anticuerpos es posible diferenciar a

las subpoblaciones de linfocitos T.
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Figura 6 Diagrama de puntos, con un cuadrante que permite diferenciar a las células por inmunofenotipado a los
linfocitos T CD8* en el recuadro superior izquierdo y a los linfocitos T CD4*en el recuadro inferior derecho. Se
presentan los resultados la sangre, medula dsea y de bazo (de izquierda a derecha).

Se analizaron células extraidas de medula dsea y se encontrd que solo el 8.4% de las células son linfocitos
T, coincidiendo con el resultado esperado. Se analizaron las células del bazo de las cuales los linfocitos T

representan el 33.8%. Dentro de éstos los linfocitos T CD8* representan el 515% y los CD4" el 75%.

3.1.3 Estrategia para identificar subpoblaciones de linfocitos T por citometria de flujo

Los linfocitos T CD8* son identificados por medio de citometria de flujo usando la siguiente estrategia de
pardmetros: por tamafio y complejidad, para detectar a los eventos individuales, y la deteccién por medio
de los anticuerpos. De acuerdo a lo que se observa en la figura 8, primero se seleccionaron las células
individuales, basados en tamafio determinado por la deteccién de la dispersion frontal (Forward Scatter,
FSC) y por complejidad ésta determinada por la deteccién de la dispersion lateral (Side scatter, SSC).
Dentro del grupo de células individuales se seleccionan las células mononucleares de acuerdo a su tamaiio
(FSC) y complejidad (SSC). Dentro de éstas por medio de marcadores podemos identificar a los linfocitos
T, siendo positivas para CD3-APC. Los linfocitos T CD4*, siendo las células positivas tanto para CD3-APC
como para CD4-PEy5.5, y los linfocitos T CD8", siendo las células positivas para CD3-APC y para CD8-FITC.

Con lo que nos permitid detectar 54.6% de linfocitos T, dentro de éstos el 45.6% pertenecian a la



31
subpoblacién de linfocitos T CD4* y el 8.9% pertenecian a la subpoblacién de linfocitos T CD8*. Por lo

anterior, se demuestra que es una buena técnica y se utilizé en todas las muestras.

~ FSCH

CD4°-PECy5.5

CD8--FITC

S s w2l E—

1 1w 10?10t w0 1 1 100 10t 10° 108

A 4

CD3-APC

Figura 7 Estrategia de seleccidn para la identificacion de los linfocitos T CD8*.

3.1.4 Cuantificacion de subpoblaciones de Linfocitos T en ratones con tratamiento de

anticuerpos monoclonales

Los ratones recibieron tres tratamientos diferentes, uno recibié 75 ug de anti-CD4, y 75 ug de anti-CDS,
otro recibié 100 pg de anti-CD4 y 100 ug de anti-CD8, y el tercero recibié anti-IgG un anticuerpo control

de isotipo, se obtuvo sangre por medio de puncién retroorbitral, en diferentes dias y se compararon.

Se cuantificaron los linfocitos T CD4* y se compararon con la cantidad de linfocitos T en el ratén que recibié
el anticuerpo control y se observé una reduccidn del 97% y 99% desde el dia dos, y el raton que recibio
100 pg de anticuerpos fue el que mantuvo una reduccion de 99% hasta el dia 7. Por lo tanto se decidi
darles una segunda dosis de anticuerpos y se analizé el dia 15, confirmando una reduccién del 93% en el

ratdn que recibid 75 pg de anticuerpos y de 97% para el ratén con tratamiento de 100 ug de anticuerpos.
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Figura 8 Cuantificacion de linfocitos T CD4* por medio de citometria de flujo en la parte superior. Porcentaje de
reduccién de linfocitos T CD4* con respecto al control parte inferior.

De la misma manera fueron cuantificados los linfocitos T CD8* en el ratén control representan el 3.5% de
las células mononucleares, mientras que en los ratones con tratamiento de 75 pugy 100 pg de anticuerpos
solo representan el 0.1% (Figura 9), lo que significa una reduccién del 97% desde el dia 2 para ambos
tratamientos, para el dia 7 se tenia el 90% y 99% de reduccién para el tratamiento de 75 pg y de 100
pgl00ug, respectivamente. El dia 15 se obtuvo una reduccién del 88% y del 96% para el tratamiento de 75

pg y de 100 g respectivamente.
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Figura 9 Cuantificacién de linfocitos T CD8+ por medio de citometria de flujo en la parte superior. Porcentaje de
reduccidn de linfocitos T CD8+ con respecto al control parte inferior.

El dia 15 se realizé la eutanasia del ratdn y se extrajo la médula ésea, y se cuantificaron los linfocitos T
CD4* o CD8" y se compararon con la cantidad presente en el ratén control. Se confirmd que existe una
reduccion de estas poblaciones a nivel medula dsea, donde para los linfocitos T CD4* hubo una reduccion
del 84% y del 92%. Mientras que para los linfocitos T CD8+ se detectd una reduccion de 80% y de 91% para

los ratones con tratamiento de 75 ugy de 100 pg, respectivamente.
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Figura 10 Cuantificacidon de linfocitos T CD4+ en medula dsea por citometria de flujo, porcentaje de
reduccion de linfocitos T CD4+ con respecto al control.
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Figura 11 Cuantificacion de linfocitos T CD8+ en medula dsea por citometria de flujo, porcentaje de reduccion de

linfocitos T CD8+ con respecto al control.
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3.2 Modelo singénico de metastasis dsea en ratones FVB por inoculacion de

células de cancer de mama PyMT-R221A en raton FVB.

3.2.1 Mantenimiento y reproduccion de ratones FVB

De las 6 hembras que se utilizaron para reproduccidn, solo el 83% tuvo crias en la primera cruza. El tamafo
de las camadas fue variable entre 11 y 4 (Figura 12), con un promedio de 6.5 crias por camada. Este valor
es menor al esperado ya que se reportan >12 crias por camada para ratones FVB (Manual, n.d.), esto podria

deberse al estrés por ruido.

Tamano de camada

15+
°
10+ ]
°
5-
o0
0 .

Figura 12 Tamaiio de las camadas, cada punto representa el nimero de crias que se obtuvieron en diferentes
camadas.

La razén de sexo que se obtuvo fue de hembras con 45% (15/35), valor menor al esperado (50%), para el
experimento principal se requieren solo hembras por lo que se requirid aumentar el nimero de hembras
reproductoras. En el experimento principal se necesitaron 4 grupos experimentales, cada uno compuesto
por 12 ratones, por lo que fueron necesarios 48 ratones hembras de 6 semanas de edad. Por lo que
siguiendo este razonamiento se inicio la crianza con 20 @ reproductoras de las cuales 17 tuvieron crias que

sobrevivieron a la fecha de destete, en total se obtuvieron 120 crias de los cuales 65 fueron hembras.
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3.2.2 Cultivo celular

Se cultivd la linea celular PyMT-R221A exitosamente, se expandio el cultivo, y se almacenaron a -80°C.

PyMT-R221A presentd una morfologia alargada y tuvo un crecimiento en monocapa (Figural4).

Figura 13 Células PyMT-R221A. Células en pase 15, 42% luz. Barra de escala = 400 um.

3.2.3 Experimento piloto I: inoculacion intracardiaca de células PyMT-R221A

Para inoculacién intracardiaca se tuvo un grupo de 10 ratones, uno se dejé como control negativo que fue
anestesiado y depilado para tener el estrés del procedimiento. Se inocularon 9 ratones con 100,000 células
en 100 L de PBS, de los cuales solo despertaron 7 de la anestesia. Debido a que no estaba publicado un
modelo de metastasis dsea por este método se selecciond esperar 4 semanas después del tratamiento
para sacrificar a los ratones. Los ratones que se sometieron a eutanasia en fechas previas a la establecida,
fue por que presentaban sintomas de dolor, como problemas para respirar, pérdida de peso o mayor
sensibilidad. De acuerdo al analisis ANOVA de una via donde se compard el peso promedio del grupo inicial
con los siguientes pesos, no se encontraron diferencias significativas, a pesar de que los animales
presentaron sintomas como dificultades respiratorias. Los ratones FVB que recibieron inoculacion
intracardiaca mantuvieron un peso promedio estable (Figura 14), no sufrieron pérdida de peso como se

reporta en otros modelos de metastasis 6sea como con ratones BALB/c con células 4T1.
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Figura 14 Grafica del promedio de los pesos (g) de los ratones FVB que recibieron inoculacion intracardiaca. Se realizé
ANOVA de una via y no se encontraron diferencias significativas entre el peso inicial con respecto a los pesos en dias
posteriores al tratamiento.

Se realizd la prueba del plato caliente para determinar si los ratones que habian sido inoculados
intratibialmente presentaban una mayor sensibilidad al calor con respecto a ratones control, en la Figura

15 se muestra el tiempo de latencia donde no hubo diferencias significativas.

Tiempo de latencia (seqg)

p = 0.503
10

o T

Control PyMT-R221A
(n=15) (n=7)

Figura 15 Grafica de tiempo de latencia de la prueba del plato caliente. Se realizé un analisis de U de Mann-Whitney
y no se encontraron diferencias significativas (P= 0.503503).
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Aunque en el tiempo establecido para este experimento fue de 4 semanas después del tratamiento, 5/7

sobrevivid. Desde el dia 21 después de la inoculacién, comenzaron a morir o ser eutanizados como se

puede observar en la Figura 16.

Supervivencia (%)

100
75 )
50-
25-
0 . . .
0 10 20 30

Dias

Figura 16 Grafica de supervivencia de los ratones FVB inoculados de manera intracardiaca. Los ratones, comenzaron
a fallecer desde el dia 21 post-inoculacion.

Se realizaron necropsias a los ratones en busqueda de metastasis en érganos distantes. Encontrando
tumores en pulmén, gldndula adrenal, rifidn, musculo, ovario, tejido adiposo, bazo y mandibula en

proporciones mencionadas en la Tabla 3.

Tabla 3 Tabla de metastasis, érganos donde fueron observados tumores y proporciones nimero de
ratones en los que se observaron tumor(es)/ nimero total de ratones.

Glandula Adrenal | Rifién Mdusculo Ovario Tejido Adiposo Bazo Mandibula

Razén de ratones | 3/7 2/7 1/7 1/7 2/7 1/7 | 1/7

Analisis radiograficos de los huesos, podemos observar que no hay zonas de ostedlisis en ratones que

recibieron inoculacidn intracardiaca comparando con el ratén control (Figura 18).



39

Inoculados con PyMT-R221A

Control

Figura 17 Rayos X de ratones inoculados intracardiacamente. Lado izquierdo patas traseras de ratdn control, lado
derecho ratones con inoculacién intracardiaca de células PyMT-R221A. No se observan lesiones osteoliticas en
ningun ratén inoculado con células PyMT-R221A.

3.2.4Experimento piloto II: inoculacidn intratibial de células PyMT-R221A

Se inocularon 4 ratones de manera intratibial, todos despertaron de la anestesia. Se determiné que el
tiempo del experimento serian 12 dias basados en un articulo que menciono que un lapso de 9 dias es

suficiente para generar un area de ostedlisis (Halpern et al., 2006).

Se monitorearon para determinar si existian sintomas de dolor y se midié el peso. No hubo diferencias en
el peso de los ratones comparado con el peso inicial y 9 dias después de la inoculacién (Figura 18),

extenderse por lo que se alargd experimento.
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Figura 18 Grifica de peso de ratones FVB después de inoculacion intratibial. Comparando el peso del dia 0 y de 9 dias
post-inoculacién. (n=4) Se realizé un anélisis no paramétrico prueba de U de Mann-Whitney y no existen diferencias
significativas.

Basado en los resultados de la prueba de la placa caliente 6 dias después de la inoculacidn los ratones

tenian una mayor sensibilidad al calor, ya que sus tiempos de respuesta fueron menores (P= 0.0159)

(Figura 19).
Prueba a D+1 Prueba a D+7
Tiempo de latencia (seq) Tiempo de latencia (seq)
] _ 151
15 p=0.535 p = 0.0159
' I
10 10
5 oy
! O Control PyMT-R221A
Control PyMT-R221A ontro -
(n=5) (= 4) (n=3) (n=4)

Figura 19 Graficas de tiempo de latencia en pruebas de Placa caliente. (D+1)) Un dia después de la inoculacién donde
no se encontraron diferencias significativas (P=0.5) con respecto al control. Prueba de la placa caliente (D+7) 7 dias
después de la inoculacidon donde se observa una diferencia significativa (P= 0.01). Se analizaron con la prueba de U
de Mann-Whitney.
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En el andlisis radiografico de los huesos, se puede observar la presencia de ostedlisis (flecha) en

organismos que recibieron inoculacién intratibial comparado con el raton control (Figura 20),
demostrando que el modelo de inoculacién intratibial de células de cancer de mama murino PyMT-R221A

son capaces de inducir ostedlisis, por lo que se eligié como el método para los experimentos.

Inoculados con PyMT-R221A

Control

Figura 20 Rayos X de ratones con inoculacién intratibial. Lado izquierdo ratdn control, lado derecho ratones con
inoculacion intratibial de PyMT-R221A flechas indican sitios de ostedlisis. Se detectan pequefias lesiones dseas en %
ratones inoculados.

3.2.5 Experimento piloto Ill inoculacién intratibial de células PyMT-R221A

Se inocularon 16 ratones de manera intratibial, 15 despertaron de la anestesia. Se separaron en 4 grupos,
para analizar dos variables: el tiempo post-inoculacidn y la cantidad de células de cancer de mama. Para
evaluar qué cantidad de células y cuanto tiempo es suficiente para generar ostedlisis. Cada grupo tuvo 4
miembros, ratones excepto el grupo lll, que tuvo 3 ratones, en cada grupo hubo un ratén control. Los
tratamientos que recibieron tanto el nimero de células, el sitio de inoculacidn y el tiempo representan

(Tabla 4).
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Tabla 4 Grupos experimentales experimento piloto Il. Incluye el nimero de células que se inocularon en 3 individuos,
2 en el caso del grupo lll y un ratdon control que fue inoculado con PBS por cada grupo.

Grupo |l Grupo lll Grupo IV

Tibia Derecha 200,000 200,000 200,000 200,000

Tibia Izquierda 100,000 | PBS 100,000 | PBS 100,000 | PBS 100,000 | PBS

NERENE] 12 dias 12 dias |18 dias 18 dias |22 dias 22 dias |28 dias 28 dias

Los ratones se monitorearon para determinar si existian sintomas de dolor y se pesaron en diferentes
tiempos. Los ratones siguieron subiendo de peso como se puede observar en la Figura 21 lo que se

interpretd como un indicador de un buen estado de salud.

28-
26+
A -e- Grupo IV
D 24- -& Grupo Il
‘9: -+ Grupo Il
-
o 5 Grupo |
-~ Grupo Control
20+
18

D-2 D+7 D+12 D+18 D+22 D+28
Dias

Figura 21 Ratones FVB siguen creciendo a pesar de la inoculacion. Se pesaron en diferentes tiempos, se realizé

ANOVA de una via y no existen diferencias significativas.

Los resultados de la prueba de la placa caliente muestran una aparente disminucién en el tiempo de

respuesta, pero solo en los primeros grupos. En cada grupo, se realizé una prueba T de student entre el
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tiempo de respuesta inicial contra el tiempo de respuesta al final. Solo el grupo Il presentd una disminucién

significativa (P<0.011) en el tiempo de respuesta, como se observa en la

Figura 22.
D+12 D+18 D+22 D+28
Latencia (seg) Latencia (seg) Latencia (seg) Latencia (seg)
P=0.118 * P=0.0115 P nd P=1.0
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Figura 22 Tiempo de latencia en la prueba de la placa caliente. El grupo Il es el Unico que muestra disminucion
significativa (P<0.011) prueba T de student pareada. En color azul se observa el ratén control para cada grupo.

Las radiografias muestran un drea de ostedlisis en el grupo de 18 dias post inoculacion, que se puede

observar en la

Figura 23.

PyMT-R221A PyMT-R221A PyMT-R221A PyMT-R221A
Control Dia 12 Dia 18 Dia 22 Dia 28

Figura 23 Rayos X de ratones con inoculacién intratibial, Control, dia 12, dia 18, dia 22, dia 28. Flecha indica
area de ostedlisis. Obtenidas por el sistema inVivo-Xtem, Bruker ®, en el LNMA del IBT, UNAM, Cuernavaca.
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3.2.6 Experimento Piloto IV Inoculacidn intratibial de células PyMT-R221A en hembras FVB de

6 semanas de edad

Se realizd un experimento piloto 1V, donde los ratones de seis semanas de edad se inocularon de acuerdo
al protocolo mencionado previamente. Se les observé en busqueda de sefiales de enfermedad, y se
pesaron a lo largo de 28 dias, los ratones siguieron aumentando de peso. Pasados estos dias los huesos
fueron colectados y se enviaron al Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, en el Instituto de

Biotecnologia, de la UNAM.
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Figura 24 Peso de ratones inoculados con células PyMT-R221A. Peso (g) de ratones inoculados de 3-28 dias post
inoculacion.

Los ratones continuaron incrementando su peso ligeramente conforme transcurrié el experimento a lo

largo de los 28 dias.
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Control Inoculados con PyMT-R221A

Figura 25 Rayos X experimento piloto IV. Izquierda fémur y tibia normales de ratén control, derecha ratones
inoculados con células PyMT-R221A, las flechas indican lesiones osteoliticas. Lesiones dsteoliticas severas en 3/13
ratones inoculados con células PyMT-R221A.

En los ratones inoculados con células PyMT-R221A el 23% (3/13) presentd lesiones dseas, evidentes a los

28 dias posteriores a la inoculacidn, el restante 77% de los ratones presentd lesiones dseas minimas.

3.2.7 Inoculacién subcutanea de células PyMT-R221A en ratones FVB

El 40% de los ratones que recibieron inoculacién subcutanea de células PyMT-R221A desarrollaron

tumores palpables, con un volumen variable entre 200 y 1,300 mm?3.
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Figura 26 Volumen de tumores subcutaneos de células PyMT-R221A. Los tumores se midieron cada 3-4 dias, por la
misma persona a lo largo del experimento.

3.3 Ensayo de citotoxicidad de linfocitos T no radioactivo

3.3.1 Células blanco: células cancer de mama que expresan [3-galactosidasa

3.3.1.1 Desarrollo de plasmido pLUUM1-LacZ

La secuencia codificante del LacZ fue subclonada del plasmido pcDNA-LacZ (Life Technologies) en el
plasmido linealizado pLIM1, utilizando el kit de Gibson assembly Master mix (NET). El plasmido pLIM1-
eGFP (un regalo de David Sabatini, Addgene plasmid #19319), el cual fue linearilizado por medio de las
enzimas Nhel y EcoRIl para remover la secuencia de eGFP. El producto de la subclonacion el plasmido
pLIM1-LacZ se utilizé para la transformacion de bacterias NEB5a, como producto de esta transformacion,
se obtuvieron 9 unidades formadoras de colonia (CFU). Se expandié el cultivo de cada colonia, para
generar un Stock de glicerol almacenado a -80°C y purificar el plasmido, por medio de una lisis alcalina.

Previo a la purificacién se realizé un PCR de colonia para determinar si el plasmido era el esperado, para
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lo cual se usd la combinacidn de oligonucleétidos para amplificar dos fragmentos uno de 590pb y otro de

171pb en pLJM1-LacZ, mientras que en pcDNA-LacZ 3.1 solo un fragmento de 171pb. Las colonias 5,6,y 7

presentaron una banda mas definida y abundante como se observa en la Figura 27.

PCR colonias pLJM1-LacZ

Fragmento
esperado
171pb 100

Fragmento
esperado
590pb 500

500

Figura 27 PCR de colonia, en presencia de pLUM1-LacZ se esperan dos fragmentos uno de 590pb y uno de 171pb. Se
analizaron 8 de las 9 colonias que se obtuvieron en la transformacion.

3.3.1.2 Transduccion de células MDA-MB-231

Las células MDA-MB-231 fueron transducidas con particulas lentivirales, que contienen las secuencias de
los plasmidos pLIM1-eGFP o el pLIM1-LacZ. Las células que fueron transducidas con la secuencia de pLJIM1-
eGFP, expresaron expresan fluorescencia, 24 h, como se observa en la Figura 28. Con lo que se supone que

las células que recibieron la secuencia de pLJM1-LacZ tuvo una transduccion exitosa.



MDA-MB-231 MDA-MB-231

Figura 28 Fluorescencia de células transducidas con el plasmido pLIM1-eGFP, (a) luz blanca, (b) luz verde y con (c)
imagen procesada.

Cuantificacion de células transfectadas por citometria de flujo

La expresion de eGFP, permitid hacer un andlisis cualitativo en el microscopio de fluorescencia y
cuantitativo por medio del citometria de flujo. Los resultados mostraron que el 45% de las células fueron

positivas para eGFP, comparados con el 0.003% de las células control como se observa en la Figura 29.

MDA MB 231 control - cells MDA MB 231 transduced - cells

0.003%

GFP+

SSC-A (10)

0 . T r T T - T T "
100 107 100 10t 10° 108 100 10?2 10 10t 10 adf

eGFP-A

Figura 29 Porcentaje de las células con expresion de eGFP. El 45% de las células resulto positiva para eGFP.

Ensayo de B-galactosidasa

Para comprobar que la transduccidn fue correcta se utilizé el ensayo de -galactosidasa. Sin embargo, los

resultados no brindaron informacidn relevante, debido a que existié mucha variacién entre las muestras,
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por lo que se propuso aumentar el tiempo de incubacién (Sambrook, Joseph. Russell, David W. (David

William), 2006).

Transfeccion de células MDA-MB-231

Para estandarizar la prueba de beta-galactosidasa se hizo la transfeccion con diferentes plasmidos pcDNA-
LacZ, pLUUM1-LacZ 5, pLJIM1-eGFP para cada pozo. La transfeccidon se realizd6 en células MDA-MB-231
sembradas en placas de 24 pozos. Se confirmé la presencia de fluorescencia en las células transfectadas

con pLUM1-eGFP como se observa en la Figura 30.

MDA-MB-231 MDA-MB-231 MDA-MB-231

Figura 30 Transfeccion | de células MDA-MB-231 con pLIM1-eGFP (a) Luz blanca (b) Luz verde (c) Procesada.

El ensayo de B-galactosidasa se llevd a cabo 48 horas después de la transfeccién. Comenzando por lisis,
después se agregé el buffer de cleavage 1X. De cada pozo de la placa de 24 pozos se obtuvieron tres pozos
de una placa de 96 pozos, donde se continud con la reaccién agregando el OPNG y se colocaron a incubar
por 30 min y 2 h . Encontrando diferencias significativas en la densidad dptica entre los tiempos, como se
observa en la Figura 31, se analizaron por ANOVA de dos vias, con prueba de Bonferroni. La OD de pLJM1-
LacZ presentd diferencias significativas (P<0.001) comparada con eGFP. pLIM1-LacZ present6 diferencias
significativas con pcDNA-LacZ (P<0.001). Con respecto al tiempo, para pLJIM1-LacZ la densidad éptica (OD
por sus siglas en inglés) se incrementa significativamente (P<0.001) en 2 h comparado con la OD detectada
a los 30 min. Entre la OD de pLJIM1-eGFP a los 30 min y a las 2 h no hubo diferencias significativas. Se
desconoce el motivo por el que pcDNA-LacZ no expresé la B-galactosidasa, ya que de este plasmido se
tomoé el gen de LacZ. Basados en estos resultados el tiempo minimo de incubacidon recomendado es de 2

h.
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Figura 31 pLJM1-LacZ presenta una mayor cantidad de beta-galactosidasa en 30 minutos pLIM1-Lacz vs pLJIM1-eGFP
**(P<0.01) pLUM1-LacZ vs pcDNA-LacZ (P<0.01) ANOVA de dos vias y prueba de Bonferroni. Estas diferencias entre
30min y 2hrs en pLIM1-LacZ ***(P<0.001) y pcDNA-LacZ *(P<0.05).

Transfeccion de células PyMT-R221A

Una vez establecido el tiempo de incubacion, se continué con la transfeccién en la linea celular de interés
PyMT-R221A. Se probaron las diferentes clonas de pLJM1-LacZ 5, pLUM1-LacZ 6, pLIM1-LacZ 7. Se
transfecté simultdneamente con la secuencia de pLIM-eGFP, para comprobar la transfeccion, por medio
de la fluorescencia en PyMT-eGFP observada en la Figura 32 por medio de un microscopio de
fluorescencia. Las células fueron lisadas en la placa de 24 pozos con un mayor volumen, pero con el mismo
tratamiento, posteriormente se agrego el buffer de cleavage 1Xy se separo el lisado: la mitad permanecié

en hielo a 4°C, la otra mitad se pasé a tubos de 0.5 mL y se incubo a 50°C por 45 min en el Thermo block.
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PYMT-R221A PyMT-R221A PyMT-R221A
pLJM1-eGFP pLJM1-eGFP pLJM1-eGFP

PyMT-R221A PyMT-R221A PyMT-R221A
pLJM1-LacZ5 pLJM1-LacZ5 pLJM1-LacZ5

Figura 32 Transfeccion Il: células PyMT-R221A con pLUM1-eGFP (a) Luz blanca (b) Luz verde (c) Procesada;
células PyMT-R221A con pLUM1-LacZ 5 (d) Luz blanca (e) Luz verde (f) Procesada

De cada mezcla se realizaron triplicados en una placa de 96 pozos en las combinaciones que se observan
en la Figura 36. Se agregd el ONPG y se incubaron a 37°C por 3 h, se detuvo la reaccién y se leyé la

observancia a 420nm.

El tratamiento de mantenerse a 50°C por 45 m en la linea célular PyMT-R221A generd el incrementé de la
densidad dptica de pLIM1-LacZ5 con respecto a pLIM1-eGFP. La diferencia entre la la densidad éptica a

4°C fue 1.6 veces mayor, comparado con 50°C donde fue 4.2 veces mayor.

Las diferentes clonas de pLIM1-LacZ 5, 6 y 7 en la linea celular MDA-MB-231 no tuvieron diferencias
significativas (P>0.05). Pero en PyMT-R221A pLIM1-LacZ 5 tuvo diferencias significativas con pLJIM1-LacZ
6 (P<0.001), y pLIM1-LacZ 5 con pLIM1-LacZ 7 también tuvieron diferencias significativas (P<0.001).
Ademas de la diferencia entre las clonas pLUM1-LacZ 5 es el Unico que presenté diferencias significativas
con pLIM1-eGFP (P<0.01). Mientras que pLIM1-eGFP comparado con pLJM1-LacZ 6, pLUM1-LacZ 7, pcDNA-

LacZ y las células no transfectadas no hubo diferencias significativas (P>0.05). Se realizd el analisis
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estadistico por ANOVA de dos vias, y prueba de Bonferroni (Figura 36). Con estos resultados se decidio

usar la clona se usard para PyMT-R221A serd pLIM1-LacZ 5. El plasmido pcDNA-LacZ fue analizado por
PCR para determinar si se obtienen los tamafios esperados. En el futuro todas las muestras se incubaran

a 50°C por 45 minutos, ya que aparentemente los resultados varian entre lineas celulares.

PyMT-R221A
OD421Jnm NS
0.254 NS "k [— JE
£ pLIM1eGFP
0.20- L &3 pLM1-LacZs
& pLIM1-LacZ6
0.154 @@ pLIN1-LacZ?
NS &2 pcDNA-LacZ
0.104 NS
0.051

4 grados 50 grados

Figura 33 Ensayo [3-galactosidasa en PyMT-R221A en diferentes temperaturas 4°C o 50°C, diferencias significativas
entre las no transfectadas (NT) con pLUM1-LacZ 5 (** P<0.01), NS (no significativa P>0.05), ANOVA de dos vias y
prueba de Bonferroni.

# células [ONPG]

-~ 5,000 células (1.75pg/uL)
-0~ 500 células (1.75Hg/KL)
= 50 células (1.75ug/HL)
-+ 5,000 células (0.88pg/pL)

- 500 células (0.88ug/pL)
— 50 células (0.88pg/uL)

"o 60 120 180 240 300
Time (min)

Figura 34 Curva cinética de [3-galactosidasa, diferentes niumero de células y dos cantidades de ONPG (0.88 y 1.75
ug/uL).

Se realizd una curva cinética de B-galactosidasa con un numero diferente de células, debido para el ensayo
de citotoxicidad recomienda el uso de blanco, se evalué si era un niumero suficiente para obtener valores
de densidad dptica detectables. Se queria saber, cual era el tiempo de incubacién que permite observar

diferencias entre las diferentes cantidades de células. También se probd duplicar la cantidad de ONPG
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(1.75 pg/uL) y no fueron muchas. Existe una gran diferencia. Sin embargo, con respecto a la cantidad de

células, parecen seguir una relacion lineal con la concentracién 1.75 pg/uL de ONPG.

Seleccidn de células transducidas por puromicina (2 ug/mL)

Se realizd una seleccidn de células transducidas por medio de puromicina (2 pg/mL). Las células recibieron
tratamiento por 15 dias, con lo que fue suficiente para generar un incremento en la poblacién de células
PyMT-eGFP, incrementando del 34% de al 97% de células positivas para eGFP. Debido a esto se esperaba
que ocurriera lo mismo para las células PyMT-Bgal. Esto se confirmd, por medio de un ensayo de B-
galactosidasa, las células PyMT-Pgal presentan un incremento significativo en la densidad con respecto al

control, tal como se muestra en la Figura 36.

+3 dias Puromicina +9 dias Puromicina

PYyMT-NT PyMT-eGFP (2ug/mL) (2ug/mL)
g | o2 > . i’ .
. | 0.05%
| ] Antes de seleccién PyMT-eGFP
Percent of - | con puromicina
Max. w0 l \
wl 3
{ \
S TR R ! | PyMT-Bgal
CpymtNT  CFPA pyMrecrr
1.2% : | 97.6%
+ 15 Dias de seleccién PyMT-R221ANT
Percent of ot pairernicion
Max. a \ (2ug/mL)
eGFP-A

Figura 35 Diferencias en las poblaciones de células transducidas antes y después de la seleccion por puromicina
(2pug/mL).
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Figura 36 Seleccion por puromicina (2g/mL). Generd un incremento en la expresion de B-galactosidasa, analizado por
medio de un Anova de dos vias y un test a posteriori de Bonferroni. Donde “ns” indica diferencias no significativas,
“¥*”indica un P<0.01y “***” indica un P< 0.0001.

3.9.2 Células efectoras: aislamiento de linfocitos T CD8+

El aislamiento con las condiciones recomendadas por el proveedor usando las Dynabeads ® (Untouched

Mouse CD8* T cells kit, Life Technologies) nos dio como resultado un 44.5% de linfocitos T CD8* de las

células producto de la seleccion negativa (Figura 37). Sin embargo, el porcentaje de otros linfocitos T es

7.7 mayor de lo que se esperaba, por lo tanto se realizan variaciones en el protocolo, duplicando y

triplicando las cantidades de los reactivos, para determinar si los valores de otros linfocitos T disminuyen.

CD8-FITC-A

A Spleen Stained - Splenocytes

5.2%

CD8 T cells

CD8 T cells stained - Splenocytes

44.5%

CD8 T cells

CD3-APC-A

Figura 37 Primer aislamiento de linfocitos T CD8+. Usando CD8-FITC y CD3-APC-A, (izquierda) células de bazo
(derecha) producto del aislamiento.
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A Spleen cells Stained - T cells CD8 2X - T cells

0.75%

CD4-PE-CY5.5-A

107 = - 10?
1 100 10" 10°  10° 10°
CD8-FIT C-A

Figura 38 Aislamiento de linfocitos T CD8+ (derecha), comparado con células de bazo (izquierda). Utilizando los
anticuerpos CD4-PE-CY5.5 y CD8-FITC.

CD4-PE-CY5.5-A

3 CD8 2.5X - T cells CD8 3X - T cells

0.49% 0.1%

Y

CD8-FITC-A

Figura 39 Aislamiento de linfocitos CD8+, utilizando 2.5 veces mas reactivos (derecha) y usando tres veces mas de las
cantidades recomendadas (izquierda).

Se realizé un segundo aislamiento, pero esta vez los reactivos se multiplicaron por 2, 2.5y por 3 veces lo
recomendado y en los resultados que se muestran en la Figura 38 y Figura 39. Se obtuvieron buenos
resultados con respecto a la disminucion de los linfocitos T CD4+ que en las tres condiciones representaron
menos del 1%, comparado con las células de bazo donde los linfocitos T CD4+ representan el 54% Figura

38. Sin el embargo, el porcentaje de los linfocitos T CD8+ fue bajo comparado con el primer aislamiento
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que fue el 45% (Figura 37), asi que la siguiente estrategia sera utilizar el kit para aislamiento de linfocitos

T, y realizar el aislamiento de linfocitos T CD8+ en el producto.

CD8-FITC-A

Linfocitos T CD8*

Células de bazo Linfocitos T

| contees 23.1% | costous 259%

CD4-PE-CYS5.5-A

Figura 40 Aislamiento de linfocitos T CD8+, por seleccion negativa, (izquierda) bazo, (medio) aislamiento de linfocitos
Ty (derecha) aislamiento de linfocitos T CD8+. Detectados por los anticuerpos CD8-FIT Cy CD4-PE-Cy5.5

Por ultimo se hizo otra prueba esta vez purificando a los linfocitos T obteniendo la fraccion 1 vy

posteriormente aislar a los linfocitos T CD8+ generando la fraccidn 2, los resultados fueron exitosos ya que

la cantidad de linfocitos T CD4"* llegd a 0.05% y la cantidad de linfocitos CD8* incrementé al 72%.

Linfocitos T CD8+ activados in vitro

Una vez que se obtuvieron los linfocitos T CD8* se cultivaron en placas de 6 pozos, previamente tratadas

con anti-CD3 (5pg/mL) o con PBS. Estos a su vez recibieron diferentes tratamientos anti-CD3 (5ug/mL) y

anti-CD28 (5ug/mL) en el medio. Los linfocitos T activados se observaron por microscopia Optica en

blusqueda de cambios morfolégicos; como lo seria un aumento de tamario, o por agrupacion celular (Figura

a1).
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Control Anti-CD3
+ anti-CD28
anti-CD3 fijo anti-CD3 fijo anti-CD3 fijo
__+anti-CD28 ___+anti-CD3 + anti-CD28

7. o % 9 % =

Figura 41 Activacion in vitro de linfocitos T. Diferencias morfoldgicas entre linfocitos activados por medio de anti-
CD3y anti-CD28.

Proliferacion celular de los linfocitos T activados

Se compard la proliferacidon celular por medio del ensayo de MTT, comparando entre las diferentes
condiciones.

0.05+
0.041

0.03+

0.02+

0.011 T

0.00 T T

aCD3 Fijo - + + +
aCD3 - - +
aCD28 - - - +

+

Figura 42 Densidad dptica del ensayo MTT. Color blanco representan a las células control, color gris claro representan
a las células con anti-CD3 fijo, gris oscuro representan a las células solo anticuerpos solubles y negro representan a
las células con anticuerpos fijos y solubles.
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Expresion de IFN-y en linfocitos activados por medio de (anti-CD3 y anti-CD28) con respecto a la B-

2microglobulina.

IFNy mRNA
(IFNy/B2microglobulin ratio)
3.05

2.5
2.0
1.51
1.01

0.51

0.0

aCD3 Fijo - - + + +
aCD3 (5ng/mL) - + - -
aCD28 (5ng/mL) - + - + +

+

Figura 43 Expresion relativa de IFN-gamma. La expresion de IFN-gamma solo se detectd en los linfocitos que
estuvieron en contacto con ambos anticuerpos.

Citotoxicidad de nanoparticulas en células de cancer de mama PyMT-Bgal

Células de cancer de mama de ratén PyMT-Bgal se cultivaron en presencia de diferentes concentraciones
de nanoparticulas fotosensibles YMPS-PpIX (cortesia de Prakhar Sengar), se evaluaron 6.25 pg/mlL, 12.5
pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL y 100 pg/mL. Se sometieron a radiacién UV 0.5 J y se compararon con las
células sin contacto con radiacién UV 0 J. Se analizé el sobrenadante para detectar la liberacion de enzima
B-galactosidasa, detectando la densidad éptica por una ensayo colorimétrico en las condiciones
mencionadas previamente, se obtuvo el porcentaje de lisis celular. Se observa lo opuesto en el porcentaje
de lisis, hay una relacién directa con la concentracion de las nanoparticulas, solo en presencia de 0.5J UV.
Por otro lado se realizd un ensayo de viabilidad con MTT, ésta molécula nos permite detectar células vivas
y por medio del ensayo colorimétrico se obtuvieron los valores de densidad dptica (). Es posible observar
una relacién con respecto al nimero de células viables disminuye en las células que recibieron 0.5 UV y
con una relacién directa a la concentracién de las nanoparticulas. Estos resultados apoyan la hipétesis de

que el método de libracién de B-galactosidasa es una herramienta Util para detectar citotoxicidad.
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Figura 44 Andlisis de citotoxicidad, por liberacion de B-galactosidasa y ensayo de viabilidad. Porcentaje de lisis
(Izquierda) y ensayo de viabilidad de células MTT (derecha). Comparando diferentes concentraciones y dos

condiciones una con 0 J sin irradiacién UV y una con irradiacién UV de 0.5 J.

Ensayo de citotoxicidad de linfocitos T CD8+ activados

Se colocaron los linfocitos T CD8* en co-cultivo con las células PyMT-Bgal en diferentes proporciones. Los

linfocitos activados recibieron un tratamiento con anti-CD3 (5ug/mL) y anti-CD28 (5pg/mL) en el medio,

por siete dias y se agregaron en 1:1, 5:1, 10:1, 25:1, 50:1 con respecto a las 5,000 células PyMT- Bgal. Se

mantuvieron en co-cultivo, por una noche. Posteriormente se analizd el sobrenadante generando los

siguientes resultados, se observa una aparente correlacion en la liberacion de B-galactosidasa con una

mayor proporcion de linfocitos T CD8".
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Figura 45 Porcentaje de lisis celular. La lisis de células incrementa con respecto aumenta la proporcién de linfocitos
T con respecto a las células blanco.
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Capitulo 4. Discusiones

No existe un tratamiento que pueda curar la metdstasis dsea por lo tanto es importante considerar nuevas
estrategias como la inmunoterapia. La inmunoterapia consiste en el uso o en la activacién del sistema
inmune del paciente en contra de sus células cancerosas y ha sido efectiva en el tratamiento de algunos
tipos de cancer como melanoma. Representa una potencial y poderosa solucién para la metastasis dsea.
Sin embargo, sabemos que la eficiencia de estos tratamientos son mitigados por multiples factores: las
células cancerosas por si mismas y por su capacidad de esconderse o inhibir la respuesta inmune, el
microambiente tumoral por otro lado es capaz de funcionar como un escudo para las células cancerosas
contra el sistema inmune (fibroblastos asociados a cancer) o inhibir la respuesta inmune (con MDSC).
Adicionalmente el tumor puede algunas veces usar al sistema inmune a su favor (como los macréfagos
asociados a tumores que logran incrementar la angiogénesis) y si los linfocitos T aumentan la
osteoclastogénesis en la metastasis dsea como lo pueden hacer en la osteoporosis o en la artritis
reumatoide, ellos podrian favorecer el ciclo vicioso de la metdstasis ésea e incrementarlo. Por lo tanto es
critico conocer las interacciones entre las células cancerosas y el sistema inmune en el hueso. De ahi
nuestra necesidad de: estandarizar las condiciones para la eliminacién de los linfocitos T CD4+ y CD8+ en
ratones FVB. Establecer un modelo singénico de metastasis 6sea por medio de la inoculacién de células de
cancer de mama de ratén PyMT-R221A en ratones FVB. Y adaptar un método no radioactivo para evaluar

la citotoxicidad de los linfocitos T.

Existen ratones genéticamente modificados que carecen de linfocitos T CD4+ (ratén Knockout CD4 o MHC-
II) o de linfocitos T CD8+ (ratdn knockout CD8 o MCH-I). Sin embargo, la mayoria de los ratones
knockout/knockin/transgénicos pertenecen a la cepa C57BL/6 o tienen una carga genética mixta lo cual no
nos permitiria realizar una inoculacion de las células de cdncer de ratdn PyMT-R221A, las cuales fueron
aisladas de un ratdon FVB que se ha reportado que causan metastasis dsea con lesiones osteoliticas. Aunado
a esto, los ratones transgénicos deficientes de linfocitos T CD4+ o CD8+ desde el nacimiento podrian tener
algun comportamiento defectuoso o anormal de otras células del sistema inmune. Por ejemplo, los
ratones que carecen del gen CD4 desarrollan una gran poblacidn de linfocitos T CD8+ que interacciona con
el MHC-II, es decir que no se restringe solo a células con MHC-I (Tyznik et al., 2004). En una familia de
pacientes que portaban una mutacidn sin sentido en el gen CD8q, existia una gran poblacidn de linfocitos

T CD4-CD8-TCRaP+ como compensacion (de la Calle-Martin et al., 2001).
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Por lo tanto el uso de anticuerpos anti CD4 y CD8 representa una manera facil y sencilla para eliminar a
los linfocitos T CD4+ y CD8+ independientemente del fondo genético, dejando un corto periodo de tiempo

para que afecte a otros componentes del sistema inmune.

Nuestros resultados muestran que con el tratamiento con anti-CD4 y anti CD8 se induce una eliminacion
rapida (tan temprano como 2 dias después de la lera. Inoculacion) en la sangre periférica de ratén FVB
que recibié una dosis de 75 o 100ug. Este efecto fue persistente y con una dosis del 100ug de anticuerpo
anti-C4 o anti-CD8, continuo una reduccién exitosa por 7 dias después del tratamiento. Ademds, el andlisis
de linfocitos T en medula dsea confirmé que habia una eliminacién eficiente dentro de los huesos. Por lo
tanto una dosis semanal de 100ug de anti-CD4 o anti-CD8 nos debe de proveer de una eliminacién
eficiente, linfocitos T especificos para probar su efecto en el desarrollo de la metastasis 6sea de células

de cancer de mama de raton FVB en ratones FVB.

No existe un modelo donde el cancer de mama pueda ser causado por agentes carcinogénicos o
modificaciones genéticas en el ratdn y que espontaneamente metastaticen a hueso, con una incidencia lo
suficientemente alta para poder usarlos para estudiar los mecanismos de la metdastasis dsea y su
tratamiento. La inoculacidn intracardiaca de células cancerosas, en el ventriculo izquierdo del corazén es
la mejor alternativa disponible para que las células cancerosas eviten los pulmones y los capilares donde

podrian quedar atrapadas y causar una trombosis, o metdstasis en los pulmones.

La cepa pura de ratén FVB tiene una larga y compleja historia, que comenzé en el Instituto Nacional de la
salud (NIH por sus siglas en inglés) en 1935 y en 1990 diversos proveedores establecidos de ratones,
establecieron y mantuvieron sus propias colonias para su distribucidn, incluyendo al Instituto Central de
la Experimentacion Animal (CIEA por sus siglas en inglés, Japdn). Los ratones FVB han sido usados
ampliamente para el desarrollo de ratones transgénicos (Taketo et al., 1991). Hace un periodo de tiempo
indeterminado, la UPEAL de CINVESTAV adquirié algunos ratones FVB de la CIEA, denominados FVB:CIEA
y logran distribuir estos ratones en laboratorios de México. Los ratones FVB:CIEA fueron obtenidos del

CINVESTAV y se mantuvieron en la DIB para propositos experimentales.

La linea celular de cancer de mama de ratdon PyMT-R221A derivé de un ratén MMTV-PyMT con un fondo
genético de raton FVB que espontaneamente desarrolla tumores mamarios. PyMT-R221A inoculada
subcutdneamente en ratones FVB deberia desarrollar tumores s.c. y cuando se inocularan en las tibias
deberian formar metastasis 6sea con lesiones osteoliticas. Para evaluar si éstas células eran capaces de

desarrollar metdastasis 6sea a partir de inoculacién intracardiaca, 8 ratones fueron inoculados con 100,000
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células en el ventriculo izquierdo del corazén, posteriormente los huesos fueron colectados para analisis
radiografico. Sin embargo, a pesar de que pasé mds de un mes después de la inoculacidn, no fue posible
identificar areas de ostedlisis en los rayos X. Este resultado coincide con resultados previos donde otra
linea celular derivada de un modelo MMTV-PyMT fallé causando metdstasis ésea en 5 de 20 ratones FVB
inoculados intracardiacamente (Werbeck et al., 2014). Por lo tanto utilizamos inoculacién de células PyMT
directamente en la tibia de los ratones FVB, en los cuales se reportaban que causaban lesiones osteoliticas
entre 9-20 dias dependiendo de la publicacién. Inoculamos entre 50,000 a 200,000 células y esperamos
hasta 28 dias para la eutanasia. La maxima incidencia que obtuvimos fue del 20% (3/13) cuando
inoculamos 200,000 células y esperamos por 28 dias. Esta incidencia esta demasiado baja como para
representar un modelo de metastasis ésea util. Analisis estadisticos indican que por lo menos 10 ratones
con metastasis 6sea son necesarios para tener suficiente poder estadistico y necesitariamos entonces
inocular y tratar a 50 ratones por grupo para tener resultados. Aunado a esto notamos que los tres ratones
que desarrollaron metdstasis dsea, desarrollaron metastasis 6sea en ambas tibias, mientras que los otros
no desarrollaron metdstasis en ninguna de las tibias. Ninguno de los ratones presenta ostedlisis en solo 1
de las 2 tibias inoculadas. Esto sugiere que algunos ratones son mas susceptibles a desarrollar lesiones
dseas. Considerando esta baja incidencia, la cual no se esperaba, inoculamos células PyMT de manera
subcutdnea. En estas condiciones el 100% de los ratones deberia de presentar tumores en crecimiento.
Sin embargo, solo 8 de los 20 ratones que fueron inoculados presentaron tumores palpables y medibles.
Esto sugiere que algunos de los ratones fueron capaces de tener una respuesta inmune la cual puede
resultar en un rechazo al tumor, a pesar de que los tumores no fueron colectados para confirmar la

supuesta respuesta inmune.

En general estos resultados sugieren que podria haber suficiente diferencias genéticas entre las células
PyMT las cuales derivaron de un raton FVB y los ratones FVB:CIEA del CINVESTAV para causar esta baja
incidencia de crecimiento de tumores en las tibias o s.c. Hasta el momento no tenemos evidencia para
respaldar esta suposicién. Sin embargo, es bien sabido que incluso los vendedores de ratones mas
reconocidos con excelente reputacidon pueden tener variaciones o errores en las colonias. Charles River
distribuye Ratones desnudos atimicos [Crl:UN(NCr)-Foxn1] que originalmente se pensaba que tenian un
trasfondo genético BALB/c y se mantenian con cruzas endogamicas. Sin embargo, fue recientemente
descubierto que se han mantenido como una sepa no pura y no puede seguir considerandose Balb/c.
Harlan mantuvo su colonia de C57BL/6 (C57BL/6NHsd) como cepa pura desde 1974. A pesar del programa
de control de calidad genético, lo que es critico para el mantenimiento de colonias puras, una mutacién
ocurrié especificamente en su colonia, y esta no fue detectada en otros proveedores, probablemente

desde hace décadas (Mahajan et al., 2016). Hubo una duplicacion homocigota de dos exones del gen
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Dock2 que crea a una proteina no funcional. Esta mutacion afecta la migracién y el alojamiento de ambos
linfocitos T y B y a un sin niUmero de investigadores que utilizaron estos ratones, incluyendo a estudios

inmunoldgicos.

Por lo que no es inconcebible que podrian haber suficientes diferencias genéticas en los ratones FVB:CIEA
para que causara el rechazo de las células PyMT-R221A en un significativo de ratones. Nos encontramos
tratando de identificar una colonia de FVB de otros proveedores que podria ser adecuado para nuestras
necesidades. A pesar de que todas las demds colonias se encuentran fuera de México, lo cual significaria
gue se requeririan meses de procedimientos administrativos para que se permita la importacidn de estos
ratones. Para asegurarnos de que los ratones FVB:CIEA que obtuvimos son significativamente diferentes
de los FVB de otras colonias, necesitdremos realizar un escaneo genético para comparar los polimorfismos
del nucledtido simple (SNP por sus siglas en inglés) entre el genoma de nuestros ratones FVB:CIEA y los
ratones FVB de otros proveedores, lo cual no ha sido posible ya que tendriamos que importar a los ratones

primero.

A partir de ahora no esta claro si las células PyMT-R221A pueden ser usadas para un modelo singénico de
metdstasis dsea. Alternativas serian buscar otras lineas de células de cancer de mama derivadas de raton.
Sin embargo, puede que no todas las lineas de células de cdncer de mama sean capaces de crecer en el
hueso. Contamos con células 4T1 que se comportan bien en ratones BALB/c (Harlan) pero es importante
considerando la heterogeneidad del cancer confirmar que los resultados son especificos de un modelo o
no. Johnstone et al. (2015) recientemente aislaron células de cancer de mama metastasicas de un tumor
metastasico en ratones C57BL/6 que expresan PTHrP y MMP-3, los cuales son dos factores importantes
para el desarrollo de la metastasis dsea (Guise et al., 1996; Rose et al., 2007). Considerando que existen
muchos mecanismos que son compartidos por la metastasis de cancer de prdstata y cancer de mama, se
podria considerar probar la habilidad de las células de cancer de prdstata de ratéon, como RM-1, TRAMP-

C1y TRAMP-C2 que fueron extraidas de ratones C57BL/6 y causan metdstasis dsea.

El ensayo de liberacién de >'Cromo ha sido el experimento mas utilizado para evaluar la actividad citotdxica
de los linfocitos T, es un sensible y sencillo método que puede utilizarse en cualquier tipo de células blanco.
Debido a que solo necesitan ser cultivadas en presencia del >'Cr para ser marcadas. El Gnico problema es

la radioactividad.

Una alternativa no radioactiva es utilizando citometria de flujo para diferenciar entre células en estado de

apoptosis (e.g. Anexina V, actividad de caspasas) o detectar la pérdida de la estabilidad de la membrana
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(e.g. internalizacién de yoduro de propidio). El problema es que se requiere cultivar una gran cantidad de

células por condicidn. Otra alternativa no radiactiva se basa en la liberacién de fluorocromos (e.g. CFSE,
GFP) que no permiten una amplificacion de la sefial o enzimas (e.g. luciferasa, -galactosidasa) las cuales
pueden producir unas sefiales luminiscentes, fluorescentes o productos de color especifico que permite la
amplificacidn de la sefial. Esto nos permite el uso de pequefias cantidades de células. La desventaja es que

no todas las células son capaces de expresar GFP, luciferasa o B-galactosidasa.

Decidimos tomar la ventaja de la simplicidad del ensayo de B-galactosidasa y de las particulas del sistema
lentiviral. Se requieren al menos 7 dias de activacién de los linfocitos T para comenzar a detectar la
liberacion de [3-galactosidasa en las proporciones mas altas de células efectoras con respecto a las células
blanco (E:B). Existen alternativas para incrementar la sensibilidad del ensayo utilizando CPRG (Rojo de
clorofenol-B-D-galactopirandsido), en lugar del ONPG, el cual genera una sefial mas intensa en diferente

longitud de onda.

Las perspectivas a futuro es que se requiere mds trabajo para confirmar si los conocidos inhibidores de la
actividad de los linfocitos T reducird la actividad citotdxica en nuestro ensayo (e.g TGF-B). Antes de hacer
un experimento donde se aislarian los linfocitos T CD8+ (por seleccidén negativa con perlas magnéticas
Dynabeads®) de huesos normales, huesos con metastasis 6sea o de alglin tumor u otro sitio de metdstasis
para comparar la actividad citotdxica de los linfocitos T o comparar la actividad citotdxica de los linfocitos
T en el sitio de metdstasis désea cuando se utilicen tratamientos que incrementan la activacién de los

linfocitos T (e.g. anti-TGF-B, anti-hipdxicos, IL-2 o IFN-y).
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Capitulo 5. Conclusiones

La inoculacion intraperitoneal de anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 a una dosis de 100ug, cada siete dias
genera una eliminacion exitosa (>95% en sangre periférica) de linfocitos T CD4* y CD8*. Se confirméd que
este tratamiento es capaz de eliminar a las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ de los huesos. Por lo
tanto este tratamiento nos puede ayudar a estudiar el papel de los linfocitos T CD4+ y CD8+ en la

metastasis osea.

La inoculacién intracardiaca de células de cdncer de mama de ratéon PyMT-R221A no genera metastasis
dsea, por lo tanto este tipo de inoculacidn no es util para nuestros fines. Con la inoculacidn intratibial se
obtuvo una baja incidencia en lesiones osteoliticas, incluso con un gran nimero de células cancerosas
(200,000). Después de una inoculacidn subcutdnea solo el 40% de los ratones desarrollé tumores
palpables. Por lo tanto, se le atribuye a una diferencia genética de la cepa de ratones FVB:CIEA con

respecto a los ratones FVB de otros proveedores, sin evidencias genéticas.

El desarrollo de las células PyMT-Bgal representa una sencilla alternativa no radioactiva que permite
detectar la actividad citotéxica no solo de los linfocitos T CD8+, ademas de otros compuestos citotdxicos

como las nanoparticulas fotosensibles.
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