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Resumen de la tesis que presenta Paloma Stephanie Almeida Luna como requisito parcial para
la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en
Biomedicina y Bionanotecnologia.

Tratamiento del cdncer de mama con una vacuna de células dendriticas en combinacion con 5-
Fluorouracilo

Resumen aprobado por:

Dr. Pierrick Gerard Jean Fournier
Director de tesis

El cdncer de mama (CM) es el tipo de cancer mas frecuente en mujeres y la segunda causa de muerte por
cancer en el mundo. Los tratamientos actuales para el CM son efectivos solo en etapas tempranas de la
enfermedad y provocan efectos secundarios graves y toxicidad crdnica, por eso es necesario buscar
mejores tratamientos. La vacunacion autdloga con células dendriticas (CDs) es una inmunoterapia que
induce respuestas inmunoldgicas anti-tumorales; sin embargo, solo unos pocos ensayos clinicos han
tenido buenos resultados. Se puede intentar eficientizar esta inmunoterapia utilizando coadyuvantes que
aumenten la maduracién de las CDs. Otra manera es utilizando tratamientos que reduzcan células
inmunosupresoras del microambiente tumoral, como lo hace el 5-Fluourouracilo (5-FU) con las células
MDSCs. El objetivo de este trabajo fue evaluar la combinacién de una vacuna autéloga de CDs (DC-Vax)
madurada con una vacuna profilactica y el 5-FU para el tratamiento del CM en un modelo pre-clinico.
Primero, se caracterizé el efecto de distintos coadyuvantes para madurar CDs in vitro, posteriormente se
caracterizé el efecto de la DC-Vax madurada con una vacuna profilactica en un modelo de CM y luego el
efecto del 5-FU en un modelo de CM. Por ultimo, se evalué la combinacién de la DC-Vax y el 5-FU en el
tumor primario de CM. Se encontrd que los coadyuvantes no incrementaron la maduracion de las CDs, en
comparacién con el control. Por otro lado, la DC-Vax redujo el tamafio de los tumores de CM. El 5-FU
también redujo los tumores de CM y las células MDSCs en ratones. Sin embargo, la combinacion de DC-
Vax/5-FU no fue efectiva para reducir mas los tumores. Todos los tratamientos probados (5-FU, DC-Vax y
DC-Vax/5-FU) aumentaron los niveles de anticuerpos anti-4T1, lo que sugiere una participacion de la
respuesta inmune humoral, que seria conveniente analizar mas a fondo. El tratamiento con DC-Vax/5-FU
incrementd los niveles de linfocitos T CD4* y T CD8* en los ratones, y estos linfocitos expresaban el
marcador de agotamiento PD-1, por lo que podrian considerarse como linfocitos T antitumorales que
tienen la capacidad de re-activarse si se utilizan inhibidores de puntos de control inmunoldgico.

Palabras clave: cincer de mama, inmunoterapia, vacunacidon autdloga, células dendriticas, vacunas
profilacticas, 5-FU.



Abstract of the thesis presented by Paloma Stephanie Almeida Luna as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Biomedicine and
Bionanotechnology.

Treatment of breast cancer with a dendritic cell vaccine in combination with 5-Fluorouracil

Abstract approved by:

Dr. Pierrick Gerard Jean Fournier
Thesis Director

Breast cancer (BC) is the most common type of cancer in women and the second leading cause of cancer
death in the world. Current treatments for BC are effective only in early stages of the disease and can
cause serious side effects and chronic toxicities, so it is necessary to search for better treatments.
Autologous dendritic cell (DC) vaccination is an immunotherapy that induces anti-tumor immune
responses; however, only a few clinical trials have had good results. Efforts can be made to make this
immunotherapy more efficient by using adjuvants that increase the maturation of DCs. Another way is to
use treatments that can reduce immunosuppressive cells in the tumor microenvironment, as 5-
Fluourouracil (5-FU) does with MDSCs. The aim of this work was to evaluate the combination of an
autologous DC vaccine (DC-Vax) matured with a prophylactic vaccine and the chemotherapeutic agent 5-
FU for the treatment of BC in a pre-clinical model. First, we characterized the effect of different adjuvants
to mature DCs in vitro, then we characterized the effect of a DC-Vax matured with a prophylactic vaccine
in a BC model and then the effect of 5-FU in a BC model. Finally, the combination of a DC-Vax and 5-FU
was evaluated in the primary BC tumor. We found that adjuvants did not increase the maturation of DCs
compared to the control. On the other hand, the DC-Vax reduced the size of the BC tumors. The treatment
with 5-FU also reduced the BC tumors and MDSCs in mice. However, the DC-Vax/5-FU combination was
not effective in further shrinking the tumors. All treatments tested (5-FU, DC-Vax and DC-Vax/5-FU)
increased anti-4T1 antibody levels, suggesting the participation of the humoral immune response, which
would be convenient to analyze more thoroughly. Treatment with DC-Vax/5-FU increased the levels of
CD4* T and CD8* T lymphocytes in mice, and these lymphocytes expressed the exhaustion marker PD-1, so
they could be considered as antitumor T lymphocytes that could have the capacity to be reactivated if
immune checkpoint inhibitors are used.

Keywords: breast cancer, immunotherapy, autologous vaccination, dendritic cells, prophylactic
vaccines, 5-FU.
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Capitulo 1. Introduccidon

1.1 Introduccion

1.1.1 El cancer

Cancer es el nombre de un grupo de enfermedades caracterizada por la division descontrolada de células
y su diseminacién desde el sitio de origen a otros drganos del cuerpo. El tejido donde se origina le da las
caracteristicas distintivas a cada tipo de cancer; los carcinomas son los canceres que surgen a partir de
células epiteliales, los adenocarcinomas son un subtipo de carcinoma originado a partir de tejido glandular

y los sarcomas se originan a partir de células del mesodermo (Pecorino, 2012).

Cada tipo de céncer tiene caracteristicas diferentes de acuerdo a su origen, ademads, para un mismo tipo
de céncer (como el cancer de mama) también existen diferencias, por ejemplo, en los mecanismos
moleculares de la carcinogénesis o el patron de diseminacién de las células desde el sitio primario a otros
drganos. A pesar de esto, la mayoria de los tipos de cancer comparten una serie de rasgos que nos ayudan
a comprender la compleja biologia de estas patologias: autonomia de sefales de crecimiento, evasién de
sefiales inhibitorias de crecimiento, reprogramacion del metabolismo, evasidon de la muerte celular
programada, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis, evasion de la destruccién por parte del sistema
inmune, invasién y metdstasis a otros tejido, inestabilidad y mutacidon gendmica, capacidad de inducir
inflamacidn, lo cual promueve el crecimiento tumoral (Hanahan y Weinberg, 2011). Recientemente se
sumaron a esta lista de rasgos, la plasticidad fenotipica y diferenciacién interrumpida, la reprogramacion

epigenética no mutacional, los microbiomas polimadrficos y la senescencia celular (Hanahan, 2022).

El cancer es la primera o segunda causa de muerte antes de los 70 afos en 112 de 183 paises reportados
por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (Sung et al., 2021). Se estima que, a nivel
mundial, en el 2020, hubo 19.3 millones de nuevos casos de cdncer y alrededor de 10 millones de muertes
por cancer. El cdncer de mama paso a ser el cancer mas diagnosticado a nivel mundial (con un estimado
de 2.3 millones de nuevos casos, 11.7%) superando después de varios afios, al cancer de pulmoén (11.4%),
sin embargo este Ultimo sigue siendo la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial (18% del

total de muertes por cdncer) (Sung et al., 2021).



1.1.2 El cancer de mama

En la poblacidon femenina, el cdncer de mama (CM) es el tipo de cdncer mas diagnosticado y la primera
causa de muerte por cancer a nivel mundial (Sung et al., 2021). En México es el tipo de cancer mas
frecuente con 29,929 casos nuevos y 7,931 muertes registrados en 2020 (IARC, 2020). El CM es un tipo de
cancer sumamente heterogéneo que presenta caracteristicas morfolégicas y bioldgicas muy variables. La
mayoria de los CM son adenocarcinomas originados en el epitelio lobular o ductal de la glandula mamaria
(Tower et al., 2019; Yerukala Sathipati y Ho, 2018). Sin embargo, existen casos de CM tipo espinocelular,
gue tiene su origen en las células escamosas de la piel del tejido mamario. EI CM espinocelular es poco

frecuente, constituyendo el 0.1% de todos los casos de CM (Hennessy et al., 2005).

El CM esta asociado con distintos factores de riesgo, que varian entre cada uno de los diferentes subtipos
de CM que existen. Algunos factores de riesgo son la predisposicion genética (como mutaciones de
herencia autosémica dominante en genes supresores de tumores como BRCA1 y BRCA2); el estilo de vida
(primer embarazo a edad avanzada, obesidad, inactividad fisica, consumo de alcohol y tabaco); y factores
ambientales (exposicidn a radiacion ionizante, turnos de trabajo nocturnos y exposiciéon a disruptores
enddcrinos) (Fenga, 2016; Harbeck et al., 2019; Mcpherson et al., 2000). La formacién de un tumor en el
tejido mamario inicia con el desarrollo de una hiperplasia atipica, que consiste en una proliferaciéon
anormal de células en los ductos, las cuales pueden llegar a cubrir parcial o completamente el lumen del
ducto (Figura 1). La hiperplasia puede progresar a carcinoma in situ, donde las células tumorales cubren
completamente el ducto, llegando a distorsionarlo. Estas lesiones pueden removerse quirdrgicamente,
pero es comun que exista recurrencia. Cuando las células ya no se encuentran confinadas al ducto, han
roto la membrana basal y han invadido el estroma que lo rodea, el carcinoma se considera como invasivo

(Tower et al., 2019).

Ducto . . Hiperplasia Carcinoma Carcinoma
Hiperplasia

con atipia in situ invasivo

Célula %3 (5
epitelial

Mioepitelio cancerigenas

Figura 1. Etapas del desarrollo del cancer de mama. La formacion de un tumor en los ductos mamarios inicia con
una hiperplasia, que después puede progresar a una hiperplasia con atipia, donde las células llegan a cubrir parcial o
totalmente el ducto. Esta hiperplasia atipica puede progresar a carcinoma in situ, y, si las células rompen la
membrana basal que las rodea y salen del ducto, el carcinoma se considera invasivo. Modificado de Tower et al.
(2019).
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El carcinoma invasivo se estadifica en 4 etapas (I-1V), la etapa se determina con base en el tamaiio del
tumor, si existen tumores en los nddulos linfaticos y si hay metastasis (Tomasicchio et al., 2019; Yerukala
Sathipati y Ho, 2018). En la etapa I, el tumor mide menos de 20 mm y esta localizado en solo uno de los
senos. En la etapa Il el tumor es menor a 50 mm y puede existir una invasion de células cancerosas en los
nddulos linfaticos axilares o cercanos al tejido mamario. En la etapa lll, el tumor ha alcanzado un tamafio
mayor que 50 mm vy las células cancerosas han invadido los nédulos linfaticos axilares y/o otros nédulos
linfaticos cercanos, también es posible que existan mds tumores en otras areas del tejido mamario. La
etapa IV, es cuando el CM ha hecho metastasis a otros drganos, como pulmones, nédulos linfaticos, piel,
higado, cerebro o hueso (Tomasicchio et al., 2019). El hueso es el sitio mas comun para la metastasis de
CM. Aproximadamente del 65% al 75% de los pacientes que se encuentran en etapa avanzada desarrollan
metastasis 6sea (Brook et al., 2018; Scimeca et al., 2018). Ademas, se ha reportado que el 22% de los
pacientes en etapas tempranas del CM desarrollé metdastasis ésea en un periodo de 8.4 anos. El prondstico
de los pacientes con metdstasis 6sea de CM es malo y la supervivencia media de estos pacientes es de 40

meses a partir del diagndstico (Brook et al., 2018; Holen et al., 2016; Scimeca et al., 2018).

Existen tres principales subtipos de CM, clasificados con base en la presencia o ausencia de marcadores
moleculares en las células: los receptores de estrégeno (ERa) y progesterona (PR), y el factor de
crecimiento humano epidermal 2 (ERBB2, antes Her2). Si existe al menos un 1% de células tumorales con
marcadores de estrégeno o progesterona, el CM se clasifica como receptor hormonal positivo (HR*), este
tipo de cancer se desarrolla en el 70% de los pacientes. Por otro lado, si hay amplificacién o sobreexpresién
de ERBB2, el cancer se considera ERBB2*, este tipo de CM se encuentra en el 15% - 20% de los pacientes.
Por ultimo, la ausencia de los marcadores moleculares antes mencionados se considera cancer de mama
triple negativo, este tipo de cdncer esta presente en aproximadamente el 15% de los pacientes (Waks y
Winer, 2019). Ademas, existe una subclasificacién basada en los grupos de marcadores encontrados en las
células cancerigenas: el CM luminal Ay el luminal B. El CM luminal A incluye tumores que sobreexpresan
genes relacionados con ERa. y PRy tienen poca expresion de ERBB2 y genes relacionados con proliferacidn.
Por otro lado, los tumores de CM luminal B presentan baja expresién de genes relacionados con ERa, una
expresion variable de genes relacionados con ERBB2 y una sobreexpresién de genes relacionados con

proliferacién (Hashmi et al., 2018; Vidal et al., 2016).



1.1.3 Tratamientos para el cancer de mama

Las estrategias de tratamiento difieren de acuerdo a las caracteristicas moleculares del subtipo de CM
presente en cada paciente, las caracteristicas histoldgicas de sus tumores y si existe o no metastasis

(Harbeck et al., 2019).

Para el CM no metastasico, los tumores son removidos quirdrgicamente y se toman muestras o se extirpan
los ganglios linfaticos axilares, con el fin de prevenir la recurrencia y eventos metastdsicos. Ademas, es
comun que se administre radiacidn postoperatoria. La terapia sistémica se puede suministrar en la etapa
pre o post operatoria, o en ambas. El subtipo de cdncer del paciente es la principal consideracién que se
tiene para definir la terapia sistémica, por ejemplo, aquellos pacientes con tumores HR*, reciben terapias
endocrinas y pueden requerir también quimioterapias. Los tumores ERBB2* reciben tratamientos basados
en el anticuerpo monoclonal Trastuzumab (que se une al receptor ERBB2* y lo bloquea), ademas reciben
guimioterapiasy, si también son HR* reciben terapias enddcrinas, mientras que los pacientes con CM triple
negativo solamente son candidatos a quimioterapia (Waks y Winer, 2019). EIl CM metastasico, es una
enfermedad incurable con los tratamientos que se tienen hasta el momento, por lo que el objetivo de las
terapias es prolongar la vida de los pacientes y aliviar los sintomas de su enfermedad (Harbeck et al., 2019).
Los pacientes con metastasis reciben las terapias sistémicas de acuerdo a su subtipo de cdncer, ademas se

utilizan terapias locales como cirugia y radiacién como tratamientos paliativos (Waks y Winer, 2019).

Como se menciond, la cirugia es un tratamiento eficaz, pero su éxito se limita a etapas tempranas del
cancer de mama (Tomasicchio et al., 2019). Las terapias sistémicas como las terapias enddcrinas o la
guimioterapia pueden provocar efectos secundarios que pueden ir desde bochornos, dolores en las
articulaciones, sequedad vaginal y dispareunia, hasta toxicidades agudas que provocan ndusea y fatiga y
toxicidades crdnicas que pueden ocasionar infertilidad, cardiotoxicidad, neuropatias y disfuncién
cognitiva. Por otro lado, el uso de terapias locales como la radiacion pueden provocar dermatitis,
pneumonitis, fatiga y dolor crénico (Harbeck et al., 2019). Debido a esto es necesario continuar con la
busqueda de nuevas y mejores estrategias para tratar el cdncer de mama. En la ultima década, las
inmunoterapias han surgido como el enfoque mas prometedor para el tratamiento del cancer. Estos
tratamientos tienen como objetivo estimular o reactivar el sistema inmune del paciente contra el cancer

(Godoy-Calderén et al., 2019).



1.1.4 La respuesta inmune contra las células cancerosas

El sistema inmune es el conjunto de muchos tipos diferentes de células y sus mediadores, cuya funcion es
reconocer lo propio de lo extrafio, de esta manera protegen el cuerpo contra patdgenos y mantienen una
tolerancia ante antigenos propios. Las células tumorales pueden ser reconocidas por el sistema inmune
por la presencia y abundancia de antigenos presentes en las células cancerigenas (Bjerregaard et al., 2017).
Estos antigenos pueden ser péptidos normales sobreexpresados en las células tumorales, llamados
antigenos asociados al tumor (TAAs), o neoantigenos conocidos como antigenos especificos de tumor
(TSAs), que Unicamente se expresan en las células tumorales y son consecuencia de la acumulacion de

mutaciones en las células o son derivados de proteinas viricas (Koury et al., 2018; Sahin y Tireci, 2018).

Para que las células tumorales puedan ser eliminadas por el sistema inmune, los antigenos tumorales
tienen que ser presentados a través del complejo principal de histocompatibilidad de clase | o de clase |l
(MHC I o ll) y que la unidn antigeno-MHC sea reconocido por un receptor de linfocitos T (TCR) (Bjerregaard
et al., 2017). El ciclo de la respuesta inmune antitumoral (Figura 2), inicia cuando los antigenos tumorales
son liberados y capturados por células presentadoras de antigeno (APC), principalmente células
dendriticas (CDs). Estas células procesan los antigenos en su interior y tienen un proceso de maduracion
en el que aumentan la expresion de diversas moléculas como el receptor de quimiocinas CCR7, que les
permite migrar a los nddulos linfaticos donde pueden interactuar con los linfocitos T. Las CDs también
aumentan la expresion de las moléculas del MHC y diversas moléculas coestimuladoras (como CD80 y
CD86), esto les permite llevar a cabo la presentacién antigénica via el MHC | a los linfocitos T citotéxicos

(T CD8*) o via el MHC Il a los linfocitos T cooperadores (T CD4*) (Chen y Mellman, 2013; Chen et al., 2021).

Los linfocitos T reconocen los antigenos tumorales presentados en las moléculas de MHC mediante sus
TCR. Este reconocimiento resulta en la activacion de los linfocitos T CD8" o T CD4*, que posteriormente
pueden salir de los nédulos linfaticos e infiltrase en los tumores para ejercer su actividad (Chen et al.,

2021).

Los linfocitos T CD8* son una poblacién celular que puede diferenciarse, dependiendo de los estimulos
ambientales que reciben, en diversas subpoblaciones que varian en su funcién. El proceso de
diferenciacion de los T CD8* es dictado por la fuerza antigénica, moléculas coestimuladoras y citocinas,
estas sefiales ambientales activan factores de transcripcién que estimulan la diferenciacion de los T CD8*
a linfocitos Tcl, Tc2, Tc9, Tcl7 o Tcreg. Entre estas subpoblaciones, la mas caracterizada es la subpoblacion

de T CD8" citotdxicos, también conocida como Tcl (Mittriicker et al., 2014). Esta subpoblacién tiene una
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participacién importante en la respuesta inmune antitumoral, ya que es capaz de reconocer y de unirse
especificamente a las células cancerosas a través de la interaccidn de su TCR con el antigeno afin unido al
MHC |. Después de este reconocimiento, eliminan las células tumorales mediante la exocitosis sinaptica
de grédnulos compuestos por granzimas y perforinas, que atraviesan a la célula diana e inducen su
apoptosis. También pueden inducir la muerte de las células de manera indirecta a través de la secrecion
de citocinas como el interferén gamma (IFNy) o el factor de necrosis tumoral (TNF) (Durgeau et al., 2018).
La muerte de las células tumorales libera mas antigenos tumorales, lo que incrementa la respuesta

antitumoral en las siguientes vueltas del ciclo antitumoral (Chen y Mellman, 2013).

Ciclo de la respueta inmune antitumoral

y i Reconocimiento de antigenos y
Presentacion de antigenos tumorales activacion de Linfocitos T

e

’Liberacién de \ Movilizacion de
antigenos tumorales Linfocitos T al tumor

Nodulo linfatico

Tumor

Muerte de células tumorales Infiltracion al tumor

Reconocimiento de células
tumorales

):i(co @ T CD8* @ T CD4"Th1 @ Célula tumoral
2

Figura 2. Ciclo de la respuesta inmune antitumoral. La respuesta inmune antitumoral es un proceso ciclico que
comienza con la muerte de las células tumorales, las cuales liberan antigenos que son reconocidos por las células
dendriticas. Las células dendriticas procesan estos antigenos y migran a los nddulos linfaticos donde pueden
interactuar con los linfocitos T CD8" y T CD4*. Después del reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos T,
estos se activan y pueden movilizarse al lecho tumoral donde ejercen sus funciones efectoras y eliminan a las células
tumorales. La muerte de las células libera mds antigenos, lo que incrementa la respuesta antitumoral en las siguientes
vueltas del ciclo. Modificado de Sahin y Tireci (2018).



7
Los linfocitos T CD4* también tienen una participacion importante en la respuesta inmune antitumoral.
Los T CD4"* son una poblacidn celular versatil, que puede diferenciarse en diferentes subtipos celulares con
actividades distintas, en respuesta a las sefiales que reciben. Los linfocitos Thl pueden influenciar la
actividad antitumoral de otras células y se ha observado que aumentan las funciones efectoras de los
linfocitos T CD8* (Ahrends et al., 2017). También secretan citocinas como IFNy, TNFa e IL-2 que limitan el
crecimiento tumoral y promueven el reclutamiento de APC, aumentan su capacidad fagocitica y
promueven el procesamiento y presentacidn antigénica (Tower et al., 2019). Por otro lado, los subtipos
Th2 y los linfocitos T reguladores (Tregs), afectan la respuesta inmune antitumoral. Los Th2 expresan IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, citocinas capaces de inhibir la citotoxicidad mediada por los linfocitos T CD8". Por
su parte los Tregs promueven un ambiente inmunosupresor en el lecho tumoral, al reducir las funciones
efectoras de los linfocitos T CD8* y de los linfocitos Th1 (Miggelbrink et al., 2021; Tower et al., 2019).
Ademas de las CDs vy los linfocitos T, se pueden encontrar muchas otras células del sistema inmune
infiltradas en el microambiente tumoral, como los linfocitos B, los linfocitos citoliticos naturales (también

llamados células asesinas naturales) y los macroéfagos tipo M1, que también tienen actividad antitumoral.

Las células tumorales pueden evadir la respuesta inmune e inclusive aprovechar mecanismos del sistema
inmune para promover el crecimiento tumoral. Las células del sistema inmune que son capaces de
promover el desarrollo de los tumores son los linfocitos T reguladores (Treg), los macréfagos tipo M2y las
células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs), estas células liberan citocinas inmuno-inhibidoras pro-
tumorales como TGF-B, VEGF, IL-6, IL-8 e IL-10 (Tower et al., 2019). Los mecanismos ejercidos por estas
células hacen que el ciclo de inmunidad contra el cancer no funcione correctamente. El propdsito de las
inmunoterapias contra el cdncer es iniciar o reiniciar un ciclo autosuficiente de inmunidad contra el cancer,
permitiendo que se amplifique y se propague lo suficiente para erradicar los tumores, pero no tanto como

para generar una respuesta autoinmune inflamatoria (Chen y Mellman, 2013).

1.1.5 Inmunoterapias para el tratamiento del cancer de mama

Las inmunoterapias son un conjunto de estrategias que tienen como objetivo estimular o reactivar el
sistema inmune de un paciente para hacer frente a una enfermedad, incluyendo el cancer. Su efectividad
depende de la respuesta inmune basal del paciente y del microambiente tumoral, observandose diferentes
niveles de respuesta ante las inmunoterapias, dependiendo del tipo, densidad y ubicacion de las células

del sistema inmune en los tumores (Galon y Bruni, 2019). Por ejemplo, se ha observado que, la presencia
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de linfocitos T CD8* infiltrados en tumores, esta relacionada con un prondstico favorable en algunos tipos
de cédncer. Tumeh et al. (2014) analizaron muestras de 46 pacientes con melanoma, obtenidas antes y
durante el tratamiento con un anticuerpo anti-PD-1, y encontraron que aquellos pacientes que, previo al
tratamiento con la inmunoterapia, presentaban linfocitos T CD8* en el margen y en el interior de los
tumores, tuvieron una mejor respuesta antitumoral: sus linfocitos T CD8* preexistentes proliferaron y
produjeron una mayor disminucién en los tumores. Del mismo modo se ha encontrado que los pacientes
con cancer con poca o nula infiltracién de células inmunes en los tumores, o que poseen una infiltracion
predominante de células inmunosupresoras, presentan malos resultados ante las inmunoterapias (Galon

y Bruni, 2019; Newman et al., 2020).

Una de las inmunoterapias mds utilizadas actualmente son los inhibidores de puntos de control
inmunoldgico (ICls). Las moléculas de control inmunolégico son componentes clave para la regulacion de
la actividad de los linfocitos T (Godoy-Calderdn et al., 2019). Un ejemplo de una molécula de control
inmunoldgico es la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) que se expresa en linfocitos T, células
NK, células dendriticas y monocitos después de su activacidon y es considerada como un marcador de
agotamiento celular. Cuando PD-1 se sobreexpresa en los linfocitos T, puede unirse al ligando de muerte
celular programada 1 (PD-L1) expresado en las células cancerosas u otras células estromales en el tumor.
Este reconocimiento desencadena una cascada de sefalizacion que blogquea las funciones efectoras de los
linfocitos T para destruir a las células tumorales, lo que le permite a las células cancerigenas escapar a la
respuesta inmune antitumoral (Tumeh et al., 2014; Xing et al., 2015). La unién de los ICls a estas proteinas

neutraliza la inhibicidn de los linfocitos T para atacar a las células tumorales (Xing et al., 2015).

La terapia con ICIs ha probado ser una estrategia efectiva en diversos tumores sélidos avanzados, como
en el melanoma. Sin embargo, en el CM se ha observado una modesta taza de respuesta a esta
inmunoterapia, debido principalmente a la baja tasa de mutaciéon y la baja infiltracidn de linfocitos T en
los tumores de la mayoria de los subtipos de CM (Ho et al., 2022; Zou et al., 2020). A pesar de esto, estudios
recientes han reportado que algunos subtipos de CM pueden responder favorablemente a los ICls. Tal es
el caso del CM triple negativo, el cual presenta altas densidades de linfocitos T en los tumores y una mayor
carga de mutaciones que otros subtipos (Zou et al., 2020). Schmid et al. (2020), encontraron que la
combinacion del inhibidor de PD-L1 atezolizumab, con la quimioterapia con nab-paclitaxel, aumentaba
sustancialmente la supervivencia global de pacientes con CM triple negativo metastasico. Ademas, el
tratamiento combinado aumenté la media de supervivencia libre de progresidon de 5.5 meses a 7.2 meses,

en comparacion de aquellos pacientes que solo recibieron la quimioterapia.
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Otro tipo de inmunoterapia son las vacunas contra el cancer, estas tienen como objetivo estimular la
respuesta efectora de los linfocitos Thl y los linfocitos T CD8* contra los antigenos tumorales. Una de las
principales ventajas que presentan las vacunas contra el cancer es la generacion de una respuesta inmune
adaptativa y la subsecuente generacion de una memoria inmunolégica que tendrd el potencial de
controlar o eliminar la recurrencia del cancer (Corti et al., 2022). Ademas, la respuesta y expansion en la
cantidad de linfocitos T especificos contra los tumores, hacen de las vacunas contra el cancer, buenas
candidatas para su utilizacién en tratamientos combinados con otros tipos de inmunoterapias, como los

ICIs (Tanyi et al., 2018).

1.2 Antecedentes

1.2.1 Vacunacion autéloga con células dendriticas

La vacunacion autdloga con células dendriticas consiste en la utilizacidon de células dendriticas derivadas
del propio paciente que son cargadas in vitro con antigenos tumorales. Como se menciond anteriormente,
las CDs son células presentadoras de antigeno especializadas, capaces de reconocer patégenos mediante
receptores de reconocimiento de patrones (PRR), procesarlos y luego presentar antigenos provenientes
de estos patdgenos a los linfocitos T, que al ser activados inician una respuesta inmune adaptativa para
intentar combatir la infeccién (Roche y Furuta, 2015). En el caso del cancer, las CDs son una poblacion

celular clave en el inicio de la respuesta antitumoral (El Ansary et al., 2013).

Las CDs son capaces de presentar antigenos provenientes de células tumorales via el MHC | a los linfocitos
T CD8*, mediante un proceso conocido como presentacidon cruzada. Las CDs adquieren los antigenos de
otras células mediante fagocitosis de detritos celulares o via endocitosis mediada por receptores. Los
antigenos internalizados son transferidos del fagolisosoma al citosol para su degradacién por el
proteosoma. Una vez degradados, los antigenos entran en el reticulo endoplasmico (RE) donde pueden
ser cargados en las moléculas del MHC I. Después de la unidn del antigeno al MHC |, la molécula es
transportada a la membrana celular para la presentacién del antigeno a los linfocitos T CD8* (Rock et al.,

2016).

Las CDs también presentan antigenos derivados de células tumorales a los linfocitos T CD4* via el MHC .

Los antigenos asociados al MHC Il son derivados de proteinas degradadas por la via endosomal. Las
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moléculas del MHC Il son ensambladas en el RE y posteriormente entran a la via endosomal, al
compartimento de procesamiento antigénico endosomal/lisomal donde encuentran los fragmentos de
antigenos que ya han sido degradados por diversas proteasas. Ahi, con la ayuda de proteinas chaperonas,
los antigenos son ensamblados en la molécula del MHC Il y posteriormente el complejo MHC ll-antigeno
puede moverse a la membrana plasmatica de la célula para ser reconocido por los TCR de los linfocitos T

CD4* (Roche y Furuta, 2015; Rock et al., 2016).

Las CDs son una opcién inmunoterapéutica atractiva, ya que pueden cargarse con diferentes antigenos in
vitro para resolver enfermedades in vivo (Tomasicchio et al., 2019). Las vacunas autdlogas con células
dendriticas cargadas con antigenos derivados de tumores de los pacientes, han probado su eficiencia al
aumentar en 4.1 meses la supervivencia media de hombres con cancer de prdstata resistente a la
castracion (Kantoff et al., 2010). Aunado a esto, Tomasicchio et al. (2019) reportaron la eficacia in vitro de
una vacuna autdloga con células dendriticas para tratar el cdncer de mama, demostrando que las células
dendriticas derivadas de pacientes con CM son capaces de activar linfocitos T citotdxicos y eliminar las

células tumorales.

Para la preparacién de las vacunas autdlogas con CDs, primero se requiere aislar células precursoras de
CDs de los pacientes (Figura 3). Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) obtenidas a partir
de la aféresis de los pacientes, son las células mas ampliamente utilizadas como precursoras de CDs en
ensayos clinicos (Nestle et al., 2005; Tanyi et al., 2018). Una vez obtenidas las cantidades necesarias de
células precursoras, estas tienen que pasar por un proceso de crecimiento y diferenciacion, por lo que son
puestas en cultivo en presencia del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF)
y de interleucina 4 (IL-4) para poder generar CDs “inmaduras”. El proceso de diferenciacion a CDs
inmaduras toma entre 5 y 7 dias (Cranmer et al., 2004). Luego, las CDs son sometidas a otro paso de
diferenciacidn para obtener un fenotipo de CDs “maduras”, que sobreexpresan moléculas del MHC en su
membrana, asi como moléculas coestimuladoras y receptores de quimiocinas, que les permiten migrar a
los nédulos linfaticos y activar a los linfocitos T (De Vries et al., 2003). El protocolo mas comun para
madurar las CDs es suplementando el medio de diferenciacién con un coctel de citocinas proinflamatorias
entre las que destacan el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la prostaglandina E,, la Interleucina 13
(IL-1B) y la Interleucina 6 (IL-6). El proceso de maduracién de las células dendriticas toma entre 24 y 48
horas. El fenotipo inmaduro y maduro de las CDs puede distinguirse por la expresion de los marcadores

de maduracion CD80 y CD86, detectados por citometria de flujo (Bol et al., 2016; Cranmer et al., 2004).
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Figura 3. Esquema de preparacién de una vacuna autéloga con células dendriticas. Primero se realiza una aféresis
para el aislamiento de células precursoras de células dendriticas. Una vez obtenidas las células precursoras, se induce
su diferenciacion a CDs inmaduras en presencia del factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-
CSF) y de interleucina 4 (IL-4). Las células dendriticas inmaduras son tratadas con un coctel de citocinas pro
inflamatorias para inducir su maduracion y luego son cargadas con los lisados de células tumorales, posteriormente,
las células pueden ser administradas a los pacientes. Modificado de Tanyi et al. (2018).

Posteriormente, las CDs son cargadas con los antigenos tumorales. Las preparaciones de los antigenos
tumorales pueden ser definidas o indefinidas, de acuerdo a si se conoce o no la composicion exacta de la
preparacion (Cranmer et al., 2004). En la actualidad, la mayoria de las vacunas contra el cancer probadas
han utilizado preparaciones definidas de antigenos asociados a tumor (TAAs), como el caso de MART-1y
gp100 para melanoma (Di Pucchio et al., 2006) , CEA y MUC1 en céncer colorectal (Morse et al., 2013) y
HER2 en cancer de mama (Czerniecki et al., 2007). Sin embargo, cuando las vacunas son dirigidas a TAAs,
la eficacia de la vacunacién suele ser baja, debido a que la reactividad de los linfocitos T a los autoantigenos

es muy reducida, por los mecanismos de tolerancia del sistema inmune (Sarivalasis et al., 2019).

Las preparaciones de antigenos definidas también pueden realizarse con neoantigenos (TSAs) especificos
de cada paciente, que pueden identificarse mediante secuenciacién de nueva generacién (NGS) y
herramientas bioinformdticas. A partir de los neoantigenos identificados con estas herramientas, se

pueden fabricar péptidos o RNA para cargar las CDs y de este modo obtener vacunas personalizadas contra
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el cancer. Esta técnica tiene como principales desventajas el costo del proceso de identificacion de los
neoantigenos y el tiempo que puede transcurrir entre la reseccién del tumor y la primera inyeccion de la

vacuna, que puede tardar varios meses (Mastelic-Gavillet et al., 2019).

Las preparaciones indefinidas de antigenos tumorales para cargar la CDs, como los lisados completos de
células tumorales, permiten la presentaciéon simultdnea de un espectro mas amplio de antigenos
tumorales a los linfocitos T CD8" y T CD4". Esto tiene como consecuencia un aumento en la respuesta
inmune de los linfocitos T frente a antigenos tumorales, que no se obtendria pulsando a las CDs con un
solo péptido tumoral (Cranmer et al., 2004). Tanyi et al. (2018) en un ensayo clinico piloto probaron una
vacuna con células dendriticas pulsadas con el lisado de células tumorales autélogas de pacientes con
cancer de ovario. Ellos observaron que las vacunas generaban respuestas de los linfocitos T a los antigenos
tumorales; y que la tasa de supervivencia media global a los dos afios fue del 100% en los pacientes que

respondieron a la inmunoterapia, mientras que fue del 25% en aquellos que no tuvieron respuesta.

A pesar de los buenos resultados del uso de vacunas con células dendriticas, estos solo se han confirmado
en una proporcion limitada de los pacientes sujetos a ensayos clinicos (Bol et al., 2016; Tanyi et al., 2018).
Durante un periodo de 20 afios (2000-2019) de ensayos clinicos de vacunas contra el CM, la tasa de
respuesta estimada ha sido de alrededor del 9%, sin un claro beneficio en la supervivencia de los pacientes
(Corti et al., 2022). Es por eso que se continda en la bisqueda de hacer mds eficiente esta inmunoterapia.
Esto puede realizarse de diferentes maneras, ya sea mejorando la maduracién de las células dendriticas,

haciendo mds inmunogénicos los antigenos tumorales o modificando el microambiente tumoral.

1.2.2 Aumento de la maduracion de las células dendriticas utilizando PAMPs como

coadyuvantes

Algunos autores sugieren que los protocolos utilizados para generar células dendriticas maduras en los
ensayos clinicos no son los mejores, ya que se emplean cocteles de citocinas pro inflamatorias como IL-
1B, IL-6, TNFa y prostaglandina E, (PGE>) y estas citocinas podrian inducir respuestas subdptimas en la
maduracién de las células dendriticas y, en consecuencia, en las respuestas de los linfocitos Th1l y de

linfocitos T citotdxicos (Bol et al., 2016).
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Las CDs maduradas en presencia de ligandos de receptores tipo Toll (TLR) (como los patrones moleculares
asociados a patdgenos o PAMPs), encontrados en bacterias, virus o en las vacunas profilacticas, pueden
inducir respuestas inmunes mas potentes en modelos murinos, en contraste con las CD maduradas con
cocteles de citocinas (Bol et al., 2016). El reconocimiento de los PAMPs activa a las CDs, las cuales inician
un proceso de maduracion y experimentan cambios drasticos en su morfologia, desarrollando extensiones
celulares que amplian su superficie celular y mejoran la interaccidon con los linfocitos T. El proceso de
maduracién también aumenta la expresion de receptores de quimiocinas (como CCR7) que facilitan la
migracion de las CDs a los nédulos linfaticos donde pueden presentar los antigenos a los linfocitos T (De

Vries et al., 2003).

Otro cambio importante es el aumento en la expresion de moléculas del MHC y moléculas coestimuladoras
como CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2). Las moléculas coestimuladoras participan en el proceso de presentacion
antigénica al unirse al receptor CD28 en los linfocitos T. La sefial dada por este reconocimiento estimula la
produccién de IL-2, citocina que promueve la expansion y supervivencia de los linfocitos T. La activacién
de los linfocitos T requiere esta segunda sefial dada por las moléculas coestimuladoras, ya que la unién
del TCR al MHC en ausencia de la coestimulacién hace que los linfocitos T respectivos sean anérgicos (Hubo

et al., 2013).

El reconocimiento de los PAMPs por las CDs también aumenta la produccidn de citocinas inflamatorias
como el interferén-a o -f (IFNa o IFN), el factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleucina 1 (IL-1) que
promueven la activacién de las CDs y ademas estimulan las respuestas de los linfocitos T (Sporri y Reis e
Sousa, 2005). En un modelo murino se demostré que, aunque las DCs maduradas con citocinas
sobreexpresaban moléculas coestimuladoras e inducian la proliferacién de los linfocitos T, los linfocitos T
activados no se desarrollaban plenamente como células efectoras productoras de IFNy. Sélo cuando las
DCs se activaron a través de receptores TLRs, los linfocitos T fueron capaces de desarrollarse como células

efectoras (De Vries et al., 2003).

Asi, el proceso de maduracidn de las células es crucial para inducir una respuesta inmune efectiva (Bol
et al., 2016; De Vries et al., 2003). Las vacunas profilacticas son aquellas que se utilizan para prevenir
enfermedades infecciosas, funcionan generando una inmunidad adquirida contra un determinado
patdgeno. Las vacunas profilacticas contienen en su formulacién multiples ligandos de TLRs, por lo tanto,
son capaces de actuar como coadyuvantes para la activacion y maduracion de las células dendriticas y

pueden potenciar la respuesta inmune intratumoral y sistémica.
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Newman et al. (2020) reportaron que la administracion intratumoral de una vacuna contra la influenza
reduce el tamafio de los tumores, al inducir la infiltracion en el tumor de células dendriticas y linfocitos T
CD8* antigeno-especificos para péptidos tumorales. Ademads, reportaron que el tratamiento con la vacuna
profilactica redujo el crecimiento tumoral de metastasis de diferentes tipos de cancer, incluyendo cancer
de mama de la linea celular 4T1. De este modo ellos demostraron que la vacuna profilactica contra el virus
de la influenza puede ser reutilizada para sensibilizar tumores resistentes a las inmunoterapias con

inhibidores de puntos de control inmunoldgico (ICls).

Por otro lado, Bol et al. (2016) en un ensayo clinico, evaluaron la eficacia de la vacunacién con CDs
maduradas con 3 vacunas profilacticas (BCG contra tuberculosis, Typhim contra fiebre tifoidea y Act-HIB
contra H. influenzae) y prostaglandina E,, en pacientes con melanoma. Ellos monitorearon las respuestas
de los linfocitos T especificos para antigenos tumorales en la sangre y piel de los pacientes y encontraron
gue la mayoria de ellos produjeron respuestas inmunes antigeno especificas y que estas respuestas
coincidieron con un aumento en la supervivencia de los pacientes. Ademas, demostraron que las CDs
maduradas con las vacunas profilacticas y PGE, inducen la proliferacién de linfocitos T CD4* y su

polarizacidon a Thly la proliferacion de linfocitos T CD8* especificos para células tumorales.

Asimismo, Aleynick et al. (2019) evaluaron la capacidad in vitro de 20 vacunas profilacticas aprobadas por
la FDA (BCG contra tuberculosis, MMR contra sarampidn-paperas-rubéola, entre otras) para activar células
dendriticas cargadas de antigenos tumorales de linfoma. Algunas de las vacunas profilacticas utilizadas
provocaron una activaciéon robusta de las células dendriticas, que presentaron el antigeno de forma
cruzada a los linfocitos T, que fueron activados, proliferaron y destruyeron los tumores. Ademas, en un
modelo in vivo, el tratamiento con una combinacién de vacunas indujo la regresién tumoral en la mayoria
de los ratones. Los PAMPs contenidos en las vacunas profilacticas fueron reconocidos por distintos PRR de
las CDs, lo que tuvo como consecuencia una mayor activacidn y maduracién de las CDs en comparacién
con aquellas activadas con PAMPs sintéticos. De esta manera demostraron que las vacunas profilacticas
también se pueden utilizar para la vacunacion in situ y pueden llevarse inmediatamente a la practica clinica

como adyuvantes naturales para inmunoterapias contra el cancer.
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1.2.3 Oxidacion de antigenos tumorales con acido hipocloroso (HOCI) para aumentar la

internalizacion por las células dendriticas

Otra estrategia que se ha utilizado para aumentar la eficacia de la vacunacién con células dendriticas es la
oxidacion de las células tumorales mediante un tratamiento con acido hipocloroso (HOCI) (Tanyi et al.,
2018). El HOCI es un potente oxidante, producido por los neutréfilos durante episodios de inflamacién, se
forma a partir de peréxido de hidrégeno (H,0,) y ion cloruro (Cl') en una reaccién catalizada por la enzima
mieloperoxidasa (MPO) (Chiang et al., 2006). Se ha observado que el HOCI, ademas de actuar dentro de
los fagolisosomas como un agente bactericida, se puede encontrar extracelularmente, resultando en

modificaciones oxidativas de lipidos, enzimas y componentes de la matriz extracelular.

Prokopowicz et al. (2010) reportaron que la oxidacidon de la proteina ovoalbumina (OVA) con HOCI,
aumenta su inmunogenicidad al provocar modificaciones de la cadena lateral de carbohidratos ligados a
asparagina (N). Dichas modificaciones hacen que la proteina OVA sea reconocida por un receptor de
proteinas oxidadas en la superficie de las CDs. Después de este reconocimiento, las CDs pueden

internalizar, degradar y presentar mas eficientemente el antigeno a los linfocitos T.

Chiang et al. (2006) observaron que la oxidacidon con HOCI de las células tumorales de ovario SK-OV-3 (que
expresan los antigenos MUC-1 Y HER-2/neu), también aumenta la inmunogenicidad de células, ya que son
internalizadas mas eficientemente por CDs que aquellas sin el tratamiento con HOCI. Aunado a lo anterior,
Tanyi et al. (2008) desarrollaron una vacuna con células dendriticas pulsadas con lisados de células de
cancer de ovario oxidadas con HOCI. Estos autores desarrollaron un ensayo clinico piloto y aplicaron esta
vacuna intranodalmente a pacientes con cancer de ovario en combinaciéon o no con bevacizumab, y
observaron que la vacunacién indujo la respuesta de los linfocitos T a los antigenos tumorales y se pudo
asociar con una mayor supervivencia de los pacientes. Ademas, concluyeron que la utilizacién de vacunas
con CDs pulsadas con lisados tumorales oxidados con HOCI son seguras y efectivas para evocar una fuerte

respuesta antitumoral.

1.2.4 Modificacion del microambiente tumoral: eliminacion de las sefiales de inhibicion del

sistema inmune

Se ha reportado que los pacientes que presentan mejores respuestas a las inmunoterapias son aquellos

que poseen un microambiente tumoral con una alta infiltracion de células del sistema inmune,
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particularmente células dendriticas (CDs) y linfocitos T CD8*. Este tipo de microambiente exhibe una
presentacidon antigénica robusta y elevada activacion de linfocitos T CD8*, que contribuye al desarrollo de
una inmunidad tumor-especifica y de memoria. La presencia de linfocitos infiltrados en tumores (TILs),
especificamente linfocitos T CD8*, estd relacionada con un prondstico favorable en diferentes tipos de
cancer (Galon y Bruni, 2019; Newman et al., 2020). Por otro lado, los pacientes con poca infiltracion de
células del sistema inmune o infiltracion predominante de células inmunosupresoras, como los linfocitos
T reguladores (Tregs), linfocitos B reguladores (Bregs) y células supresoras derivadas de células mieloides

(MDSCs) tienen malos resultados ante las inmunoterapias (Galon y Bruni, 2019; Newman et al., 2020).

Teniendo en cuenta lo anterior, otra forma de mejorar los indices de respuesta a la inmunoterapia es
modificando el microambiente tumoral. Para lo cual se han utilizado los inhibidores de puntos de control
inmune (ICls), la inhibicién de citocinas inmunosupresoras, como el TGF-f y la deplecidén de poblaciones
celulares inmunosupresoras como las MDSCs (Galon y Bruni, 2019; Neuzillet et al., 2015; Vincent et al.,
2010). Las MDSCs son una poblacién de células mieloides inmaduras caracterizadas por su capacidad de
inhibir linfocitos T CD8*. Se reconocen ademas, por la expresidon de los marcadores de superficie Ly-6C/G
y CD11b en ratones, y CD11b, CD33 y CD14 o HLA-DR en humanos (Bronte et al., 2016; Vincent et al.,
2010). Diversas citocinas y factores de crecimientos secretados por los tumores modifican la diferenciacion
de las células mieloides y promueven la proliferacion y expansién de las MDSCs (De Sanctis et al., 2016).
Estas células se acumulan en la sangre, nddulos linfaticos, médula 6sea y en los tumores en muchos tipos
de cancer y contribuyen con la inhibicion de la inmunidad innata y adaptativa, particularmente tienen la
capacidad de inhibir a los linfocitos T CD8*. Ademas, las MDSCs son capaces de promover el crecimiento

tumoral al promover procesos como la angiogénesis y la metdastasis (Vincent et al., 2010).

Safarzadeh et al. (2019) encontraron cantidades hasta 10 veces mas grandes de MDSCs en la sangre de
pacientes con cancer de mama comparado con personas sanas. Ademas, observaron que las cantidades
de estas células aumentan progresivamente conforme aumenta la etapa del cdncer de mama, y que estan

correlacionadas con malos prondsticos para los pacientes.

Vincent et al. (2010) reportaron que la utilizacién del agente anticancerigeno 5-fluorouracilo (5-FU),
reduce el nimero de MDSCs (al provocar su apoptosis) en los tumores y el bazo de ratones inoculados con
la linea celular de linfoma EL4. Ademas, la eliminacion de esta poblacién celular promueve un efecto
antitumoral dependiente de los linfocitos T, ya que incrementa la produccién de IFNy por parte de los
linfocitos T CD8* infiltrados en los tumores. Estos resultados sugieren que, ademds de los efectos

citotéxicos que el 5-FU ejerce sobre las células tumorales, este agente anticancerigeno tiene la capacidad
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de promover la activacion del sistema inmune. Aunado a lo anterior, Xu et al. (2020), reportaron que un
tratamiento con 5-FU es capaz de reducir, ademas de las MDSCs, las poblaciones de células Tregs y Bregs

en la médula ésea de ratones OB-Runx2™".

1.3 Justificacion

Los tratamientos actuales para el cancer de mama consisten principalmente en cirugia, radiacién vy
guimioterapias. El éxito de estos tratamientos se limita a pacientes en etapas tempranas del cancer, y
ademas pueden asociarse a efectos adversos como dolor crénico, nausea, fatiga, infertilidad,
cardiotoxicidad, neuropatias y disfuncidn cognitiva, por lo que es necesario el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas para el tratamiento del cdncer de mama. La vacunacién autéloga con células es
una inmunoterapia prometedora para el tratamiento del cancer, capaz de inducir respuestas
inmunoldgicas anti-tumorales en los pacientes, sin embargo, solo se han obtenido buenos resultados en
un numero limitado de ensayos clinicos. Para mejorar los indices de respuesta a esta inmunoterapia es
posible utilizar coadyuvantes (como vacunas profilacticas) que permitan reforzar la maduracién de las
células dendriticas, ademads es posible utilizar tratamientos que nos permitan reducir poblaciones
inmunosupresoras del microambiente tumoral, como lo hace el agente quimioterapéutico 5-Fluorouracilo.
En este contexto, es importante investigar si la combinacion de una vacuna autdloga con células
dendriticas activada con una vacuna profildctica, sumado a un tratamiento con el agente

guimioterapéutico 5-Fluorouracilo podria ser eficiente para el tratamiento del cancer de mama.

1.4 Hipotesis

Una vacuna autéloga de células dendriticas activadas con una vacuna profilactica, en combinacién con el

agente quimioterapéutico 5-fluorouracilo es eficaz para el tratamiento del cancer de mama.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Desarrollar una vacuna con células dendriticas y combinarla con una vacuna profilactica y un agente

guimioterapéutico para el tratamiento del cdncer de mama en un modelo pre-clinico.

1.5.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar el efecto in vitro de vacunas profilacticas en la maduracién de células dendriticas.

2. Caracterizar el efecto in vivo de una vacuna con células dendriticas activadas con una vacuna profilactica

en un modelo ortotdpico de cdncer de mama en ratones.

3. Caracterizar el efecto del tratamiento combinado de una vacuna con células dendriticas activadas con

una vacuna profilactica y el 5-Fluorouracilo en un modelo ortotdpico de cdncer de mama en ratones.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Manejo y cuidado de ratones

Se utilizaron ratones BALB/cAnNHsd (Harlan-Envigo) hembra de entre 5 y 6 semanas de edad, los cuales
se reprodujeron en el CICESE y se alimentaron ad libitum con agua y alimento sélido (LabDiet). Los ratones
se mantuvieron en jaulas con una cama compuesta por virutas de madera de Aspen para experimentos de
laboratorio (Nepco o Harlan-Envigo) que fue cambiada cada 14 dias. El medioambiente de las jaulas fue
enriquecido afiadiendo un rollo de cartén y un pafuelo de papel, los cuales eran renovados con cada
cambio de caja. Los ratones se mantuvieron en una habitacién a 22 °Cy ciclos controlados de 12 horas luz/
12 horas oscuridad y fueron manipulados y sacrificados de acuerdo a los lineamientos establecidos por la

Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Para la reproduccién de los ratones se utilizé un sistema de harem en donde se colocaron 1 macho con 2
a 3 hembras en una caja. El macho fue retirado de la caja una semana después de colocar el empadre y las
hembras fueron separadas dos semanas y media después. Tres semanas después del nacimiento, las crias
se separaron de la madre. Para determinar el nimero de machos y hembras requeridos para cada empadre
por objetivo especifico, se tomaron en cuenta los siguientes criterios: el nimero de ratones hembra
necesarios en cada experimento (considerando que la proporcién sexual de las crias por camada es de
1:1), el porcentaje de hembras embarazadas del total de madres (80%), el numero promedio de crias por

camada (6 a 7 crias) y el porcentaje de supervivencia de las crias durante los experimentos (90%).

2.2 Cultivo celular

Se utilizé la linea celular 4T1 (ATCC CRL-2539) derivada de un tumor de cancer de mama espontdneo de
un ratén de la cepa BALB/cfC3H. La linea celular se cultivd en un medio completo usando RPMI 1640
(Corning Cellgro) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) (v/v) (Biowest) y 1% de
antibidtico/antimicético (Corning Cellgro), incubando a 37°C en una atmdsfera himeda de 5% CO,. Cuando
los cultivos celulares estuvieron confluentes se realizaron sub-cultivos. Para esto, las células fueron
tripsinizadas con una solucién de tripsina/EDTA (0.05% tripsina y 10mM EDTA, Corning Cellgro) a 37°C. La

reaccion se detuvo después de 4 minutos (o hasta que las células comenzaron a desprenderse de la caja
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de cultivo) afiadiendo medio RPMI 1640 completo. Las células luego se diluyeron 1:10 con medio completo

y se sembraron en cajas de cultivo nuevas.

Para la criopreservacion de las células, un cultivo celular confluente se tripsinizé como se describié
previamente y posteriormente fue centrifugado a 800 g por 5 minutos a temperatura ambiente. Los pellets
celulares se resuspendieron en medio suplementado con DMSO (5% v/v). La suspension celular se
transfirid a crioviales y estos se colocaron en un contenedor con isopropanol para su congelacién a -80 °C.

Pasadas 24 horas los crioviales se transfirieron a criocajas normales.

2.3 Preparacion de células 4T1 para inoculacion

El dia anterior a la inoculacién se realizé un cambio de medio de cultivo. El dia de la inoculacién se
realizaron dos lavados a las células con 6 mL de PBS (1X), se tripsinizaron con 1.5 mL de tripsina/EDTA y
posteriormente se neutralizé la reaccién con 3.5 mL de medio RPMI 1640. La suspension celular se lavd
dos veces con PBS (1X) frio y se centrifugd a 200 g por 10 min a 4 °C. El nimero de células se conté mediante
tincién con azul tripano en una cdmara de Neubauer y se ajustd a una concentracién de 10° células/25 L

de PBS (1X).

2.4 Formacion de tumores primarios de cancer de mama en los ratones

Se utilizé un modelo ortotdpico de cancer de mama, los ratones Balb/c hembra de 6 semanas de edad,
fueron inoculados con 10° células 4T1/25 pL de PBS (1X) en la cuarta glandula mamaria izquierda y derecha
utilizando una jeringa de 300 pL con una aguja de 30 G. La linea celular 4T1 se aislé de un tumor de cancer
de mama de un ratdn Balb/c, por lo que el modelo de céncer es singénico ya que las células se inocularon

en ratones de la misma cepa de la que fueron aisladas.
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2.5 Inoculacidn intracardiaca para modelo de metdastasis 0sea

Antes de la inoculacion, los ratones fueron anestesiados via intraperitoneal con ketamina 100 mg/kg y
xilacina 10 mg/kg y se les depild el drea toracica. El ventriculo izquierdo del corazén se localizé utilizando
como punto de referencia el punto medio entre el principio y final del esternén. A continuacion se
inocularon células de la linea 4T1 (10° células/100 pl de PBS (1X)) en el ventriculo izquierdo del corazén
(Mohammad et al., 2011) utilizando una jeringa de 1 mL con aguja 25 G. Después de retirar la jeringa se
presiond el area inoculada para prevenir hemorragias. Luego de la inoculacion los ratones se colocaron
sobre un tapete térmico para evitar hipotermia y recibieron hidratacion en los globos oculares con
ungliento oftalmico e inyeccidn intraperitoneal de PBS (1X) para hidratar y disminuir el efecto de la

anestesia. Al despertar, los ratones se trasladaron a sus jaulas.

2.6 Medicidn de los tumores primarios de cancer de mama

El crecimiento de los tumores fue monitoreado 3 veces por semana. Se midié el ancho (A) y largo (L) de

. . . . LxA?
los tumores con un calibrador Vernier. El volumen de los tumores (V) se calculé con la formula V = %

Los ratones fueron sacrificados a mas tardar 4 semanas después del desafio tumoral, o si los tumores
alcanzaban un volumen de 1000 mm?3 o presentaban necrosis. Los ratones se sacrificaron por sobredosis
de pentobarbital (150 mg/kg) o por inhalacion de CO; y luego se realizaba una dislocacién cervical,

posteriormente los tumores fueron recolectados, medidos y pesados.

2.7 Obtencidn y digestion de tumores de células 4T1

Se inocularon ratones Balb/C hembras de 6 semanas de edad con 10° células 4T1/25 pL de PBS (1X) como
se describié previamente. Aproximadamente 4 semanas después de la inoculacién los ratones fueron
sacrificados y se colectaron los tumores utilizando pinzas y bisturi. Para preparar las suspensiones de
células tumorales se siguio el protocolo de Leelatian et al. (2018), brevemente: los tumores se pesaron y
se cortaron en pequenos fragmentos con una hoja de afeitar. Los fragmentos se transfirieron a tubos de
50 mL y se homogeneizaron con 2.35 mL de medio RPMI 1640 y 50 pL de DNAsa | (10,000 Kunitz/mL,

Sigma) por cada 0.25 cm® de tumor. Se probaron diferentes concentraciones de colagenasa Il de
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Clostridium histolyticum (125-898 CDU/mL, Sigma) y tiempos de incubacion de 30 o 60 minutos a 37 °C en
bafio Maria. Después de la incubacidon se separaron los fragmentos no digeridos utilizando un filtro de 70
pum de tamafio de poro. Las suspensiones celulares se pasaron a tubos de 15 o 50 mL y se centrifugaron a
400 g por 10 minutos a 4 °C. El pellet celular se resuspendié en una solucidn de lisis de eritrocitos (NH4Cl
155 mM, NaHCO; 10 mM y EDTA 1 mM) que induce la lisis celular de los eritrocitos por efecto osmético y
la acumulacién intracelular de NH,. Esta suspension se incubé por 2 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se afiadié un volumen de PBS (1X) para detener la reaccidn. Se centrifugd a 400 g por 10
minutos a 4 °C y se retird el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en RPMI 1640 y se contaron las
células viables con azul tripano. Después del conteo las células fueron analizadas por citometria de flujo
para cuantificar el porcentaje de células vivas y muertas mediante tinciéon con ioduro de propidio (1

ug/mL).

2.8 Oxidacion de proteinas de células 4T1 con acido hipocloroso (HOCI)

A partir de células 4T1 tumorales se prepararon alicuotas de 8x10° células/mL y se les afiadié el &cido
hipocloroso (40 o 75 uM). Se realizaron incubaciones de 30 o 60 minutos a 37 °C en un bafio Maria.
Posteriormente las células se centrifugaron a 500 g por 5 minutos a temperatura ambiente y se lavaron 2
veces con PBS (1X). Las células se analizaron por citometria de flujo para diferenciar las células vivas y
muertas mediante tincidn con ioduro de propidio (1ug/mL) y se ajustaron a una concentracién de 10x10°

células/mLy se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

2.9 Lisis de células 4T1 mediante ciclos de congelacién-descongelacién

Las células 4T1 obtenidas a partir de la digestion y oxidacién de los tumores fueron lisadas mediante cinco
ciclos de congelacién de 3 minutos en nitrégeno liquido y descongelacién por 5 minutos en agua a 55 °C.
Posteriormente los lisados fueron centrifugados a 1,800 g por 15 minutos a 4 °C para remover todos los

residuos celulares. El sobrenadante se recolectd y se conservo a -20 °C hasta su uso.



23

2.10 Diferenciacion de células dendriticas a partir de células de médula ésea de ratén

Se obtuvieron células de médula ésea por perfusién de los fémures y tibias de los ratones con medio RPMI
1640 completo. Las células se colectaron y fueron centrifugadas a 350 g por 8 minutos a 4 °C. Se retiré el
sobrenadante, se agregd 1 mL de solucidn de lisis de eritrocitos y se incubaron las células 2 minutos a
temperatura ambiente antes de afadir 4 mL de PBS (1X) frio para neutralizar la reaccién y centrifugar a
350 g por 8 minutos a 4 °C. Se retird el sobrenadante y las células se resuspendieron en RPMI 1640, se
contaron las células vivas con azul tripano y posteriormente se sembraron 2X10° células en 1mL de medio
RPMI 1640 completo suplementado con GM-CSF (20 ng/mL, BioLegend) e IL-4 (20 ng/mL, BioLegend) en
una placa de 12 pozos y se incubaron a 37°C en una atmdsfera himeda de 5% CO; durante 7 dias. Los dias
3y 6 se recambio la mitad del medio de diferenciacion. El dia 7 las células fueron desprendidas de la caja
de cultivo utilizando un levantador de células (Corning) para su analisis por citometria de flujo o fueron

utilizadas para activarlas con coadyuvantes.

2.11 Induccion de la maduracidn de las células dendriticas con coadyuvantes

Se diferenciaron células dendriticas como se describié previamente, el dia 7 se recuperaron las células y
se analizd la cantidad de células dendriticas mediante citometria de flujo. Luego, las células dendriticas
fueron pulsadas a una razén 1:3 (CD:4T1) con los lisados de células 4T1 generados a partir de tumores.
Posteriormente se afiadieron al cultivo los diferentes coadyuvantes (Tabla 1). Las células se mantuvieron
en cocultivo con los coadyuvantes y los lisados durante 48 horas en una atmdsfera humeda de 5% CO..
Pasado este tiempo se colectaron las células utilizando un levantador de células (Corning) y se analizé su

activacion por citometria de flujo.

Tabla 1. Lista de coadyuvantes y concentraciones utilizadas para la activacion de las células dendriticas.

Coadyuvante Fuente y detalles del coadyuvante Concentraciones
Defensor 1 Vacuna contra la rabia, uso veterinario, Zoetis. México. 1.25% —5 % (v/v)
Vacuna contra distemper, adenovirus tipo 2, coronavirus,
Vanguard Plus 5/CV-L parainfluenza, parvovirus canino, Leptospira canicola y 1.25% =5 % (v/v)
L.icterohaemorrhagiae, uso veterinario, Zoetis, México.
FETHEER ISR Virus completo, CNYN-UNAM 25100 pg/mL
ccmyv

Particulas virales d . -

articu ;?VIV\I/ra esde Virus completo, CNYN-UNAM 25-100 pg/mL

Lipopolisacarido de E.

; _Aldri 0.5-1 pg/mL
coli 026:B6 Sigma-Aldrich L8274
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2.12 Preparacion de vacunas autélogas con células dendriticas

Se generaron células dendriticas a partir de cultivos de células de médula dsea como se describid
previamente. En resumen, 27.5x10° células de médula dsea fueron sembradas en 14 mL de RPMI-SFB (10%
v/v) suplementado con GM-CSF (20ng/mL) y IL-4 (20ng/mL) en 4 cajas de cultivo de 10 cm y se cultivaron
en una atmadsfera hiumeda con CO; (5%). Los dias 3 y 6 se recambio la mitad del medio de cultivo. El dia 7
las células fueron pulsadas con lisados 4T1 a una tasa 1:3 (CD:4T1) y fueron tratadas con los coadyuvantes
respectivos para su activacion: Vacuna Vanguard Plus 5 CV-L (2.5% v/v, Zoetis) y/o LPS de E. coli 026:B6
(1pg/mL, Sigma). 48 horas después de la activacion con los coadyuvantes, se desprendieron las células
utilizando un levantador de células (Corning), se contaron con azul tripano y se ajusté una dosis de 1x10°
células dendriticas/200uL de PBS (1X). Los ratones recibieron las dosis de la vacuna mediante una
inyeccion por via subcutanea en los flancos dorsales, los dias 10 y 16 o 10 y 18 después de la inoculacién

con células 4T1 en las glandulas mamarias.

2.13 Preparacion de células para citometria de flujo

Para analizar muestras de células por citometria de flujo, se preparé una suspensién de entre 125,000 a
500,000 células 4T1 o de células de bazo, tumor o sangre de los ratones. Posteriormente se les afiadié un
volumen de 500 pL de solucion amortiguadora de aislamiento (Solucidon FACS: PBS (1X), BSA (0.1% w/v),
EDTA (2mM), H,0). Las células se mantuvieron en hielo y luego se centrifugaron a 350 g por 5 minutos a 4
°C, luego se retird el sobrenadante y se afiadieron 40 uL de solucion de bloqueo (SFB (10% v/v), anti-
CD16/32 de ratén (1ug/10° células), Solucién FACS (1X)) durante 10 minutos a temperatura ambiente. La
incubacidn con la solucidn de bloqueo evita la unién inespecifica de los receptores CD16/32 con la fraccion
cristalizable (Fc) de los anticuerpos. Después del bloqueo las células se tifieron durante 45 minutos a 4 °C
con los anticuerpos correspondientes (Anexo, Tabla 3). Pasada la incubacién se afadieron 500 uL de
solucién FACS fria y las muestras se centrifugaron a 350 g durante 8 minutos a 4 °C, se retird el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 600 UL de solucidn FACS fria. Por ultimo, las muestras se

analizaron en un citémetro de flujo Attune Acoustic (Thermo Fisher Scientific).
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2.14 Andlisis por citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite analizar poblaciones celulares mediante la identificacién
de caracteristicas morfoldgicas (como tamafio y granularidad) o por la presencia de marcadores en las
células (como proteinas) que pueden ser reconocidos con el uso de distintos anticuerpos acoplados a
fluoréforos. Para los andlisis de las diferentes poblaciones celulares se utilizé el citémetro de flujo Attune
Acoustic (Thermo Fisher Scientific). La estrategia de analisis fue la siguiente: primero se seleccionaron los
singletes de células, graficando la altura contra el area de la seiial FSCy se eligieron eventos que mostraron
un aumento lineal de altura y area. Esos eventos se etiquetaron como “singletes FSC” y se utilizaron para
subgraficar (mediante una gréfica de densidad) la altura contra el drea de la sefial de SSC. Los eventos que
mostraron un aumento lineal de altura y area se etiquetaron como “singletes SSC”. Los “Singletes SSC” se
subgraficaron en una grafica de densidad con el drea SSC contra el area FSC, para discriminar los residuos
celulares, las células se etiquetaron como “Cells” y estas se subgraficaron en graficas de densidad o
histogramas de las poblaciones que interesaba analizar por la expresién de marcadores en cada uno de los

experimentos (Figura 4,5y 6).

1 Singlets FsC

Singlets SSC

FSC-HI ! %

. T T T T
T T T T T B 4 - 5
10?10 10t 1P 10 10 107 10 107 10

Figura 4. Estrategia de analisis de las células dendriticas por citometria de flujo. Se observan graficas de densidad
donde se pueden identificar en orden: los singletes FSC, los singletes SSC, las células totales de la muestra analizada,
las células dendriticas dentro de la muestra analizada por la expresidn de los marcados CD11cy MHC Il y por ultimo
los niveles de activacion de las células dendriticas por la expresion de CD80 y CD86.
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‘mﬁnglm 55C

Singlets FSC

Figura 5. Estrategia de analisis de las células supresoras derivadas de células mieloides (MDSC) por citometria de
flujo. Se observan gréficas de densidad donde se pueden identificar en orden: los singletes FSC, los singletes SSC, las
células totales de la muestra analizada, las células mieloides dentro de la muestra analizada por la expresion del
marcador CD11b y las poblaciones de MDSCs Monociticas y Polimorfonucleares por la expresion de los marcadores
Ly6Cy Ly6G.

Now RO O N @
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Figura 6. Estrategia de andlisis de los linfocitos, linfocitos T CD4* y linfocitos T CD8* por citometria de flujo. Se
observan graficas de densidad donde se pueden identificar en orden: los singletes FSC, los singletes SSC, las células
totales de la muestra analizada, los linfocitos T dentro de la muestra analizada por la expresion de los marcadores
CD90.2 y CD3 y las poblaciones de linfocitos T CD4" y linfocitos T CD8* por la expresién de los marcadores CD4 y CDS8.
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2.15 Titulacion de anticuerpos

Para la titulacidn de los anticuerpos anti-CD11c y anti-MHC Il se diferenciaron células dendriticas durante
7 dias como se describié anteriormente. El dia 7 las células fueron colectadas y se realizd un conteo con
azul tripano. Se ajustd una suspension celular de 250,000 células y se tifieron con las diferentes diluciones
de los anticuerpos anti-CD11c FITC (desde 31.25 ng/10° células hasta 250 ng/10° células) y anti-MHC Il PE-
Cy7 (desde 7.5 ng/108 células hasta 60 ng/10° células) siguiendo el protocolo para preparacién de células

por citometria de flujo.

Para la titulacién de los anticuerpos anti-CD86 y anti-CD80, primero se obtuvieron células de bazo de un
ratén Balb/c y estas se cultivaron durante 48 horas en medio RPMI 1640 10% SFB suplementado con LPS
(1pug/mL) para inducir la activacion de las células. 48 horas después, las células fueron colectadas y se
tifieron con diferentes diluciones de los anticuerpos (desde 7.5 ng/108 células hasta 60 ng/10° para cada

uno de los tres anticuerpos). Posteriormente fueron analizadas por citometria de flujo.

2.16 Tratamientos con 5-fluorouracilo

A los ratones que habian recibido una inoculacién intracardiaca con células 4T1 o habian recibido
inoculaciones en las glandulas mamarias izquierda y derecha, se les suministraron distintas dosis de 5-
fluorouracilo (50 mg/kg, 25 mg/kg o 10 mg/kg, diluyente: PBS (1X) DMSO 1%) o un tratamiento placebo
(PBS (1X) DMSO0-1%), cada tercer dia a partir de la inoculacidn intracardiaca o a partir del dia 14 después
de la inoculacidn en las glandulas mamarias y hasta el dia de su eutanasia. Al final de los experimentos los
ratones fueron sacrificados por sobredosis de pentobarbital (150 mg/kg) y dislocacién cervical, se
colectaron los bazos y se obtuvieron las células de médula ésea o células tumorales. Las suspensiones
celulares se utilizaron para el analisis por citometria de flujo de las poblaciones de MDSCs y su capacidad
de producir especies reactivas de oxigeno (ROS) y la produccién de éxido nitrico (NO). En breve, 2.5x10°
células fueron puestas en cultivo en presencia de DAF-2 diacetate (1.25 puM, Cayman Chemical) para
deteccién de NO en MDSCs Mon, y 5x10° células se cultivaron en presencia de CellRox-Orange (2.5 pM,
Invitrogen) para deteccion de ROS en MDSCs PMN, durante 30 minutos a 37 °C. Después de la incubacion,
las células fueron lavadas con solucién FACS fria y luego fueron bloqueadas y tefiidas con los anticuerpos
correspondientes (Anexo, Tabla 3) para el analisis de cada poblacion celular por citometria de flujo como

fue descrito previamente.
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2.17 Medicidn de anticuerpos anti-4T1 en plasma de ratones

En los experimentos en los que se suministraron las vacunas con células dendriticas, se realizé un andlisis
de los anticuerpos anti-4T1 circulantes. Para esto, se recolectd sangre periférica (~70 pL) del seno retro-
orbital de los ratones con un capilar de vidrio con heparina, 3 dias antes de la inoculacién con células 4T1
y 3 dias antes del fin de los experimentos. Después de la recoleccidn, la sangre se centrifugd a 2,000 g por
15 minutos a 4°C para separar el plasma de los componentes celulares. El plasma fue almacenado a -20 °C

hasta la realizacion del ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay).

Pozos de placas de 96 pozos para ELISA (Nunc MaxiSorp) fueron recubiertos con 10 pg de proteina de
lisados de células 4T1 durante 1 noche a 4°C. Los pozos para la curva estandar se recubrieron con
diluciones de IgG de suero de ratén no inmunizado (Jackson Immunoresearch Laboratories) desde 0.041
pg/mL hasta 10 pg/mL durante 1 noche a 4°C. Después de cada incubacion, los pozos se lavaron tres veces
con una solucion de PBS-Tween 20 (0.05%). Se realizé un bloqueo con una solucién de BSA (1% p/v) en
PBS (1X) durante 2 horas. Se agregaron 100 uL de plasma de los ratones diluido (1:15) en PBS-Tween 20
(0.05%) BSA (0.1% p/v) y se incubd por 90 minutos a 37° C. Se agregd un anticuerpo anti-IgG de ratén
conjugado a una peroxidasa (Sigma) diluido (1:10,000) en PBS-Tween 20 (0.05%) y se incubd durante 2
horas a 37 °C. Posteriormente se agregd una solucién de sustrato de peroxidasa 3,3, 5,5'-
tetrametilbencidina (TMB, BioLegend) y se incubd durante 10-15 minutos a 37°C, la reaccion se detuvo
agregando 50 pL de HCI (2M) y se leyé la densidad dptica a 450 nm, con un lector de placa Epoch (Biotek).

Cada muestra se analizé por duplicado.

2.18 Analisis estadistico

Para evaluar la normalidad de los datos se aplicé una prueba de normalidad D’Agostino-Pearson o Shapiro-
Wilk. Se utilizé una prueba paramétrica t de Student (cuando hubo una sola variable y 2 grupos), ANOVA
de una via (si hubo una variable y 23 grupos) o ANOVA de dos vias (si hubo >2 variables y 22 grupos). Todos
los datos se analizaron utilizando el programa computacional GraphPad Prism v6 y los valores de p < 0.05

se consideraron estadisticamente significativos.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Optimizacion de condiciones de digestion de tumores

Se optimizd un protocolo de digestidn con colagenasa, con el fin de obtener una suspension de células
tumorales de buena calidad y en cantidades suficientes para realizar el pulsado de las células dendriticas
que se utilizaron en el proyecto. Se probaron diferentes concentraciones de colagenasa (125-898 CDU/mL)

y tiempos de incubacion (30 y 60 minutos).

Mediante el conteo celular con azul tripano, se identificd una mayor cantidad de células por miligramo de
tumor con las concentraciones de 466 y 682 CDU/mL (Figura 7). En los resultados de la citometria de flujo
se observaron poblaciones bien definidas y similares tanto en morfologia, como en el porcentaje de células
vivas a partir de los 466 CDU/mL (Figura 7). Esto indica que se pueden obtener cantidades similares de
células a partir de una concentracién de 466 CDU/mL, sin afectar la viabilidad celular. Se decidié utilizar la

concentracién de 466 CDU/mL de colagenasa para realizar el resto de las digestiones tumorales.
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Figura 7. Optimizacion de la digestion de tumores 4T1 con colagenasa Il. A) Cantidad de células por miligramo de
tumor obtenidas de la digestién de tumores con diferentes concentraciones de colagenasa Il. B) Porcentaje de células
vivas (IP") a las distintas concentraciones de colagenasa. C) Gréficas de densidad de las caracteristicas morfoldgicas
de la poblacidn celular a distintas concentraciones de colagenasa. Se muestran los resultados de un experimento. IP,
loduro de propidio.
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3.2 Optimizacion de condiciones de oxidacion de células tumorales

La oxidacion de células tumorales mediante tratamientos con acido hipocloroso (HOCI) induce la muerte
celular y facilita la internalizacién de los antigenos tumorales por parte de las CDs (Tanyi et al., 2018). Con
el objetivo de optimizar las condiciones de oxidacidon de células 4T1 con HOCI, se realizaron cinco
experimentos independientes utilizando concentraciones de HOCI (25 uM-300 puM), a 37 °C por 30 o 60

minutos.

Al observar las células tefiidas con azul tripano, se confirmé que el tratamiento con HOCI induce la muerte
celular y que la cantidad de células muertas aumenté conforme aumenté la concentracion y el tiempo en

que estuvieron bajo el tratamiento (Figura 8).

OuM HOCI 125uM HOCI 300uM HOCI
30 min 30 min 30min
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Figura 8. Células 4T1 tratadas con diferentes concentraciones de acido hipocloroso (HOCI). Fotos representativas
de cinco experimentos diferentes. Se observan células 4T1 muertas (tefiidas con azul tripano, indicadas con flechas
azules) y vivas (indicadas con flechas blancas).

Sin embargo, también se observd que el nimero de células disminuyé conforme aumentaba la
concentracion. Esto fue confirmado con el andlisis mediante citometria de flujo, donde se identificé que,

aunque existian altos porcentajes de células muertas a partir de los 75 uM, también habia una notable
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disminucién en la concentracion celular conforme aumentaban las concentraciones de HOCI, haciéndose
mas notorio a partir de 100 uM (Figura 9). Este efecto se puede deber a que, a partir de esta concentracion,
la oxidacion de las células fue tan alta que no solo las mataba, sino que las destruia. Se observod que, a una
concentracién de 75 uM durante 60 minutos de incubacion se producia un alto porcentaje de células

muertas (78%), sin una pérdida considerable de células por lo que se decidié seguir trabajando con estas

condiciones.
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Figura 9. Induccidon de muerte de células 4T1 con acido hipocloroso (HOCI). A) Porcentajes de células 4T1 muertas
(IP*) a diferentes concentraciones de HOCI (n=1). B) Concentracion de las células 4T1 (células/uL) tratadas con
diferentes concentraciones de HOCI (n=1). C) Graficas de densidad de la poblaciéon celular bajo diferentes
concentraciones de HOCI. IP, loduro de propidio.

Estas condiciones se implementaron durante las primeras 5 preparaciones de células tumorales, sin
embargo, se observd que se perdian muchas células (un promedio del 58%) entre la digestion de los
tumores y el tratamiento con HOCI, probablemente porque las células tumorales ya se encontraban
dafiadas después del proceso de digestidon con colagenasa y muchas eran destruidas en el proceso de

oxidacion con HOCI. Por tal motivo, se decidio realizar un ensayo probando las concentraciones de HOCI
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en las células 4T1 provenientes de tumores, y no de un cultivo celular como se habia probado en la
optimizacion del protocolo (Figura 10). En este ensayo se analizaron concentraciones de HOCl de 0-75uM,
con tiempos de incubacidn de 30 y 60 minutos. Se encontré que el porcentaje de células muertas y la
concentracién celular fue similar entre los dos tiempos en que se dieron los tratamientos, y que la
concentracién celular disminuia a partir de los 50 uM de HOCI. Con estos resultados, se decidié utilizar una
concentracién de 40 uM de HOCI por 30 minutos de incubacién y con estas condiciones se realizaron los
ultimos 3 ensayos para obtencidn de células tumorales (Tabla 2). Este cambio en la concentracion de HOCI
para tratar a las células tumorales, permitié reducir la pérdida de células por miligramo de tumor de un

58% a un 33%.

A B
Células muertas (% IP*) Concentracion (Células/pL)
60 300
280
260 .
40 30 minutos
240
60 minutos
20 220
200
0 180
1T 1 11 1 171711
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
HOCI (uM) HOCI (uM)
C

Células/mg tumor
-36%

50000+ | I

40000+

30000+

20000+

10000+

[

Sin HOCI Con HOCI

Figura 10. Induccion de muerte de células 4T1 tumorales con acido hipocloroso (HOCI). A) Porcentajes de células
tumorales muertas (IP*) a diferentes concentraciones de HOCI. B) Concentracion de células tumorales (Células/uL) a
diferentes concentraciones de HOCI. C) Numero de células por miligramo de tumor aplicando la concentracién de
40uM de HOCI. Se muestran los resultados de un experimento. IP, loduro de propidio.
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3.3 Preparacion de células tumorales

Una vez determinadas las condiciones éptimas para la digestion y oxidacién de las células tumorales, se
procedio a la inoculacidn de los ratones con las células 4T1, para la obtencién de suspensiones de células

tumorales, su posterior lisis y utilizacién en la preparacién de las vacunas con células dendriticas.

Se realizaron 8 experimentos independientes en donde se inocularon un total de 46 ratones con células
4T1. Se obtuvieron 822 millones de células tumorales preparadas, correspondiente, en promedio, a 16,992
células por mg de tumor y se ajustaron a una concentracion de 10 millones de células por mililitro (Tabla

2).

Tabla 2. Caracteristicas de las diferentes preparaciones de células tumorales.

, Células Células Células
Nidmero de Ratones Masa de X )
) ) después de la después de preparadas/mg
experimento inoculados tumor (g) . a1 .o
digestion la oxidacion de tumor
1 3 3.89 114.0x10° 108.0x10° 27,7634
2 5 6.34 110.7x10° 64.2x10° 10,126
3 1 0.63 63.0x10° 10.4x10° 16,534
4 8 12.99 313.3x10° 134.4x10° 10,343
5 5 4,94 94.0x10° 67.8x10° 13,716
6 3 3.61 153.9x10° 99.0x10° 27,461
7 9 11.00 301.3x10° 209.3x10° 19,030
8 12 11.80 183.3x10° 129.3x10° 10,960
Total 46 55.20 1.33x10° 822.0x10° n.a.

! Suma de células obtenidas a partir de los tumores de los ratones de cada preparacidn después de la digestién con
Colagenasal ll.

2 Suma de células obtenidas a partir de los tumores de los ratones de cada preparacion después de la oxidacion con
acido hipocloroso (HOCI).

n.a. no aplica.

3. 4 Titulacion de anticuerpos

Durante el desarrollo de este proyecto se utilizaron distintos anticuerpos para identificar poblaciones

celulares mediante citometria de flujo. En el caso de las células dendriticas se utilizaron los anticuerpos
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anti-CD11cy anti-MHC Il y para caracterizar su estado de activacidn los anticuerpos anti-CD80 y anti-CD86.
Con el fin de reducir la concentracién de anticuerpos recomendada por el fabricante para teifiir las células,

fue necesario hacer la titulacidn de los anticuerpos antes mencionados.

Aunque la concentracion del anticuerpo anti-CD11c recomendada por el fabricante fue de 250 ng/10°
células, una concentracién de 125 ng/10° células, permitié obtener una sefial similar tanto de intensidad
media de fluorescencia como de tasa sefial/ruido (Figura 11). Cuando se utilizaron cantidades menores del
anticuerpo la sefal decrecié considerablemente. Debido a esto, para continuar trabajando con este

anticuerpo, se selecciond la concentracion de 125 ng/10° células.

A
[l Sin tincidn
[ 31.25 ng/M
[ 62.5 ng/M
W 125 ng/M
Count )F-’f[ . 250 ng/M
—
CD11c
B IMF ¢ Tasa sefal/ruido
20000 20
15000 15
10000 10
5000 |—| 5 H
0 ITI L L L L C- I?I T T T T
0 250 125 62.5 31.25 0 250 125 625 31.25
ng/Millon ng/Millén

Figura 11. Titulacidn del anticuerpo CD11c. A) Histogramas de las diferentes diluciones del anticuerpo anti-CD11c.
B) Intensidad media de fluorescencia (IMF) de las diferentes diluciones del anti-CD11c, se muestra el promedio +
EEM. C) Tasa de sefial/ruido de las diferentes diluciones del anti-CD11c.

Para el anticuerpo anti-MHC Il la cantidad recomendada por el fabricante era de 60 ng/10° células. Una
concentraciéon de 30 ng/10° células arrojé una tasa de sefial/ruido similar a la obtenida con la
concentracién recomendada por el fabricante. A pesar de esto, se identificd que con la concentracién de
60 ng/10° existe una poblacion mas definida de células y mas separada de la poblacién autofluorescente,

por lo que se decidi6 trabajar con la concentracién de 60 ng/10° (Figura 12).
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Figura 12. Titulacién del anticuerpo MHC Il. A) Graficas de densidad de la poblacién de células MHC II* a las
diferentes diluciones del anticuerpo. B) Intensidad media de fluorescencia (IMF) de las diferentes diluciones del anti-
MHC I, se muestra el promedio + EEM. C) Tasa de sefial/ruido de las diferentes diluciones del anti-MHC Il.

De manera similar se hizo la titulacién de los anticuerpos anti-CD80 y anti-CD86 conjugado con PE-Cy5 o
APC. Analizando los histogramas, la intensidad media de fluorescencia y la tasa de sefial/ruido, se encontré
que los tres anticuerpos podrian diluirse hasta dos veces lo recomendado por el fabricante (60 ng/10°

células), por lo que la concentracidn con la que se siguid trabajando fue de 30 ng/10° células.

3. 5 Cinética de diferenciacion de células dendriticas

Al analizar diversos protocolos para diferenciar células de médula dsea a CDs se encontrd que la duraciéon
del proceso variaba de entre 5 a 9 dias (De Vries et al., 2003; Song et al., 2018; Tomasicchio et al., 2019).
Para determinar el tiempo dptimo de diferenciacion y el porcentaje mas alto de CDs, se realizd un ensayo
de cinética de diferenciacion. Los dias 5, 7, 9 y 11 se recolectaron las células y se prepard una suspension

para su analisis por citometria de flujo.

En la Figura 13 se muestran imagenes de las CDs durante el dia 1 y 6 del proceso de diferenciacion.

Analizando los cultivos en el microscopio, se encontrd que a partir del dia 5 hubo células con la morfologia
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caracteristica de CDs. Esta morfologia también se observd el resto de los dias de la cinética. Los dias 6, 7 y
9 se observaron confluencias y morfologias similares en los pozos de las cajas de cultivo. Sin embargo, el
dia 11 se encontraron muchas células flotando en el medio de cultivo, lo que es indicativo de muerte
celular. Al analizar las muestras por citometria de flujo se observé que conforme avanzaban los dias de
diferenciacion hubo un incremento en el porcentaje de células dendriticas (CD11c*MHC II*), con los

mayores porcentajes el dia 7 (84%) y el dia 11 (88%) (Figura 14).

Tomando en cuenta que después de la diferenciacidn, las células se activarian por 24 o 48 horas con los
coadyuvantes, se decidi6 mantener su diferenciacion hasta el dia 7, de este modo las células nunca
estuvieron mas de 9 dias en cultivo, lo que redujo el riesgo de tener una menor cantidad de células, como

ocurrié al mantener las células en diferenciacion hasta el dia 11.

Figura 13. Células de médula 6sea de raton en proceso de diferenciacién a células dendriticas. A) Cultivo de CDs
derivadas de células de médula dsea el dia uno de diferenciaciéon B) Ampliacion de la imagen A. C) Cultivo de CDs
derivadas de células de médula dsea el dia seis de diferenciacion, las flechas blancas sefialan las CDs. D) Ampliacion
de la imagen C. E) CDs derivadas de médula dsea el dia seis de diferenciacién, imagen modificada de Paharkova-
Vatchkova et al. (2004).
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Figura 14. Caracterizacion de las células dendriticas derivadas de cultivo de médula dsea. Graficas de densidad de
los porcentajes de células dendriticas obtenidos durante la cinética de diferenciacion (n=1).

3.6 Condiciones de activacion de células dendriticas

Del mismo modo que con la diferenciacién de las células dendriticas, diversos protocolos difieren en
cuanto al tiempo que las células dendriticas se mantienen en activacion (Schreibelt et al., 2010; Song et al.,
2018). Se realizé un ensayo para evaluar el efecto de activacion de las CDs con LPS por 24 o0 48 horas y se
analizaron los porcentajes de CDs doble positivas para los marcadores de activacion CD80 y CD86 por

citometria de flujo.

Se observé que los lisados de células 4T1 por si solos no aumentaron la activacion de las CDs (Figura 15).
Ademas, hubo un aumento en la activacién de las células tratadas con LPS y las que se trataron con LPSy
lisados 4T1 con respecto a las que no se trataron, tanto a las 24 como a las 48 horas. No hubo diferencia

entre la activacién de las CDs por 24 o 48 horas.

Con este experimento se concluyé que el LPS es efectivo para activar a las células dendriticas y se utilizd
como control positivo para los experimentos con las vacunas profilacticas y antigenos de virus de plantas
como tratamientos. Debido a que se desconoce la cinética de activacion de las CDs con los coadyuvantes,

en los experimentos posteriores las CDs se mantuvieron en activacion durante 48 horas.
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Sin tratamiento Lisados 4T1 LPS Lisados 4T1 y LPS

24h
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Figura 15. Activacidn de células dendriticas con LPS durante 24 y 48 horas. Graficas de densidad de las células
dendriticas CD80*CD86* bajo los distintos tratamientos y tiempos de activacion (n=1).

3.7 Efecto de las vacunas profilacticas en la activacion de células dendriticas in

vitro

Como se menciond anteriormente, algunos autores reportan la capacidad de diversas vacunas profilacticas
(BCG, MMR, entre otras) para activar células dendriticas in vitro (Schreibelt et al., 2010). Para este
experimento se evalud el efecto de las vacunas profilacticas Defensor 1 (contra la rabia) y Vanguard Plus
(contra 7 patdgenos) (Anexo, Tabla 4) sobre la activacion de las CDs. También se ha reportado la capacidad
de algunas particulas virales de plantas, como las del virus de la clorosis moteada del caupi (CCMV, Nufiez-
Rivera et al., 2020), de activar macrdofagos in vitro. Por tal motivo también se decidié evaluar el efecto de

las particulas virales de los virus CCMV y del virus del mosaico de Brome (BMV) en la activacion de las CDs.

En la Figura 16 se muestra la morfologia de las células expuestas a los diferentes tratamientos. Las células
qgue cambiaron mas de morfologia fueron las tratadas con LPS y con Vanguard Plus. Al observar las células
bajo las diferentes concentraciones probadas de Vanguard Plus, se encontrd que al 5% (v/v) de la vacuna

hubo muchas células muertas en el medio.
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Figura 16. Células dendriticas maduradas con los diferentes coadyuvantes. Fotos de las células dendriticas después
de 48 horas de activacion con cada coadyuvante.

El andlisis de los datos de citometria de flujo indicd que ninguna de las particulas virales aumento los
porcentajes de CDs CD80* o CD86"* (Figura 17). Por lo que se refiere a las dos vacunas profilacticas
analizadas, ninguna aumentod los porcentajes de CDs CD80*, pero la vacuna Vanguard Plus fue capaz de

aumentar los porcentajes de las CDs CD86" (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de diferentes coadyuvantes en la maduracion de las células dendriticas in vitro. A) Gréficas de
densidad de las CDs activadas con los diferentes coadyuvantes, se muestra la concentracion mas alta de cada
tratamiento. B y C) Porcentaje de CDs CD80" y CD86" tratadas con las particulas virales CCMV y BMV (100ug/mL)
(n=1). Dy E) Porcentaje de CDs CD80*y CD86* tratadas con las diferentes concentraciones de las vacunas profilacticas
Defensor 1y Vanguard Plus, se muestra el promedio + EEM (n=3). CCMV, Virus de la clorosis moteada del caupi; BMV,
Virus del mosaico de Brome; LPS, lipopolisacdrido.

Los porcentajes de CDs que expresan CD86 aumentan de manera dependiente a la dosis de la vacuna
Vanguard Plus, observandose que, los cultivos celulares tratados con 5% v/v alcanzan casi el mismo nivel

de activacién que los que recibieron el tratamiento con LPS, el control positivo de activacion. Estos
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resultados sugieren que la vacuna Vanguard Plus se puede usar para activar a las CDs in vitro y
posteriormente probarlas en el modelo ortotépico de cancer de mama. Tomando en cuenta que al activar
las células con la concentracién de 5% v/v de Vanguard Plus, se observaron muchas células muertas en el

medio de cultivo, se decidio trabajar con la concentracion de 2.5% v/v de este coadyuvante.

Para averiguar si era posible obtener niveles mas altos de activacién, se probdé una combinacién de la
vacuna Vanguard Plus (2.5% v/v) con dos concentraciones de LPS (0.5 pg/mL 6 1ug/mL) (Figura 18). La
combinaciéon de estos dos adyuvantes aumentd ligeramente los porcentajes de CDs CD86*, por lo que se
trabajé con la combinacién de Vanguard Plus (2.5% v/v) y LPS (1pg/mL) para los ensayos in vivo.

A

Solo Lis 4T1 LPS 0.5pug/mL LPS 1pg/mL

R1

4 R4

—
CD80
V. Plus 2.5% v/v V. Plus 2.5% v/v
0,
V. Plus 2.5% v/v 0.5 ug/mL LPS 1 pg/mLLPS

in R1

2 R4

B
CD80* (% de CDs) CD86* (% de CDs)
8= 80—
6= T 60-
Lis 4T1

4= 40+ .

§/ 1 - -V~ Lis 4T1 + Vanguard Plus
2= 20
0= 0=

T T T T T T
0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0
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Figura 18. Efecto del tratamiento con Vanguard Plus (2.5 % v/v) y LPS (0.5 pg/mL 6 1pg/mL) sobre la maduracién
de las células dendriticas in vitro. A) Graficas de densidad de las CDs CD80*CD86* con las diferentes combinaciones
de V. Plus y LPS utilizados. B) Porcentaje de células dendriticas CD80* y CD86" bajo las distintas combinaciones de
tratamientos utilizados, se muestra el promedio + EEM (n=2).
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3.8 Efecto de la vacunacidon con células dendriticas activadas en un modelo

ortotdpico de cancer de mama

El objetivo de este ensayo fue determinar si la vacunacién autdloga con CDs activadas con la vacuna
profildctica Vanguard Plus y LPS (DC-Vax LPS-Vgd) tiene un mayor efecto en la eliminacién de los tumores

primarios de cancer de mama, que las CDs activadas solo con LPS (DC-Vax LPS).

Ninguno de los tratamientos con las DC-Vax tuvo efecto en el peso de los ratones, lo que indica que los
tratamientos no impactaron negativamente en la salud general de los ratones (Figura 19). Los ratones que
recibieron las DC-Vax tuvieron tumores mads pequefios comparados con aquellos a los que se les
administré el placebo. La vacuna DC-Vax LPS-Vgd redujo significativamente en un 16% los tumores,
comparado con el grupo placebo (p=0.029) (Figura 19). Ademads, los tumores de los ratones tratados con
las DC-Vax pesaron menos que los tumores de los ratones a los que se les administrd el placebo, esta
reduccion en el peso fue significativa (p=0.03) para el grupo tratado con DC-Vax LPS, que disminuyé en un
17%. Los tumores de los ratones tratados con DC-Vax LPS-Vgd disminuyeron su peso en un 13% (p=0.12).
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Figura 19. Los tratamientos con DC-Vax redujeron los tumores de cancer de mama 4T1. A) Pesos promedios (+ EEM)
de los ratones de los distintos grupos a lo largo del experimento (n=6). B) Volimenes promedios (+ EEM) de los
tumores a lo largo del experimento. C) Imagen de los tumores el dia de la eutanasia. D) Pesos de los tumores el dia
de la eutanasia presentados con un diagrama de caja. Los resultados se analizaron usando un ANOVA de dos vias con
un post-test de Dunnett (A y B) o un ANOVA de una via con un post-test de Dunnett (D) (n=12).
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Se analizaron las poblaciones de linfocitos T (CD90.2*CD3"), linfocitos T cooperadores (CD4*) y linfocitos T
citotéxicos (T CD8*) en sangre y en los tumores de los ratones. No se observaron cambios en los
porcentajes de ninguna de las poblaciones de linfocitos T analizadas, ni en la sangre ni en el tumor (Figura
20). También se evalud la activacién de las distintas poblaciones de linfocitos infiltrados en los tumores,
mediante el aumento en los porcentajes celulares de los linfocitos CD62L y PD-1*. Los tratamientos con
las DC-Vax no afectaron la activacién de ninguna de las poblaciones de linfocitos T en la sangre ni en los

tumores. (Figura 21).
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Figura 20. Efecto de los tratamientos con DC-Vax en las poblaciones de linfocitos T en la sangre y en los tumores
de los ratones. A) Porcentajes de linfocitos T, linfocitos T CD4* y T CD8* en la sangre de los ratones tratados con las
vacunas. B) Porcentajes de linfocitos T, linfocitos T CD4* y T CD8* en los tumores de los ratones tratados con las
vacunas. Los resultados se presentan con diagramas de cajas y todos fueron analizados usando un ANOVA de una via
con un post-test de Dunnett (n=6).



44

A
CcD62L" p=0.4976 CcD62L" ~0.3029 CD62L"
(% de Linfocitos T) +11% (% de Linfocitos T CD4") p_+i3% (% de Linfocitos T CD8")
p=0.1507 =
1004 -20% 100~ P-_g-elL%N 100A
80- ? g0 80- @ﬂ
[ ° [5)
- " (6} "
60 ° 60 [¢) 60
[5)
a0{ & % 401 401 p=0.9345
p=0.6797

201 201 201 +5%

0 T T T 0 T T T 0 T T T

Placebo DC-Vax DC-Vax Placebo DC-Vax DC-Vax Placebo DC-Vax DC-Vax
(LPS)  (LPS-vgd) (LPS)  (LPS-Vgd) (LPS)  (LPS-vgd)
B
PD-1* PD-1* PD-1*
(% de Linfocitos T) _ (% de Linfocitos T CD4*) p=0.8184 (% de Linfocitos T CD8*) =0.9872
p=0.9902 310 p
2.0 -3 1.0+ Y7 4 -5%
p=0.5571 LT IA p=0.4711
0.84
1.54 —T— 3 _T_
g A
1.0 ® PNl 2 |eg ©e
(o) 0.4 :8: -

os{ 2@ ° 1

: il 0.2 ° ° ° oo °

- %o ° —_8_—
0.0 . ; ; 0.0 s ; 0 : 5 3
Placebo DC-Vax DC-Vax Placebo DC-Vax DC-Vax Placebo DC-Vax DC-Vax
(LPS)  (LPS-Vgd) (LPS)  (LPS-Vgd) (LPS)  (LPS-vgd)

Figura 21. Los tratamientos con DC-Vax no incrementan la activacién de las poblaciones de linfocitos T en los
tumores. A) Porcentajes de linfocitos T CD62L;, linfocitos T CD4* CD62L" y T CD8" CD62L en los tumores. B)
Porcentajes de linfocitos T PD-1%, linfocitos T CD4* PD-1* y T CD8* PD-1* en los tumores. Los resultados se presentan
con diagramas de cajas y todos fueron analizados usando un ANOVA de una via con un post-test de Dunnett (n=6).

Se analizaron los niveles de anticuerpos anti-4T1 antes y después de los tratamientos. Los ratones que
recibieron los tratamientos con las DC-Vax presentaron cantidades significativamente mayores de IgG anti-
4T1 que aquellos que recibieron el placebo. El aumento en los anticuerpos anti-4T1 fue del 66% para los
ratones que recibieron el tratamiento con la DC-Vax LPS (p=0.0002), mientras que fue de un 69% para los
que recibieron el tratamiento con DC-Vax LPS-Vgd (p=0.0001). No hubo diferencias significativas entre los

dos grupos al final de los tratamientos (Figura 22).

Con los resultados de este experimento se puede concluir que el tratamiento con las DC-Vax reduce los
tumores de cancer de mama. Sin embargo, esta reduccién es muy pequefia, por lo que no es suficiente el
suministro de esta inmunoterapia para eliminar las células cancerigenas. Para mejorar el efecto de las
vacunas, se propuso combinar el uso de esta inmunoterapia con un agente quimioterapéutico como el 5-

Fluorouracilo, que ademas de eliminar las células cancerosas del tumor primario, podria ser capaz de
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reducir poblaciones de células inmunosupresoras como MDSCs, que podrian estar inhibiendo la actividad

de los linfocitos T CD8* en los tumores y favoreciendo el crecimiento tumoral.

p=0.0010
IgG anti-4T1 | p=0.0021 I
/ul
Pov p=00002  p=0.0001
2000
+66% +69%
1500
-O- Basal
10007 -@- Punto final
500
0 T : |

Placebo DC-Vax DC-Vax
(LPS) (LPS-Vgd)

Figura 22. Los tratamientos con DC-Vax aumentan los niveles de IgG anti-4T1. Niveles de anticuerpos anti-4T1
observados en los ratones antes y después de los tratamientos con las DC-Vax. Se muestran los valores individuales
de anticuerpos anti-4T1 al inicio y al final del experimento. Para la comparacidn de los niveles basales y finales de
anticuerpos dentro de un mismo grupo se utilizé un ANOVA de dos vias con un post-test de Sidak (n=6). Para la
comparacion de los niveles finales de anticuerpos entre los distintos grupos se utilizé un ANOVA de dos vias con un
post-test de Tukey (n=6).

3.9 Determinacion de la dosis minima de 5-FU para el tratamiento del cancer de

mama

El agente quimioterapéutico 5-fluorouracilo (5-FU) ademas de tener efectos citotdxicos sobre las células
tumorales, es capaz de inducir la apoptosis de las células inmunosupresoras MDSCs. Esto sugiere que tiene
la capacidad de promover la activacién del sistema inmune, por lo que podria ser una buena opcién para
combinarlo con la vacunacién autéloga con CDs. En este ensayo se analizo el efecto de tres dosis de 5-FU
(10, 25 0 50 mg/kg) en los tumores primarios de cancer de mama y en las poblaciones de MDSCs en los
tumores, para poder determinar una dosis minima que pueda contribuir a la eliminacién de células

cancerigenas y de células inmunosupresoras en los tumores.

Las dosis de 25y 50 mg/kg de 5-FU disminuyeron el tamafio de los tumores en comparacién con el placebo

(Figura 23). Los ratones que recibieron la dosis de 25 mg/kg presentaron una reduccion del 18% (p=0.011)
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y los que recibieron la dosis de 50 mg/kg presentaron una reduccién del 33% (p=0.002) comparado con el
grupo placebo. Al analizar el peso promedio de los tumores, se observé que en los ratones tratados con
50 mg/kg de 5-FU los tumores fueron 44% menos pesados que en el grupo placebo (p<0.0001) (Figura 23).
Lo que significa que el 5-FU es un agente quimioterapéutico efectivo para la eliminacidén de células de

cancer de mama.
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Figura 23. El tratamiento con 5-FU reduce el tamaiio de los tumores de cancer de mama. A) Volimenes promedios
(+ EEM) de los tumores de cdncer de mama a lo largo del experimento. B) Imagenes de los tumores de los ratones
tratados con las distintas concentraciones del 5-FU. C) Pesos de los tumores el dia de la eutanasia presentados con
un diagrama de caja. Los resultados se compararon mediante un ANOVA de dos vias con post-test de Dunnett (A) o
un ANOVA de una via con un post-test de Dunnett (C) (n=12).

El dia de la eutanasia se recolectd el bazo de los ratones y se encontrd que los tratamientos redujeron

significativamente el peso de los bazos en comparacidn con el grupo que recibid el placebo. Los ratones
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tratados con 10, 25 y 50 mg/kg tuvieron una reduccién del bazo del 19% (p=0.007), 42% (p<0.0001) y 75%
(p<0.0001) respectivamente (Figura 24).
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Figura 24. El tratamiento con 5-FU reduce el tamafio del bazo de ratones con cancer de mama. A) Imagenes de los
bazos de los ratones en los diferentes grupos. B) Pesos de los bazos en los diferentes grupos presentados en un
diagrama de caja. Los resultados fueron comparados usando un Anova de una via con post-test de Dunnett (n=6).

El dia de la eutanasia, se analizaron por citometria de flujo las poblaciones de MDSC Polimorfonucleares
(CD11b*Ly6G*Ly6C") y la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y MDSC Monociticas (CD11b*
Ly6GLy6C"e") asi como produccién de dxido nitrico (NO) en los tumores (Figura 25). En todos los grupos
que recibieron el tratamiento de 5-FU se redujeron las poblaciones de MDSC PMN, sin embargo, en los
grupos que recibieron 25 y 50 mg/kg esta reduccion fue mas marcada, de un 33% (p=0.046) y 41%
(p=0.012) respectivamente, en comparacion con el placebo. Los tratamientos no afectaron la produccion
de ROS en las poblaciones de MDSC PMN. En cuanto a las MDSCs Mon, solo hubo una reduccién en el
grupo que recibid la dosis de 50 mg/kg, esta poblacién celular fue reducida en un 50% (p=0.017),
comparado con el placebo. No se observé una reduccion en la capacidad de producir NO en las poblaciones

de MDSC Mon bajo los diferentes tratamientos.
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Figura 25. El tratamiento con 5-FU reduce las poblaciones de MDSC Polimorfonucleares y Monociticas en los
tumores. A) Porcentajes de MDSC PMN en los tumores bajo los distintos tratamientos. B) Grafica con la Intensidad
Media de Fluorescencia de ROS en los diferentes grupos. C) Porcentajes de células MDSC Mon en tumores bajo los
distintos tratamientos. D) Grafica con la Intensidad Media de Fluorescencia de NO en los diferentes grupos. Todos
los resultados se presentan en diagramas de cajas y fueron analizados utilizando un ANOVA de una via con un post-
test de Dunnett (n=6).

Los resultados de este ensayo sugieren que el 5-FU es un buen candidato para ser utilizado en conjunto
con la inmunoterapia de vacunacidn autdloga con células dendriticas, y que se podrian utilizar dosis de 25
a 50 mg/kg. Ya que el objetivo de este ensayo era determinar una dosis minima para utilizar en conjunto
con la inmunoterapia, y debido a que se observaron resultados significativos con la dosis de 25 mg/kg,
tanto en la reduccién de los tumores como de las poblaciones de MDSC, se decidié utilizar esta dosis para

realizar los ensayos combinados en un modelo ortotdpico de cancer de mama.

Aunado a lo anterior, se analizaron las poblaciones de linfocitos T (CD90.2*CD3*), linfocitos T cooperadores

(CD4*) y linfocitos T citotoxicos (T CD8*) en los tumores de los ratones que recibieron las diferentes dosis



49
de 5-FU. Hubo un ligero incremento de las tres poblaciones celulares en los tumores de los ratones que
recibieron las dosis de 10 y 25 mg/kg comparado con el grupo placebo, particularmente, la poblacién de
linfocitos T CD4* aumentd significativamente en los tumores de los ratones que recibieron el tratamiento
con 25 mg/kg (p=0.0077). Ademas, hubo un menor porcentaje celular de las tres poblaciones de linfocitos
cuando se aplicé la dosis de 50 mg/kg, comparado con el grupo placebo. Esto sugiere que 50 mg/kg es una
dosis muy alta para estas células y refuerza la decisién de continuar trabajando con la dosis de 25 mg/kg

combinada con la vacunacidn autdloga con células dendriticas (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del 5-FU en las poblaciones de linfocitos T, linfocitos T CD4" y linfocitos T CD8* en los tumores de
los ratones. Porcentajes celulares de las tres poblaciones de linfocitos T, se presentan con diagramas de caja. Los
resultados se compararon usando un ANOVA de una via con post-test de Dunnett (n=>5).

3.10 Determinacion de la dosis minima de 5-FU para el tratamiento de la

metastasis 0sea de cancer de mama

Se decidid evaluar el efecto del 5-FU en las células inmunosupresoras de la metastasis, por lo cual se realizé
un ensayo de determinacion de dosis minina de 5-FU en ratones con metdastasis dsea de cancer de mama.
Para esto se realizd una inoculacidn intracardiaca de células 4T1 en ratones Balb/c hembras, para inducir
la formacion de metastasis dsea. A los ratones se les aplicaron intraperitonealmente las diferentes dosis

de 5-FU (10, 25 o 50 mg/kg) o el placebo (PBS-DMSO 1%).

El tratamiento con 25 mg/kg de 5-FU fue el Unico que redujo significativamente el peso del bazo de los
ratones, comparado con el grupo placebo, esta reduccién fue del 26% (p=0.023) (Figura 27). Al analizar los
porcentajes celulares de la poblacién de MDSCs PMN en médula dsea se identificd una tendencia a su

reduccion, que se hizo mas pronunciada conforme se incrementd la dosis de 5-FU, sin embargo, no fue
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significativa. Ocurrid lo mismo para la poblacidn de MDSCs MON, se identificé una tendencia a la reduccidn
de la poblacidn dependiente de la dosis, pero esta reduccidn no fue significativa. Tampoco se observé un
cambio en la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) por parte de los MDSCs PMN, ni en la

produccién de dxido nitrico (NO) por parte de los MDSCs Mon (Figura 28).
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Figura 27. El tratamiento con 5-FU reduce los bazos de los ratones con metastasis 6sea de cancer de mama. Pesos
de los bazos de los diferentes grupos al dia de la eutanasia, presentados en un diagrama de caja. Los resultados
fueron comparados usando un Anova de una via con post-test de Dunnett (n=4).
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Figura 28. Efecto del 5-FU en las poblaciones de MDSC en la metastasis 6sea y en su capacidad de produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido nitrico (NO). A) Porcentajes de MDSC PMN en la metdstasis dsea bajo
las distintas dosis de 5-FU. B) Intensidad Media de Fluorescencia de las ROS en las células MDSC PMN de los diferentes
grupos. C) Porcentajes de MDSC MON en la metdstasis dsea bajo los distintos tratamientos con 5-FU. D) Intensidad
Media de Fluorescencia del NO en las células MDSC Mon en los diferentes grupos. Todos los resultados se presentan
en diagramas de cajas y fueron analizados utilizando un ANOVA de una via con un post-test de Dunnett (n=4).
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El analizar las radiografias del fémur y tibia de los ratones de los diferentes grupos (Figura 29), no se
observé ostedlisis notable en la mayoria de los huesos, lo que indica que no hubo un buen desarrollo de

la metdstasis 6sea y esto podria explicar los efectos tan moderados observados en este ensayo.

Sin metastasis

Hueso con
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Placebo

Figura 29. Efecto de los tratamientos con 5-FU en la metastasis 6sea de cancer de mama. Radiografias
representativas del fémur y la tibia de los ratones con metastasis 6sea que recibieron las diferentes dosis de 5-FU.
En el panel superior izquierdo se muestra una imagen representativa de un hueso con ostedlisis.



52
3.11 Efecto del tratamiento combinado de una vacuna con células dendriticas y el

5-FU en tumores primarios de cancer de mama

Numerosos estudios han probado la eficacia de combinar diferentes terapias para tratar el cancer. En este
ensayo se evalué el efecto de la combinacion de la vacunacion autéloga con células dendriticas maduradas

con LPS y el agente quimioterapeutico 5-Fluorouracilo (5-FU) en tumores primarios de cancer de mama.

Los tratamientos administrados no afectaron el crecimiento de los tumores, ya sea su volumen o su peso,
no se observaron diferencias significativas entre los grupos que recibieron los distintos tratamientos
(Figura 30). Por otro lado, hubo una reduccién significativa (p=0.0196) en el tamafio de los bazos del grupo
gue recibio el tratamiento con el 5-FU comparado con el grupo que recibio el placebo. También se observé
un aumento significativo (p<0.0001) en el tamafio de los bazos del grupo que recibié el tratamiento con la

DC-Vax comparado con el grupo que recibié el placebo (Figura 31).
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Figura 30. Los tratamientos con DC-Vax, 5-FU y DC-Vax+5-FU no redujeron los tumores de cancer de mama.
Volumenes promedio (+ EEM) de los tumores de cdncer de mama a lo largo del experimento. B) Imagenes
representativas de los tumores de los ratones bajo los distintos tratamientos. C) Peso de los tumores el dia de la
eutanasia presentados con un diagrama de caja. Los resultados se compararon mediante un ANOVA de dos vias con
post-test de Dunnett (A) o un ANOVA de una via con un post-test de Dunnett (C) (n=14).
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Figura 31. Efecto de los tratamientos con DC-Vax, 5-FU y DC-Vax+5-FU en el bazo de ratones con cancer de mama.
A) Imagenes representativas de los bazos de los ratones bajo los diferentes tratamientos. B) Peso de los bazos de los
ratones en los diferentes grupos, presentados en un diagrama de caja. Los resultados se analizaron usando un ANOVA
de una via con post-test de Dunnett (n=7).

Se analizaron las poblaciones de células MDSC PMN (CD11b*Ly6G*Ly6C"°") y MDSC Mon (CD11b*Ly6G
Ly6CMe") en la sangre mediante citometria de flujo. Se observé una reduccién significativa del 31%
(p=0.0040) en las células MDSC PMN en el grupo que recibio el tratamiento con 5-FU. No se observé una
reduccidn en los grupos que recibieron el tratamiento con DC-Vax+5-FU. En el caso de las poblaciones de
células MDSCs Mon se identificd una reduccidn significativa del 40% (p=0.0003) en el grupo que recibid el

tratamiento con DC-Vax+5-FU (Figura 32).
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Figura 32. Los tratamientos con 5-FU y DC-Vax+5-FU redujeron las poblaciones de MDSCs Polimorfonucleares y
Monociticas en la sangre de los ratones con cancer de mama. A) Concentraciones de MDSCs Polimorfonucleares y
MDSCs Monociticas en sangre de los ratones bajo los diferentes tratamientos, se presentan en diagramas de caja.
Los resultados se analizaron utilizando un ANOVA de una via con post-test de Dunnett (n=7).
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También se analizaron las poblaciones de linfocitos T (CD90.2*CD3*), linfocitos T cooperadores (CD4*) y
linfocitos T citotéxicos (T CD8*) en la sangre de los ratones. Los tratamientos con 5-FU y con DC-Vax+5-FU
provocaron un aumento significativo en los porcentajes de las tres poblaciones de linfocitos, comparados
con el grupo placebo (Figura 33). Ya que este aumento pudo ser debido a un artefacto ocasionado por la
disminucién en los porcentajes de células MDSCs en sangre, se decidié analizar la concentracion
(Células/uL) de las tres poblaciones de linfocitos. Al analizar las poblaciones de linfocitos de esta manera,
se comprobd que los ratones que recibieron los tratamientos con 5-FU y con la DC-Vax+5-FU si tuvieron
un incremento significativo en las tres poblaciones, comparado con el grupo placebo. Adema3s, se observd
que la concentracion de linfocitos T y linfocitos T CD4* fue comparable a la del grupo sin 4T1 (Figura 33).
También se analizaron las poblaciones de linfocitos T CD4*PD-1*y T CD8*PD-1* y se observé un aumento
significativo en los porcentajes de ambas poblaciones, en los grupos que recibieron los tratamientos con

5-FU y DC-Vax+5-FU, comparados con el grupo placebo (Figura 33).
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Figura 33. Los tratamientos con 5-FU y DC-Vax+5-FU aumentaron las poblaciones y la activacion de los linfocitos T
de la sangre periférica de los ratones con cancer de mama. A) Porcentajes de las poblaciones de linfocitos T en
sangre de los ratones con cancer de mama después de los tratamientos. B) Concentraciones en sangre de cada
poblacidon de linfocitos T después de los tratamientos. C) Porcentaje de células T CD4*PD1*y T CD8*PD1* en sangre
de los ratones con cancer de mama después de los tratamientos. Todos los resultados se presentan en diagramas de

caja y fueron analizados utilizando un ANOVA de una via con post-test de Dunnett (n=7).
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Al analizar los niveles de anticuerpos anti-4T1, se encontrd que los ratones que recibieron los tratamientos
con el 5-FU, la DC-Vax y la DC-Vax+5-FU tuvieron mayores cantidades de anticuerpos anti-4T1 que al inicio
del experimento, sin embargo, solo los grupos que recibieron el tratamiento con DC-Vax y DC-Vax+5-FU
presentaron cantidades significativamente mayores (p<0.0001) que aquellos que recibieron el

tratamiento placebo (Figura 34).

p=<0.0001
IgG anti-4T1 I p=<0.0001 I
(Pg/uL) |
p=0.016  p=<0.0001 p=<0.0001
2000 1 i1 ri
8
1500~ o ° 8 0
1000- gg 6 g e/ / g © Basal
8 g e o] g ° g ©- Punto final
500 o o
o T 1 T T T
4711 - + + + +
5-FU - - + - +
DC-Vax - - - + +

Figura 34. Los tratamientos con DC-Vax, 5-FU y DC-Vax+5-FU incrementaron los niveles de 1gG anti-4T1 en los
ratones con tumores de cancer de mama. Graficas de los niveles de anticuerpo anti-4T1 observados en los ratones
antes y después de los tratamientos. Para la comparacion de los niveles basales y finales de anticuerpos dentro de
un mismo grupo se utilizé un ANOVA de dos vias con un post-test de Sidak (n=7). Para la comparacion de los niveles
finales de anticuerpos entre los distintos grupos se utilizé un ANOVA de dos vias con un post-test de Tukey (n=7).

Aunque no hubo cambios en los volimenes de los tumores entre los diferentes grupos, si hubo cambios a
nivel de las poblaciones de células inmunes en los ratones. Se observd una reduccién en los niveles de
MDSCs en los ratones que recibieron los tratamientos con 5-FU y DC-Vax+5-FU, y esto coincide con el
aumento en los niveles de linfocitos T, linfocitos T CD4" y linfocitos T CD8*. También se observé un aumento
en las poblaciones de linfocitos T CD4* PD1" y T CD8* PD1* en los grupos que recibieron estos mismos
tratamientos, lo que indica que estas células estuvieron activadas. En esos mismos grupos se observé un
aumento en los niveles de anticuerpos anti-4T1, lo que sugiere que existe una participacién de la respuesta
inmune humoral. Aunque se obtuvieron buenos resultados con el uso del 5-FU, teniendo en cuenta
resultados previos de este proyecto, se esperaban cambios mas drasticos en el tamafio de los bazos y en
las proporciones de las poblaciones de células MDSCs, por lo que se propone aumentar la concentracion
de la dosis de 5-FU. Ademas, fue imposible replicar los resultados previos que se obtuvieron con las
vacunas con CDs. Lo que justificaria la busqueda de mejores coadyuvantes para su maduracion, para ver

si es posible obtener mejores respuestas con este tipo de inmunoterapia.
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Capitulo 4. Discusion

La vacunacion autéloga de CDs es un tipo de inmunoterapia que consiste en la inoculacion de CDs cargadas
con antigenos tumorales a pacientes con cdncer, con la intencidn de inducir una respuesta antigeno
especifica de los linfocitos Ty de los linfocitos B. Aunque este tipo de terapia es capaz de inducir respuestas
inmunoldgicas anti-tumorales en pacientes, solo se han visto buenos resultados en un nimero limitado de
ensayos clinicos (Bol et al., 2016; Kantoff et al., 2010; Lesterhuis et al., 2008). Es por eso que se busca hacer
mas eficiente esta inmunoterapia. En este trabajo se desarrollé una vacuna con CDs vy se utilizaron tres
estrategias para intentar aumentar su eficacia: incrementar la maduracién de las CDs utilizando vacunas
profilacticas como coadyuvantes, oxidar los antigenos tumorales con HOCI para hacerlos mas
inmunogénicos y utilizar el agente quimioterapéutico 5-FU para eliminar células inmunosupresoras del
microambiente tumoral. Posteriormente la combinacién de estas estrategias fue evaluada en un modelo

ortotdpico de cancer de mama.

Se probaron dos vacunas profilacticas y dos tipos de particulas virales de plantas para aumentar la
maduracién de las CDs derivadas de células de médula ésea in vitro. Solo la vacuna Vanguard Plus fue
capaz de aumentar la expresion del marcador de activacion CD86 en las CDs. Estos resultados concuerdan
con los reportados por Schreibelt et al. (2010) quienes probaron la capacidad de 15 vacunas profilacticas
para madurar las CDs, y concluyeron que solo tres de ellas (BCG-SSI, Influvac y Typhim) eran capaces de
inducir la maduracion de CDs y aumentar la expresion de los marcadores de maduracién CD80, CD86, CD83
y la secrecién de IL-12. Estos resultados también concuerdan con los reportados por Wang et al. (2019a),
quienes observaron que nanoparticulas del virus de mosaico del caupi son capaces de aumentar los

porcentajes de células dendriticas in vitro, pero no sus niveles de activacion.

Después de analizar los resultados de la activacion in vitro de las CDs con los diferentes coadyuvantes, se
evalué el tratamiento con la vacuna de CDs activadas con la vacuna profilactica Vanguard plus y LPS en el
modelo ortotépico de CM. Este tratamiento provocd una ligera reduccion en el tamafio de los tumores
primarios de CM, sin embargo, no hubo diferencias entre la utilizaciéon de la DC-Vax activada solo con LPS
o la DC-Vax activada con LPS y Vanguard Plus. Tampoco se observaron cambios en los porcentajes de
poblaciones de linfocitos T, linfocitos T cooperadores, ni linfocitos T citotdxicos, ni en la expresidon de los

marcadores CD62L o PD1.

La ligera reduccion en el tamafio de los tumores primarios de CM tratados con las DC-Vax lleva a pensar

que, por si solo, este tratamiento es insuficiente para eliminar las células cancerigenas vy justifica la
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necesidad de combinar esta inmunoterapia con otro tratamiento que permita eliminar las células
tumorales. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Song et al. (2018), quienes observaron que
una vacuna autéloga de CDs pulsadas con lisados de células 4T1 y activadas con LPS no generaba una
reduccion significativa en el tamafio de los tumores de CM, comparado con el grupo placebo. Sin embargo,
cuando administraron un tratamiento combinado de la vacuna de CDs con el agente quimioterapéutico
Dasatinib, si observaron una reduccién significativa en el tamafio de los tumores y en el tiempo de
supervivencia de los ratones con CM. En su estudio, Song et al. (2018) eligieron el Dasatinib, ya que se ha
reportado que ademas de tener propiedades citotdxicas para las células cancerigenas, también tiene

propiedades inmunoestimuladoras en diversas células inmunes.

Al revisar la literatura, se identifico el 5-Fluorouracilo (5-FU), otro agente quimioterapéutico que, ademas
de tener propiedades citotdxicas para las células tumorales, afecta ciertas poblaciones de células del
sistema inmune. Este farmaco induce la apoptosis de las células MDSCs, importantes células
inmunosupresoras que inhiben a poblaciones de células del sistema inmune, particularmente a los
linfocitos T CD8*, y que son un marcador de mal prondstico en diversos tipos de canceres, incluyendo el

cancer de mama (Tower et al., 2019).

Antes de combinar el 5-FU con la vacuna autdloga de CDs, se analizé el efecto del 5-FU en el desarrollo de
los tumores primarios de CM y se determind una dosis minima para combinarse con la DC-Vax. Los ratones
que recibieron las dosis de 25 mg/kg o 50 mg/kg de 5-FU presentaron una reduccion significativa de los
tumores, comparado con el grupo placebo, lo que significa que el 5-FU es un farmaco que elimina las
células de CM. Ademas, se observo una reduccidn significativa de las poblaciones de MDSC PMN y MDSCs
Mon en los tumores de los ratones que recibieron las dosis de 25 mg/kg y de 50 mg/kg. No se observé
efecto en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o éxido nitrico (NO) con ninguna de las
dosis administradas. También se analizaron las poblaciones de linfocitos T, T CD4* y T CD8* en los tumores
y se observé un ligero incremento de las tres poblaciones celulares en los ratones que recibieron las dosis
de 10 y 25 mg/kg y un menor porcentaje celular de las tres poblaciones con la dosis de 50 mg/kg. Esto
sugiere que la dosis de 50 mg/kg es demasiado alta para las poblaciones de linfocitos, por lo se decidié

trabajar con la dosis de 25 mg/kg para combinar con la DC-Vax activada con LPS.

Cuando se evalud la combinacién de la DC-Vax y el 5-FU en el modelo ortotdpico de CM, no se observaron
cambios significativos en los volimenes de los tumores. Sin embargo, se observd un aumento en las
poblaciones de linfocitos T CD4* y T CD8* en los grupos que recibieron el tratamiento con 5-FU y con DC-

Vax+5-FU. Estos grupos tuvieron concentraciones de linfocitos T en sangre, comparables con los
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observados en los ratones sanos. Este aumento no se observé en el grupo al que se le administré la DC-
Vax por si sola, lo que sugiere que el aumento en los niveles de linfocitos es consecuencia del tratamiento
con el 5-FU. Dado que el 5-FU también fue capaz de reducir significativamente los niveles de MDSCs PMN
y Mon de los ratones que recibieron ese tratamiento, podria ser que la reduccién de las poblaciones de
MDSCs es lo que estd contribuyendo directamente al aumento en los niveles de linfocitos T. Vincent et al.
(2010) también observaron que el efecto antitumoral observado en su modelo de linfoma EL4, tratados
con 5-FU, fue ocasionado por la eliminacion de los MDSCs en los tumores de los ratones, lo cual promovio

un efecto antitumoral dependiente de los linfocitos T CD8* infiltrados en los tumores.

Lo anterior también concuerda con lo reportado por Xu etal. (2020), quienes observaron que el
tratamiento con 30 mg/kg de 5-FU cada 3 dias por 2 a 4 semanas es suficiente para reducir
significativamente la poblacién de MDSCs, linfocitos Treg y Breg en la médula ésea de ratones OB-Runx2-
/. También observaron una reduccion en la expresidn de los marcadores de agotamiento PD-1y TIM 3 en
los linfocitos T CD8" de los ratones que recibieron este tratamiento. Sin embargo, los resultados de este
estudio difieren con los de Xu et al. (2020), en el sentido de que se observé un aumento en las poblaciones

de linfocitos T de sangre periférica que expresan PD-1, en los grupos tratados con 5-FU y DC-Vax+5-FU.

La proteina de muerte celular programada (PD-1) es una proteina de membrana presente en linfocitos T,
células NK, células dendriticas y monocitos después de su activacion. La unidn de PD-1 con su ligando PD-
L1 o PD-L2 activa una via inhibitoria de sefalizacidon que disminuye la actividad de los linfocitos T. Muchos
tumores contindan creciendo a pesar de la presencia de linfocitos T CD8* antigeno-especificos en el
microambiente tumoral. Se ha reportado que PD-1 esta sobreexpresado en los linfocitos infiltrados en
tumores y que PD-L1 esta sobreexpresado en mucho tipos diferentes de tumores, lo que resulta en la

inhibicidn de las respuestas antitumorales por parte de los linfocitos T (Xing et al., 2015).

Gros et al. (2016) reportaron la presencia de linfocitos T CD8*PD-1* en la sangre de pacientes con
melanoma. Ellos observaron que, tanto las especificidades de los antigenos tumorales como los
repertorios de TCR de los linfocitos T CD8*PD-1* en sangre y de los linfocitos T CD8"PD-1" infiltrados en los
tumores de los pacientes fueron similares, lo que indica que los linfocitos T CD8*PD-1* en sangre periférica
podrian proporcionar un acercamiento a los linfocitos anticancerigenos infiltrados en los tumores. La
expresion de PD-1 puede considerarse como un biomarcador de linfocitos T antitumorales especificos de
cada paciente en la sangre periférica, proporcionando una estrategia no invasiva para desarrollar terapias

personalizadas utilizando linfocitos reactivos a neoantigenos tumorales o TCRs para tratar el cancer.
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De acuerdo con lo anterior, las poblaciones de T CD4* PD-1*y T CD8* PD-1* en la sangre de los grupos que
recibieron los tratamientos con el 5-FU y DC-Vax+5-FU, podrian ser consideradas como linfocitos T
antitumorales. Ademas, la expresién de PD-1 indica que estas células pasaron por un proceso de activacion
celular y que posteriormente sufrieron un proceso de agotamiento, pero que podrian ser activadas
utilizando anticuerpos que bloqueen esta proteina. En este sentido, Zhu et al. (2019), probaron un
tratamiento con una vacuna denominada STDENVANT que comprende una vacuna autdloga de células
dendriticas activadas con CpG y pulsada con lisados de células madre de glioma, en un modelo ortotépico
de cdncer de glioma. Ellos observaron que STDENVANT aumentd la supervivencia de los ratones vy
promovio la regresién de los tumores, pero ademas aumento la expresion de PD-1 en linfocitos T, células
dendriticas y el tejido de glioma. Posteriormente, combinaron la STDENVANT con el anticuerpo anti-PD-
L1 y esto resultd en una supervivencia aumentada y en la disminucién de las poblaciones de linfocitos T
reguladores en el cerebro, lo que indica que el bloqueo de PD-L1 en combinacidn con la vacunacién de

células dendriticas puede promover la regresion tumoral.

En la clinica se ha observado que una infiltracion de linfocitos T en los tumores puede ser indicador de un
buen prondstico, sin embargo, cuanto estos linfocitos estdn agotados y presentan marcadores de
agotamiento como PD-1, fallan en erradicar los tumores. Huang et al. (2017) reportan que el bloqueo de
la via PD-1 con el inhibidor de puntos de control inmune Pembrolizumab, puede devolver la actividad a los
linfocitos T exhaustos de pacientes en etapa IV de melanoma, sin embargo, también observaron que el
éxito o fracaso del tratamiento depende directamente de la razén entre los linfocitos T reactivados y la
carga tumoral, ya que aquellos pacientes con menor carga tumoral fueron los que experimentaron una

mejor respuesta y una mayor supervivencia.

En cuanto la respuesta humoral generada con los tratamientos administrados, se observé que, los ratones
que recibieron los tratamientos con las DC-Vax, el 5-FU o la DC-Vax+5-FU presentaron cantidades
significativamente mayores de IgG anti-4T1 que aquellos que recibieron el placebo. Esto indica que hubo
una respuesta de los linfocitos B, que se diferenciaron a células plasmaticas y que produjeron anticuerpos
tumor-especificos (Wang et al., 2019b). Esto sugiere que la respuesta humoral podria estar contribuyendo
en la eliminacidn de las células tumorales, ya sea por accidn directa de los anticuerpos sobre las células
tumorales, induciendo su apoptosis, o mediante otros mecanismos de inmunidad como la induccién de la
fagocitosis en otras células del sistema inmune, activacion del complemento o activacion de linfocitos T o
células NK (Scott et al., 2012; Tower et al., 2019). Por lo que en un futuro seria conveniente analizar con

mas detalle la respuesta humoral que se genera en los ratones que reciben este tipo de tratamiento.
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En conjunto, estos resultados sugieren que la combinaciéon de la vacunacidn autdloga de células
dendriticas con el agente quimioterapéutico 5-Fluorouracilo no es suficiente para ejercer una respuesta
antitumoral efectiva contra las células de cancer de mama. Sin embargo, debido a que los resultados
previos con las vacunas de CDs y con el 5-FU por si solos, no fueron reproducibles, es conveniente volver
a realizar el ultimo experimento para poder validar los resultados. Teniendo en cuenta los resultados
previos de este proyecto, se esperaban cambios mas drasticos en el tamafo del bazo, volumen de los
tumores y en el porcentaje de poblaciones de células MDSCs con el uso del 5-FU, por lo que se propone

valorar la concentracion de la dosis entre 30 y 40 mg/kg para analisis futuros.

Aunado a lo anterior, se esperaban cambios en el tamafio de los tumores solo con la administracion de las
vacunas autélogas de CDs, lo cual no pasd, esto también justificaria la repeticién del Ultimo experimento,
pero ademads justificaria probar una mayor estimulacién de la maduracién de las CDs con mejores
coadyuvantes. Aunque se observé un aumento en la expresidén del marcador CD86 de las CDs utilizando la
vacuna Vanguard Plus, nunca se superaron los niveles de activacién obtenidos con LPS (utilizado como
control de activacion), por lo que seria conveniente buscar otra manera de aumentar niveles de
maduracién. Para esto se podria evaluar, ademas de otras vacunas profilacticas, otros coadyuvantes como
los oligonucledtidos con motivos CpG. Estas moléculas son reconocidas por el receptor tipo Toll 9 (TLR 9)
de las CDs y actuan como potentes inmunomoduladores, promoviendo su maduracién y facilitando la
presentaciéon antigénica (Dearman etal.,, 2009). La vacunacion con CDs activadas con estos
oligonucledtidos ya se ha evaluado en diversos estudios, como el de Zhu et al. (2019), donde probaron una
vacuna de CDs pulsada con lisados de células madre de glioma y activadas con oligonucledtidos con
motivos CpG en un modelo ortotdpico de glioma y observaron que esta vacuna mejoraba la sobrevivencia

de los ratones y producia una regresion de sus tumores.

Ademas, para tener una mejor valoracion del nivel de maduracion de las CDs también seria conveniente
medir, mds marcadores de activacién y la produccién de citocinas y quimiocinas, que son producidas por
las CDs maduras (Bol et al., 2016; De Vries et al., 2003). En este sentido, Dearman et al. (2009) realizaron
un estudio en donde probaron la activacion de células dendriticas derivadas de células de médula ésea via
la unidn de ligandos para diferentes tipos de receptores tipo Toll: TLR 1-2, TLR 4, TLR 5, TLR6, TLR 7, y TLR
9. Para medir los niveles de activacidn utilizaron los marcadores de membrana MHC Il, CD80, CD86, CD40
y CD45 vy los niveles de citocinas IL-1a, IL-B, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12 y TNFa., en los sobrenadantes de los

cultivos de células dendriticas activados con los diferentes adyuvantes.
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Por ultimo, ya que en el Ultimo experimento se observd un aumento en las cantidades de linfocitos T en
los grupos que recibieron los tratamientos con 5-FU y DC-Vax+5-FU y estos linfocitos tuvieron un aumento
en la expresion de PD-1, se podria considerar conveniente la combinacion de los tratamientos evaluados
en este proyecto, con la inmunoterapia de bloqueo de puntos de control inmunoldgico, para el

tratamiento del cancer de mama.
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Capitulo 5. Conclusiones

1.- Los coadyuvantes probados (vacunas profilacticas y particulas virales de virus de plantas) no son
suficientes para incrementar la maduracién de las células dendriticas, comparandolas con el coadyuvante
LPS. Se propone probar nuevos coadyuvantes, como los oligonucleétidos con motivos CpG para la

maduracién de las células dendriticas.

2.- La vacunacién autdloga con células dendriticas activadas con LPS o con la vacuna profildctica Vanguard
Plus y LPS redujo los tumores primarios de cancer de mama. Sin embargo, esta reduccion fue muy

pequeia, por lo que no es suficiente suministrar esta inmunoterapia para eliminar las células cancerigenas.

3.- EI 5-FU es un agente quimioterapéutico efectivo para la eliminacién de células 4T1 de cancer de mama
y para la eliminacién de células MDSCs en ratones. Sin embargo, se propone probar una dosis mds alta a

la utilizada en este estudio, para su combinacién con la vacunacion autdloga de células dendriticas.

4.- La combinacion de la vacunacidn autéloga de células dendriticas y el 5-FU no fue efectiva para tratar
los tumores primarios de cancer de mama. Sin embargo, propiciaron el incremento en los niveles de
linfocitos T CD4* y T CD8" en la sangre de los ratones que recibieron el tratamiento, estos linfocitos
expresaban el marcador de agotamiento PD-1, lo que significa que anteriormente estuvieron activados y

podrian reactivarse utilizando inhibidores de puntos de control inmunolégico como anti PD-1y anti PD-L1.

5.- Los niveles de anticuerpos anti-4T1 aumentan al administrar los tratamientos con 5-FU, DC-Vax y el
tratamiento combinado de DC-Vax+5-FU, lo que implica que estd sucediendo una respuesta inmune

humoral ante los tratamientos y seria conveniente analizarla mds a fondo.
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Anexos
Tabla 3. Anticuerpos utilizados para citometria de flujo
Nombre del Fuente y nimero . .. Detalles especificos de
. ) Especie | Concentracion .
anticuerpo de catalogo aplicacion
. eBioscience, g
':::.-um::;eac::é clona 145-2C11, Hamster zsgér}lgﬂ/aslo
Jug cat #11-0031-82
. eBioscience, 6
A:::.Toau:s :|D>|35£ clona 145-2C11, Hamster 502(;5'2510
Jug cat # 12-0031-82
Anti-mouse CD4 eBioscience
! 2. 10°
conjugado a clona RM4-5, Rata 6 Csérllflgs 0
PERCP-Cy5.5 cat # 45-0042-82
Anti-mouse CD8a eBioscience, 250 ng / 108
conjugado a AF488 clona 53-6.7, Rata Células
Jug cat # 53-0081-82
Anti-mouse CD8a eBioscience, 250 ng / 10°
conjugado a APC Ao S2HEL7, Rata Células
Jue cat # 17-0081-82
Bloqueo en 1X, 1% BSA, 0.5
. BioLegend, 6 mM EDTA, 10% SFB, anti-
’tT:Ta‘LSj :$|1T1cb clona M1/70, Rata 31'C3ér|‘§|£ 510 CD16/32 (10min, RT). Tefiido
Jug cat # 101205 en buffer de bloqueo
S (30min, 42C)
. ioLegend, G
e O | comaio, | | 20
Jug cat # 101207
Anti-mouse CD11 Biolegend 125 ng /108
conjugado a FITC clona N418, Hamster Células
Jug cat # MA5-16877
. Invitrogen clona 5
Acr::‘-.r:o::s :?)?EO 16-10A1, cat # Hamster 30C22Igu{also
Jug 14-0801-82
Anti-mouse CDg6 | '"itrogen clona 30 ng/ 10°
conjugado a APC Gl-1, cat# 17- Rata Células
Jue 0862-82
Anti-mouse CD86 Invitrogen clona
1 6
conjugado a GL-1, cat # 25- Rata 30C2Igu{aso
PE Cy7 0862-82
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Antl-m?use CD90.2 BiolLegend, 15 ng / 10°
conjugado a clona 53-2.1, Rata Células
PE-Cy7 cat # 140309
Anti-mouse Ly6C eBioscience, 3
12 1
conjugado a clona HK1.4, Rata iénlﬁl/as 0
PerCP-Cy5.5 cat # 45-5932
Antl-n.muse Ly6G BiolLegend, 31.3ng/ 10°
conjugado a clona 1A8, Rata Células
APC-Cy7 cat # 127623
Anti-mouse MHC Il | Biolegend, clona
! 60 106
conjugado a M5/144.15.2, cat Rata Cglgu{as
PE-Cy7 #25-53-21-82
Anti-mouse PD-1 BiolLegend, 6
12 10
conjugado a clona 29F.1A12, Rata génlilés
APC-Cy7 cat # 135224
. eBioscience, 5
e e coma e | | 2280
Jus #12-06-21-82
Anti-mouse BioLegend, 1ug/ 10° Diluido en in blocking buffer
CD16/32 clona 93, Rata C“églulas (PBS (1X), 1% BSA, 0.5 mM
Ultra-LEAF cat # 101330 EDTA, 10% FBS)




Tabla 4 . Nombre y formulaciéon de las vacunas profilacticas utilizadas como coadyuvantes.

Defensor 1

Vanguard Plus 5/CV-L

Zoetis

Zoetis

-Virus Rabico cepa PV-Paris (Pasteur) replicado en una linea
celular estable, inactivado quimicamente y adicionado con
un adyuvante.

-Conservador: Gentamicina.

Fraccion liofilizada virus viable modificado de:

-Virus Distemper N-CDV 2103.5 TCID50
-Adenovirus Canino Tipo 2, Cepa Manhattan >103.4 TCID50
-Parainfluenza Canina, Cepa NL-CPI-5 >105.5 TCID50
-Parvovirus Canino, Cepa NL-35-D >107.2 TCID50
-Leptospira canicola, Cepa C-51 600 UN

-L. icterohaemorrhagiae, Cepa NADL 11403 600 UN
-Fraccion Liquida (Diluente): >1.49 RP

-Coronavirus Canino, Cepa NL-18
-Conservador: Gentamicina
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