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RESUMEN

El cancer de mama es, a nivel mundial, la principal causa de muerte asociada a
tumores malignos en mujeres. En México la tasa de mortalidad debida a este tipo de
cancer es de 14.04 por cada 100 mil mujeres de 20 afios 0 mas.

El uso de terapias convencionales como la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia no ha supuesto una mejora generalizada en el tratamiento del cadncer por lo
gue nuevas estrategias deben ser exploradas. La inmunoterapia contra el cancer se
encuentra dentro de las terapias evaluadas recientemente, la cual puede llegar a ser
efectiva ya que se basa en el uso de moléculas y células del sistema inmune con
potencial para la eliminacion de las células tumorales. Especificamente, la inmunoterapia
activa tiene como principal objetivo la activacién del sistema inmune y el consecuente
reconocimiento y activacién de las células inmunes que llevaran a cabo la eliminacién de
las células transformadas. En la Ultima década se ha desarrollado un concepto innovador
denominado Bibliotecas de Epitopos Variables (BEVs) cuya finalidad es la de explotar la
alta variabilidad antigénica de las células tumorales para desencadenar la activacion del
arsenal inmune y la eliminacién de la enfermedad.

Las moléculas del MHC, responsables de la presentacion de antigenos y la
subsecuente activacion de linfocitos T (principales células inmunes capaces de eliminar
células tumorales), sufren multiples modificaciones durante el desarrollo tumoral lo que
afecta directamente su correcta funcibn y en consecuencia el correcto
desencadenamiento de la respuesta inmune antitumoral; sin embargo, no han sido
consideradas como posibles blancos en el desarrollo de terapias contra cancer. En el
presente trabajo presentamos por primera vez el uso de moléculas del MHC con base en
Bibliotecas de Epitopos Variables como posibles inmunégenos con efecto antitumoral.
Ratones con adenocarcinoma de mama fueron inmunizados con péptidos sintéticos
generados con base en secuencias de moléculas de clase | del MHC. Se observé que
algunos péptidos, 45A2N y L45A2, mostraron una disminuciéon no significativa en el
tamafio del tumor primario y el nimero de macrometastasis presentes en pulmon. Asi
mismo, para el caso de LQA2 se observd una disminucion estadisticamente significativa
en el nUmero de macrometastasis presentes en pulmén al comparar con el control sin
tratamiento. Mediante estos resultados podemos concluir que el uso de BEVs es una

estrategia prometedora en el desarrollo de vacunas y del tratamiento contra cancer.



ABSTRACT

Worldwide, breast cancer is the top cause of death in women associated with
malignancy. In México, the mortality rate due to this type of cancer is 14.04 for each 100
thousand women aged 20 years and more.

The use of conventional therapies such as surgery, radiotherapy and
chemotherapy has not led to a general improvement in cancer treatment so that new
strategies must be explored. Immunotherapy against cancer is within the therapies
recently evaluated, which may be effective as it is based on the use of molecules and cells
of the immune system with potential for the elimination of tumor cells. Specifically, the
main objective of active immunotherapy is the activation of the immune system and
consequent recognition and activation of cells of the immune system that carry out the
removal of transformed cells. In the last decade an innovative concept called Variable
Epitope Libraries has been developed; its purpose is to exploit the high antigenic variability
of tumor cells to trigger the activation of the immune arsenal and the elimination of the
disease.

MHC molecules responsible for antigen presentation and subsequent activation of
T lymphocytes (main immune cells that can kill tumor cells), undergo multiple modifications
that directly affect their proper function, have not been considered as possible targets in
the development of therapies against cancer. In this work, we present, for the first time, the
use of MHC molecules based on Variable Epitope Libraries as potential immunogens with
antitumor effect. Mice under a breast adenocarcinoma model were immunized with
synthetic peptides generated based on sequences of MHC class I. It was observed that
some peptides, 45A2N and L45A2, show a possible effect in the inhibition of tumor growth.
Likewise, in the case of 45A2N, L45A2 and LQA2 a decrease was observed in the number
of macrometastases present in lungs when compared with the untreated control. Through
this results, we can conclude that the use of VELs is a promising strategy in the

development of vaccines and treatment against cancer.



INTRODUCCION

El cancer es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, que tiene
un impacto en el sector salud, asi como social y econémico. A la fecha no se han podido
desarrollar tratamientos que curen completamente la enfermedad lo que convierte las
estrategias de la lucha contra el cancer un tema de interés mundial.

El cancer es una de las enfermedades con altos indices de morbilidad y mortalidad
a nivel mundial. Es la principal causa de muerte a nivel mundial, para el 2012 se
reportaron 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas.

Se prevé que en los proximos 20 afios habra un incremento de nuevos casos en
aproximadamente un 70% (IARC, 2014).

Los tumores primarios son tratados generalmente mediante la combinacion de
terapias: cirugia en la mayoria de los casos, radioterapia y quimioterapia. Incluso cuando
el tumor ha sido aparentemente eliminado, la presencia de células tumorales en estado de
latencia puede conducir a una recaida por lo que la terapia no tiene éxito. A pesar de que
la quimioterapia y radioterapia suelen ser usadas como estrategias que afectan
principalmente las células tumorales, se han acumulado pruebas que indican que las
terapias citotéxicas convencionales tienen un impacto negativo sobre el sistema inmune
contribuyendo a la regresién tumoral. Por lo tanto, para combatir el tumor es necesario
desarrollar estrategias que no solo estén dirigidas a eliminar la enfermedad minima
residual eficientemente, sino que también puedan llegar a estimular la respuesta inmune
antitumoral de manera que se puedan eliminar las células tumorales residuales (Zitvogel y
col., 2008).

El tratamiento del cancer de mama se ha desarrollado ampliamente desde 1970,
desde la introduccién del tratamiento antiendocrino hasta el uso del anticuerpo
monoclonal contra Her-2/neu trastazumab. Incluso cuando se ha logrado probar que
anticuerpos monoclonales dirigidos contra un epitopo de importancia bioldégica en
combinacién con quimioterapia han producido resultados significativamente mejores
comparados con las terapias individuales, éstos anticuerpos requieren aplicaciones
frecuentes y su vida media limita la duracion de la terapia. Es por esto que el desarrollo de
inmunoterapias activas es de gran prioridad, haciendo a las vacunas peptidicas una
estrategia de alto impacto en el desarrollo de vacunas contra cancer (Wiedermann y col.,
2013).



La generacion de tratamientos terapéuticos que mejoren el reconocimiento y la
eliminacion de las células tumorales por el sistema inmune, conocidos como
inmunoterapia, han sido ampliamente desarrollados y evaluados en los ultimos 40 afios.

Uno de los campos explorados de la inmunoterapia es el uso de vacunas
peptidicas contra cancer, las cuales tiene como objetivo favorecer el reconocimiento de
epitopos especificos, lo que simplifica evaluar la evolucion de la eficacia clinica e
inmunolégica del tratamiento. Especificamente en cdncer de mama se han probado
vacunas peptidicas como E75, GP2 y AE37 pertenecientes a diversas regiones de la
proteina HER-2/neu (Clifton y col., 2015). Sin embargo, mediante la administracion de
péptidos individuales se ha demostrado que las variantes tumorales que portan el epitopo
de interés son inmunoseleccionadas propiciando posteriormente la recurrencia de
tumores que no presentan el epitopo blanco, complicando el tratamiento de éstas nuevas
masas tumorales (von Boehmery col., 2013).

En el presente trabajo se evalu6 el uso de vacunas peptidicas mutagenizadas
basadas en moléculas de clase | del MHC. Las moléculas clasicas son de gran
importancia en la presentacion de antigenos tumorales y por la tanto en la activacién de la
respuesta inmune antitumoral. Se ha reportado ampliamente la disminucién de su
expresion en el desarrollo tumoral, lo que deriva en una capacidad disfucncional para la
presentacion de antigenos y la activacion de linfocitos T citotoxicos responsables de la
eliminacion de las células tumorales. Por otro lado, la molécula no clasica HLA-G,
expresada normalmente en trofoblastos donde su principal funcién es evitar el rechazo
materno-fetal durante el embarazo, tiene un aumento en su expresién que correlaciona
con la disminucién de la moléculas clasicas. La presencia de HLA-G en células tumorales
evita la activacion de las células citotoxicas del sistema inmune, células NK y células T

citotoxicas, impidiendo asi la eliminacién de las clonas tumorales que la expresan.



HIPOTESIS
Epitopos derivados del MHC seran inmunogenos capaces de inducir una

respuesta inmune protectora contra tumor.



OBJETIVO
Disefiar una Biblioteca de Epitopes Variables con base en secuencias de
moléculas de clase | del MHC capaz de desencadenar una respuesta inmune antitumoral

en un modelo de adenocarcinoma murino.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar y disefar in silico epitopos derivados de moléculas de clase | del MHC.

2. Evaluar el efecto antitumoral de la BEV derivada de moléculas de clase | del MHC en
un modelo in vivo de adenocarcinoma murino.

3. Caracterizar la respuesta inmune inducida por la BEV disefiada.



ANTECEDENTES
Céancer de mama

El cancer es un proceso de varias etapas que reflejan las alteraciones genéticas
gue dirigen la transformaciéon progresiva de células normales en clonas altamente
malignas capaces de invadir tejidos afectando su funcién (Hanahan y Weinberg, 2000).

Del total de defunciones registradas en el 2012, se atribuyeron un total de 521,000
muertes al cancer de mama, ocupando el quinto lugar entre los diferentes tipos de cancer
con un alto indice de mortalidad (IARC, 2014).

Para el caso de México, el INEGI reporta para el 2013 una tasa de mortalidad de
14.04 por cada 100 mil habitantes del sexo femenino de 20 afios y mas para tumores

malignos de cancer de mama.

Tipos de cancer de mama

El cancer de mama puede iniciar en diferentes partes de la mama. La mayoria de
las veces el cancer de mama se presenta en los ductos que conducen la leche al pezony
gque se denomina cancer ductal, este representa el 80 % de los casos. Un menor
porcentaje (alrededor del 10 %) se presenta en las glandulas en las que se produce la
leche y se conoce como cancer lobulillar. Existen otros tipos de cancer de mama que son
menos comunes y que representan el otro 10 % de los casos de cancer de mama, como
son, enfermedad de Paget del pezén (5%), cancer de mama inflamatorio (1 %), entre

otros (Organizacion del Cancer de Mama, 2016).

Clasificacion del cancer de mama
El cancer de mama puede ser clasificado con base en la presencia de receptores
de hormonas, estrdgeno y progesterona, y la molécula HER2 (Sociedad Americana del
Céancer, 2016):
» Positivo a receptores de hormonas: si las células tumorales contienen ya sea
receptores de estrdgeno como de progesterona.
* Negativo a receptores de hormonas: si no hay presencia de receptores de
estr6geno ni progesterona.
» Positivo a HER2: tumores que expresan grandes cantidades de la proteina HER2
0 copias extra del gen HER2.

* Negativo a HER2: tumores que no presentan un incremento de la molécula HER?2.



» Triple negativo: si las células tumorales no expresan receptores de estrégeno o
progesterona y no presentan un nivel elevado de HER?2.
» Triple positivo: tumores que son positivos a receptores de estrégeno, progesterona

y niveles elevados de HER?2.

El complejo mayor de histocompatibilidad

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es una agrupacion grande de
genes que se localizan en el cromosoma 6 y son conocidos como genes del antigeno
leucocitario humano en los seres humanos; esta formado por al menos 4 x 10° pares de
bases. En los seres humanos contiene mas de 200 genes. Dentro del locus del MHC
humano se encuentran muchos genes que participan en el procesamiento o en la
presentacién de antigenos, o que tienen otras funciones relacionadas con la respuesta
inmunitaria innata o adaptativa.

Las moléculas del MHC son glucoproteinas codificadas en el grupo de genes del
MHC. Su caracteristica estructural mas notoria es una hendidura que corre a través de su
superficie exterior, en la cual pueden unirse diversos péptidos. Se han definido tres clases
de genes del MHC. Los genes que codifican a las moléculas de clase | del MHC constan
de dos cadenas polipeptidicas, la cadena a que se relaciona de modo no covalente con la
B2 microglobulina codificada en el cromosoma 15 en seres humanos. Hay tres genes de la
cadena a de clase |, llamados HLA-A, -B y -C, clasificados como clasicos; y otros cuatro
genes denominados no clasicos: HLA-E, -F, -G y -H. Los genes clasicos codifican las
moléculas que asociaran péptidos enddgenos y que seran expresados en la membrana
de la célula para ser reconocidos por los linfocitos T CD8". Los genes no clasicos
codifican moléculas que presentan péptidos derivados de moléculas clasicas y que
cumplen otras funciones como evitar el rechazo materno fetal como en el caso de HLA-G.
También hay tres pares de genes de las cadenas a y B de clase Il del MHC, llamados
HLA-DR, -DP y —-DQ (Murphy, 2009).

En el caso de ratones, dependiendo de la cepa, se encuentran hasta tres genes
que codifican las moléculas de clase | del MHC, llamados H2-D, -K y -L, dentro del
complejo H2, y la mayoria de las cepas tienen dos moléculas de clase I, llamadas I-A e I-
E. Asi mismo, se ha sugerido una ortologia directa entre las moléculas no clasicas HLA-E
de humano y Qa-1 en ratén, mientras que la funcién homologa parece corresponder entre
la molécula HLA-G y su ort6élogo en ratén Qa-2, lo que sugiere que sus roles funcionales

se han conservado desde la divergencia de ambas especies (Adams y Luoma, 2013).



Las moléculas de clase Il del MHC constan de un complejo no covalente de dos
cadenas, a y B. En ambas clases de moléculas, los péptidos unidos se encuentran
ubicados entre los dos segmentos a-helicoidales de la molécula. Los llamados genes de
clase Ill codifican otras proteinas diversas con funciones en la inmunidad, pero no

moléculas presentadoras de antigenos como las de clase | y Il (Murphy, 2009).

Presentacion de antigenos

El reconocimiento de antigenos en el contexto de péptidos asociados a moléculas
clase |y Il del MHC por los receptores de células T (TCR), es central en la activacién de
los linfocitos T (Vyas y col. 2008).

Las moléculas de clase | y Il tienen funcién similar: presentan péptidos a linfocitos
T CD8+ y CD4+, respectivamente. Estos péptidos son originados a partir de diferentes
fuentes, intracelular via el reticulo endoplasmico para las moléculas de clase | y exégenos
via el fagolisosoma para moléculas de clase Il (Neefjes y col., 2011). Sin embargo, la
presentacién de péptidos asociados a moléculas de clase | del MHC no es suficiente para
desencadenar la funcion citotdxica efectora del linfocito T citotdéxico (CTL) hacia un
antigeno no sintetizado en una célula presentadora de antigeno (APC). En este caso, los
CTL solo pueden ser activados si las APC, generalmente células dendriticas, presentan
antigenos exogenos en sus moléculas de clase | del MHC por un proceso denominado
presentacion cruzada (Kurts y col., 2010).

Las células dendriticas son particularmente eficientes en la presentacion cruzada
de antigenos y recientemente se ha encontrado que un subgrupo de células dendriticas
denominadas CD8+ DC presentan actividad fagocitica para células en proceso de muerte,
lo que explicaria el hecho de que las DC CD8+ lleven a cabo selectivamente presentacion
cruzada de antigenos asociados a células derivados de células propias, alogénicas o

malignas (lyoday col., 2002).

Activacion de linfocitos T

La union del complejo péptido:molécula del MHC al receptor de célula T (TCR) vy,
un correceptor ya sea CD4+ o CD8+, transmite una sefial al interior del linfocito T cuando
éste es capaz de reconocer el péptido como antigeno extrafio. Para la eficaz activacién
del linfocito T virgen, la célula presentadora de antigeno (APC) envia una sefial
coestimuladora, generalmente el linfocito T presenta la molécula de superficie CD28 que

interactia con las moléculas CD80/CD86 presentes en la APC y cuyo efecto es una



mayor supervivencia y proliferacion del linfocito T. La diferenciacion del linfocito T CD4+
esta dado por una tercera sefial emitida por la APC, suelen participar citocinas en el

control de ésta diferenciacion (Murphy, 2009).

El sistema inmune y el cancer

El sistema inmune tiene un claro efecto en el desarrollo del cancer, y éste puede
ser tanto positivo como negativo, de hecho, se han documentado recientemente tres
funciones del sistema inmune en el progreso del cancer que son: facilitar la
transformacion celular, prevenir o controlar el crecimiento tumoral y modelar la
inmunogenicidad de los tumores. Estas tres funciones del sistema inmune se pueden
separar basadndose en su ocurrencia temporal durante la formacién del tumor, la
naturaleza del evento que llevéd a la transformacién, los componentes particulares de la
inmunidad involucrados en cada proceso, y en la naturaleza de los antigenos especificos

de tumor expresados en las células transformadas (Mittal y col., 2014).

Caracteristicas de las células tumorales

Se han descrito 6 capacidades funcionales necesarias para que las células
transformadas sean consideradas malignas ya que permiten su sobrevivencia,
proliferacién y diseminacion (Figura 1), dichas caracteristicas se han denominado marcas
del cancer.

Proliferacién
sostenida

Resistencia a la Evasion de supresores
muerte celular de crecimiento

Angiogénesis Invasion y metastasis

Inmortalidad replicativa

Figura 1. Marcas del cancer. Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011.
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La adquisicién de éstas funciones se genera en diferentes tipos tumorales via
diversos mecanismos y a diferentes estadios en el curso de los multiples pasos que
derivan en la tumorigenesis (Hanahan y Weinberg, 2011):

1. Mantenimiento de las sefales proliferativas. Las células tumorales son capaces de
desregular el estricto control bajo el cual se encuentran los tejidos normales durante su
proliferacion, crecimiento y entrada en division celular mediado por la produccion vy
liberacion de sefiales promotoras de crecimiento.

2. Evasidn de las sefales supresoras de crecimiento. Diversos genes supresores de
crecimiento que actdan limitando el crecimiento y proliferaciéon celular pueden ganar o
perder funcién en las células tumorales lo que permite que esquiven programas celulares
que regulan negativamente la proliferacion celular.

3. Resistencia a la muerte celular. El proceso de apoptosis es desencadenado en
respuesta a varios tipos de estrés fisioldgico; sin embargo, en el caso de las células
transformadas se observa un desbalance de éstos eventos inductores de la apoptosis
debido a elevados niveles de expresion oncogénica.

4. Establecimiento de la inmortalidad replicativa. Las células normales son capaces
de pasar por un numero limitado de ciclos sucesivos de crecimiento y divisién celular que
se ve limitado por dos procesos que obstaculizan la proliferacion: la senescencia que es
una entrada irreversible a un estado viable pero no proliferativo y la crisis que involucra la
muerte celular. Solo en raras ocasiones las células emergen de una poblacién en crisis y
exhiben un potencial de replicacion ilimitada que se ha denominado inmortalizaciéon y que
es una caracteristica presente en las células transformadas malignas.

5. Induccién de angiogénesis. Los requerimientos de nutrientes y oxigeno, asi como
la habilidad de evacuar desechos del metabolismo y diéxido de carbono deben ser
cumplidos en los tumores al igual que en cualquier tejido normal. Estas necesidades son
resueltas al inducir la produccion de nuevas células endoteliales en tubos
(vasculogénesis) y vasos sanguineos (angiogénesis) que permitan abastecer de estos
nutrimentos y por lo tanto sostener la expansién del crecimiento neoplasico.

6. Activacion de la invasién y metastasis. Al ir aumentando el grado de malignidad las
células tumorales desarrollan alteraciones en su forma y union a otras células, asi como a
la matriz extracelular que se ve reflejado en la invasién local y las metastasis a distancia.

La adquisicion de éstas seis capacidades funcionales es posible gracias al
establecimiento de dos caracteristicas permisivas: la inestabilidad gendmica que genera

mutaciones al azar en las células tumorales y el estado de inflamacion de las lesiones
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premalignas y malignas propiciado por células del sistema inmune y que promueve la
progresion tumoral de diversas formas.

Aungue se han descrito otros atributos de las células tumorales que podrian ser
afiadidas a la lista de marcas del cancer dos son de especial importancia considerandolas
marcas del céncer emergentes. La primera se refiere a la reprogramacion del
metabolismo energético con el fin de mantener el continuo crecimiento celular y
proliferacién. La segunda involucra la evasion activa de las células tumorales del ataque y
eliminacion por las células inmunes y que resalta el rol del sistema inmune tanto como

antagonista como agonista del desarrollo y progresion tumoral.

Inmunoedicion

La teoria de la inmunoedicion est4 basada en que el sistema inmune no solo
protege al huésped contra la formacién tumoral (Figura 2), sino que también esculpe la
inmunogenicidad del tumor, reflejando asi la dualidad de acciones del sistema inmune en

el desarrollo de los tumores: proteccion y promocion (Schreiber y col., 2011).

Eliminacién Equilibrio

Inestabilidad genética/Heterogeneidad tumoral

Inmunoseleccion

Figura 2. Inmunoedicién del cancer. Modificado de Dunn y col., 2002.

La inmunoedicion del cancer engloba tres procesos: 1. La fase de eliminacion que
corresponde a la inmunovigilancia, 2. La fase de equilibrio que representa el proceso
mediante el cual el sistema inmune iterativamente selecciona y promueve la generacion
de clonas tumorales con caracteristicas que les permiten sobrevivir al ataque inmune, 3.
La fase de escape es el proceso en donde el tumor inmunolégicamente esculpido se
expande de una manera incontrolada en el huésped inmunocompetente (Dunn y col.,
2002).
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En la primera fase del proceso de inmunoedicion del cancer, la fase de
eliminacion, células inmunes se localizan, reconocen y destruyen células transformadas
nacientes y por lo regular altamente inmunogénicas, siendo esta fase la que previene, en
la mayoria de los casos, el desarrollo de la malignidad (Vesely y col., 2011). Dentro de las
células efectoras de ésta etapa se encuentran las células NK, NKT, células dendriticas,
macréfagos M1, linfocitos T CD4" y T CD8", asi como linfocitos T yd (Mittal y col., 2014).

Los tumores en fase de equilibrio son un subgrupo de tumores latentes que son
controlados especificamente por componentes del sistema inmune, T CD4" y T CDS8",
principalmente. En ésta fase, el sistema inmune del hospedero y las células tumorales
entran en un balance dindmico, en donde una potente inmunidad antitumoral contiene,
mas no erradica totalmente, una poblacion altamente heterogénea y medianamente
inmunogénica de células tumorales, algunas de las cuales han adquirido medios para
evadir el reconocimiento inmune y su destruccion.

La fase de escape representa el fracaso del sistema inmune tanto para eliminar
como para controlar a las células transformadas, permitiendo a las clonas tumorales
sobrevivientes crecer de una manera sin restricciones inmunolégicas. Por otra parte, el
sistema inmune contribuye a la progresion del tumor mediante la seleccion de las
variantes tumorales mas agresivas y poco inmunogénicas, suprimiendo la respuesta
inmune antitumoral, o promoviendo el crecimiento tumoral. En esta fase encontramos
células y moléculas con funcion inmunosupresora como linfocitos Treg, MDSC, TGF- B,
IL-10, IDO, entre otras, y con funcion reparadora de tejidos y angiogénica como los

macrofagos M2 y moléculas como VEGF (Vesely y col., 2011).

Mecanismos de evasion

Se ha descrito ampliamente que las células tumorales presentan mecanismos de
evasion inmune, ya sea mediante la evasion del reconocimiento o la regulacion de la
respuesta inmune responsable de la eliminacion de las clonas transformadas.

La inestabilidad genética, inherente a los tumores, da lugar a la diversidad
genética y a la heterogeneidad proporcionando una ventaja de supervivencia que deriva
en la seleccion natural de variantes tumorales. El resultado esta determinado por mdultiples
factores en el microambiente tumoral, como factores de crecimiento, suministro de
nutrientes y presion inmune, que sumado a la inestabilidad genémica genera un amplio
repertorio de células tumorales que seguiran siendo seleccionadas de acuerdo a los

factores ambientales (Khong y Restifo, 2002).

13



La disminucidn o pérdida total de la expresiéon de moléculas de clase | del MHC es
un fendmeno comun en la biologia tumoral que debe su presencia a la importancia de
éstas moléculas en la presentacion de péptidos antigénicos y el reconocimiento tumoral.
La desregulacién de éstas moléculas incluye defectos en los genes del MHC, en la via de
procesamiento y transporte de antigenos, como la desregulacién de las subunidades del
complejo multicatalitico LMP-2 y LMP-7 y en los transportadores de péptidos TAP-1 y
TAP-2, mutaciones en el gen 82m y pérdida de la heterocigocidad en el cromosoma
15g21que contiene a éste gen (Bernal y col., 2012; Garrido y col., 1997).

La pérdida de antigenos tumorales en las células malignas es otro de los
mecanismos de evasion ampliamente estudiado y descrito. Esta pérdida antigénica tiene
como consecuencia la falta de inmunogenicidad del tumor y por lo tanto la imposibilidad
del sistema inmune para reconocer y eliminar las células tumorales ya sea por la
inactivacion o la tolerancia de los linfocitos T citotoxicos hacia los antigenos no
inmunogénicos. Diversos estudios han demostrado una pérdida de antigenos
inmunogénicos diferenciales después de la administraciébn de una vacuna peptidica
basada en una sola secuencia de la proteina antigénica, lo que demuestra la presion de
seleccion del sistema inmune hacia el tumor descrito en la teoria de la inmunoedicion (von
Boehmer y col., 2013; Nicholaou y col., 2011).

Los dos mecanismos que el linfocito T CD8+ usa para eliminar a las clonas
tumorales son la citotoxicidad mediada por el receptor de muerte Fas y su ligando FasL
(CD95/CD95L) y la mediada por perforinas y granzimas, lo que los convierte en blancos
importantes de la evasion tumoral.

Se ha observado en diferentes tipos de tumor una disminucion en la expresion de
Fas/FasL, promoviendo la resistencia a la apoptosis por éstas clonas tumorales. Para el
caso de mieloma multiple se encontraron mutaciones puntuales en la parte citoplasmica
de la proteina, esto es, en la zona responsable de la transducciéon de la sefial apoptética
(Terry y col., 1997). En un estudio realizado en pacientes con melanoma se encontraron
mutaciones sin sentido presentes también en la regién citoplasmica de la proteina Fas
(Shin y col.,, 1999). Otro mecanismo de evasion incluye mutaciones en proteinas
proximales de la via Fas/FasL, como los dominios de muerte asociados a Fas (FADD),
caspasa 8 y caspasa 10 y que han sido descritas en un estudio de pacientes con cancer
de pulmén de células no pequefias (NSCLC) (Shin y col., 2002).

En el caso de la citotoxicidad mediada por perforinas y granzimas se ha

encontrado que las células tumorales pueden resistir a éste tipo de muerte por la
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interferencia de la via. El bloqueo de ésta via se ha demostrado que es debido a la
sobreexpresion del inhibidor de serin proteasas PI-9/SPI-6 que inactiva directamente a la
proteina efectora Granzima B (Medeme y col., 2001).

El microambiente tumoral es de suma importancia en la activacién o inactivacion
de las células del sistema inmune; la liberacion de citocinas por parte de las células
tumorales impacta directamente sobre la respuesta de los linfocitos T a la presencia de
las clonas transformadas. Algunas clonas tumorales llegan a ser capaces de producir
citocinas y quimiocinas que afectan negativamente la maduracion y funcion de las células
inmunes (Khong y Restifo, 2002).

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es una proteina producida
por el tumor y responsable de la formacién de nueva vasculatura tumoral. En un estudio
se demostré que VEGF es capaz de interactuar directamente con células progenitoras
hematopoyéticas (HPC) blogueando la via del factor de transcripcién NFkB produciendo
una maduracién deficiente de células dendriticas (DCs) que contribuye a una ineficiente
presentacién y reconocimiento de antigenos tumorales e induccién de inmunidad tumoral
(Oyama y col.,, 1998). En un estudio realizado con pacientes con cancer de mama,
pulmén, cabeza y cuello se encontraron niveles elevados de VEGF en plasma que
correlacionaba con una disminucion en la cantidad de DCs en sangre y una acumulacion
de células carentes de marcadores de células hematopoyéticas maduras y cuya presencia
fue asociada con una funcién inmune disminuida y el estado clinico del tumor (Almand y
col., 2000).

Por otro lado, la presencia de IL-10 secretada por el tumor produce disminucion en
la capacidad de presentacion antigénica, generacion de CTLs, produccién de citocinas
tipo 1, reflejando defectos en la funcién de los linfocitos T y las APCs (Sharma y col.,
1999). La IL-10 también aumenta la apoptosis espontanea en DCs (Ludewig y col., 1995),
disminuye la expresion de moléculas de clase I, clase Il del MHC e ICAM-1 en células
tumorales (Yue y col., 1997) y puede inhibir la expresiéon y funcion de TAPl1 y TAP2
(Salazar-Onfray y col., 1997).

Un aumento en la expresion de ciclooxigenasa 2 en células tumorales (Parrett y
col.,, 1997) permite la sintesis de la prostaglandina E,, citocina proinflamatoria que
incrementa la produccién de IL-10 por los linfocitos y macréfagos e inhibe la produccion
de IL-12 por los macroéfagos (Huang y col., 1998).

La presencia de altas concentraciones de TGF-f se ha asociado fuertemente con

la agresividad y progresion de la enfermedad (Gorsch y col., 1992). EI TGF-B suprime la
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generacion de linfocitos T citotoxicos, la proliferacion de linfocitos T dependiente de IL-2,
la expresion de IL-2R y el receptor de transferrina y activa a los mismos linfocitos T a
producir mas TGF- (Brabletz y col., 1993).

La expresion de ligandos de receptores de muerte por las células tumorales es
otro de los mecanismos de escape tumoral. Una amplia variedad de tumores expresa
FasL, que induce apoptosis en células Fas®, como en el caso de carcinoma de pulmén,
melanoma, carcinoma de colon y carcinoma hepatocelular (Khong y Restifo, 2002). Asi
mismo las células tumorales son capaces de inducir la muerte en linfocitos T activados a
través de la expresion de PD-L1 ya que promueven la apoptosis de los linfocitos T (Dong
y col., 2002).

La presencia de células T reguladoras tanto en sangre periférica como en el
microambiente tumoral esta incrementada en pacientes con diferentes tipos de cancer.
Estas T,y pueden mitigar la respuesta inmune contra cancer al ser células secretoras de
TGF-B e IL-10 y que no secretan IFN-y. También son potentes supresoras de la
proliferacion de linfocitos CD4" y CD8" activados y por lo tanto de la secrecion de IFN-y
por éstos (Liyanage y col., 2002). Otro conjunto de células reguladoras involucradas en la
progresion tumoral son las células supresoras derivadas de linaje mieloide (MDSCs).
Estas MDSCs promueven la evasion tumoral mediante la inhibicion de la respuesta de las
células T, soportando la progresién tumoral. La acumulacién de las MDSCs se ha
asociado con la progresion en diferentes tipos de cancer humanos, y su eliminacion

mostré impacto en la mejoria de la respuesta inmune antitumoral (Khaled y col., 2013).

Rol de las moléculas del MHC en la evasién del cancer

La alteracion de la expresion de moléculas de clase | del MHC en la membrana de
las células tumorales es uno de los mecanismos de evasion ampliamente encontrado en
diversos tumores (Figura 3). Diferentes fenotipos alterados de moléculas de clase | del
MHC se originan mediante multiples mecanismos moleculares y han sido identificados en

tumores humanos (Algarra y col., 2004).
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Figura 3. Moléculas de clase | del MHC en la evasién tumoral. Modificado de Drake y col., 2006.

Dentro de éstos mecanismos se encuentran: pérdida de heterocigocidad (LOH) en
el cromosoma 6 y/o 15 donde se encuentran localizados los genes de la cadena pesada
de las moléculas de clase | o de la B, microglobulina, mutaciones afectando éstos genes,
disminucion coordinada de la expresién de los loci HLA-A, B o C y la desregulacion de la
magquinaria de procesamiento de antigenos incluyendo los genes TAP y LMP (Garrido y
col., 2010).

Las alteraciones en las moléculas de clase | del MHC han sido clasificadas desde
el punto funcional en dos grupos principales: de regulacién reversible o “suaves” las
cuales son posiblemente reversibles por la administracion de IFN-y; y las estructurales
irreversibles o “duras” en donde la expresién normal de moléculas de HLA no puede ser
recuperada por la administracion de citocinas (Garrido y col., 2010).

La cadena ligera, B2-microglobulina, es esencial para el correcto plegamiento de
las moléculas de clase | del MHC. Existe evidencia que la deficiencia de ésta molécula
genera fenotipos que escapan a la eliminacién inmune en diferentes tipos tumorales. El
cromosoma 15 puede sufrir LOH en sé6lo un gen de la B2-microglobulina y que puede ser
precedido por una mutacién en el segundo gen, que producird una célula tumoral incapaz
de expresar cualquier molécula de clase | del MHC que se asocie a la f2-microglobulina
(Bernal y col., 2012).
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Las clonas tumorales con expresion deficiente de moléculas de clase | del MHC
son capaces de escapar al reconocimiento y respuesta inmune de los linfocitos T, pero
son mas susceptibles a la muerte mediada por las células NK; sin embargo, la célula
tumoral puede perder los receptores de activacion para la NK: MICA y MICB, moléculas
no clasicas cuya expresion generalmente esta asociada con el estrés celular y que no se
asocian a la p2-microglobulina. Estas dos alteraciones en conjunto pueden favorecer el
crecimiento tumoral mediante el escape simultdneo del reconocimiento por parte del
linfocito T y la NK (Algarra y col., 2004).

Moléculas de clase | clasicas

La expresion anormal de moléculas de clase | del MHC en células malignas es un
evento frecuente que oscila desde la pérdida total de todas las moléculas de clase | hasta
la pérdida parcial de haplotipos o alelos especificos (del Campo y col., 2012). Para el caso
de cancer de mama se reporta hasta un 96% en pérdida de expresién (Garcia-Lora y col.,
2003).

Los fenotipos alterados de moléculas de clase | del MHC se pueden definir en
diferentes tejido tumorales (Garcia-Lora y col., 2003): Fenotipo |: Pérdida total de la
expresion, Fenotipo Il: Pérdida de un solo haplotipo, Fenotipo Ill: Disminucion de la
expresion de los locus HLA-A, B o C, Fenotipo IV: Pérdida de un solo alelo, Fenotipo V:
Fenotipo compuesto por la combinacion de la expresion de los fenotipos anteriores,
Fenotipo VI: Falta de respuesta a la induccion por interferones, Fenotipo VII: Disminucion

de la expresion de moléculas clasicas y aparicion de moléculas no clasicas.

Moléculas de clase | no clésicas

La vulnerabilidad de las células tumorales a ser reconocidas y eliminadas por las
NK cuando disminuyen o pierden la expresién de moléculas clasicas, puede ser evitada
por la expresion aberrante de moléculas no clasicas, clase Ib, que son con frecuencia un
indicador de estrés intracelular o malignidad. Algunas de las moléculas clase Ib que se
expresan aberrantemente en tumores incluyen a HLA-E, G y F (Haynes-Gilmore y col.,
2014).

La expresion de las moléculas HLA-E, G y F en la membrana celular permiten su
interaccion con receptores de inhibicién de la célula NK y por lo tanto causa inhibicién en

su proliferacion y funciones citotoxicas efectoras. En tumores de cancer de mama se
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observo la expresion de HLA-E, G y EG en el 50, 60 y 23% de los pacientes (de Kruijif y
col., 2010).

HLA-G y su funcion

La molécula HLA-G se expresa selectivamente en los citotrofoblastos de la
interfase materno fetal, donde juega un rol importante en la tolerancia materna al feto. Las
células NK del Gtero materno expresan receptores de inhibicion de muerte para las
moléculas HLA-G, por lo que su interaccidon contribuye a la sobrevivencia del feto
semialografo al conferir tolerancia inmunolégica de la madre a los tejidos fetales (Rouas-
Freiss y col., 1997).

HLA-G puede interactuar directamente con diferentes subpoblaciones de células
inmunes incluyendo células NK, linfocitos T y células presentadoras de antigenos (APC),
asi como células endoteliales via receptores de inhibicibn. Esta interaccion esta
acompafiada por la generacion y mantenimiento de la tolerancia a diferentes estadios de
la respuesta inmune, es decir, diferenciacién, proliferacion, citolisis y secrecion de

citocinas (Amiot y col., 2011).

HLA-G como mecanismo de evasion en cancer

La expresion ectopica de HLA-G en células tumorales podria ser un mecanismo
mediante el cual estas células malignas pueden escapar de la inmunovigilancia (Figura 4).
El hecho de que la molécula HLA-G sea selectivamente expresada en células
trofoblasticas produce un interés particular, ya que, a pesar de que los trofoblastos son un
tejido normal, comparten ciertas caracteristicas comunes con las células neoplasicas,
como la alta tasa mitética, propiedades invasivas, la expresion de factores de crecimiento
y sus receptores, hormonas y proto-oncogenes, asi como el gasto energético necesario

para la proliferaciéon celular (Paul y col., 1998).

19



* Inhibicion de la citotoxicidad

‘ * Inhibicién de la secrecion de IFNy
ILT2
* Inhibicion de la activacion de MICA/NKG2D

* Rouas-Freiss et al., 1997

Favier et al., 2010
Menier et al., 2002

Células NK * |Inhibicidn de la quimiotaxis * Morandi et al., 2011
ILT4 Induccion de DC tolerogénicas Ristich et al,, 2005
. Inhibicién de la maduracion Gros et al., 2008
HLA-A, -B, -C . O - * 1 Via de presentacion del MHC II
HLA-G1 ILT2
'\ * | Molé y de IL-12
¢ Induccion de células T anérgicas y supresoras
Células Dendriticas
*  Inhibicion de la actvacion de células NK
* Inhibicidn de la proliferacién * Bahni et al., 2006
. * Inhibicién de la citolisis * LeGaletal, 1999
™
HLA-G5 . Ealoduccon cecliegs ¢ Le Maoult et al., 2004
HLA-G5
Células T * Induccion de citocinas tipo Thy ¢ Agaugué et al., 2011
* |nhibicidn de quimiotaxis * Morandi et al., 2010

* Inhibicion de proliferacion, citotoxicidad y secrecion de IFNy por TySe Lesport et al., 2011
ILT2

* Inhibicién de proliferacion, secrecion de Ig * Najietal, 2012

Células B y quimiotaxis

ay, Inhibicién de Ia produccion de ROS y
ILT4 \ fagocitosis

Neutréfilos

* Baudhuin et al., 2013

Figura 4. Funcién tolerogénica de HLA-G. Modificado de Rouas-Freiss y col., 2014.

Los antigenos HLA-G tienen un polimorfismo limitado, a diferencia de las
moléculas clasicas; sin embargo, la transcripcion alternativa de su mRNA codifica siete
distintas isoformas de la proteina, de las cudles HLA-G1, -G2, -G3 y -G4 se expresan
como proteinas de uniébn a membrana en la superficie de la célula, mientras que HLA-G5,
-G6 y -G7 son isoformas solubles (Seliger y col., 2003).

Dentro de los mecanismos de evasion mediados por HLA-G se incluyen: 1)
inhibicion de la actividad citotéxica de CTLs y NK, 2) inhibicion de la proliferacion de
linfocitos T CD4" y liberacion de citocinas, 3) inhibicion de la progresién del ciclo celular en
células T alorreactivas, 4) generacién de un nuevo tipo de células CD4+ y CD8+
reguladoras por la transferencia de HLA-G de las APC a los linfocitos T (trogocitosis), 5)
induccion de DC tolerogénicas asociada con inhibicién de su diferenciacién y 6) induccién
de un perfil de citocinas Th2 en el sitio tumoral a través de la estimulacion de la secrecion
de IL-3, IL-4 e IL-10. Las isoformas solubles (sHLA-G) inducen apoptosis de linfocitos T
CD8" y NK CDS8" activados, ya que la union al correceptor CD8 promueve la
sobreexpresién de Fas ligando aumentando la posible interaccion de Fas/sFasL. sHLA-G5
también inhibe la aloproliferacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ bloqueando la progresion
del ciclo celular (Pistoia y col., 2007).

La capacidad de HLA-G para inhibir la activacion de las NK esta dada por el alto
grado de homologia con respecto a las moléculas clasicas (82%-85%), ya que al estar

presente en la membrana celular simula la presencia de una molécula clasica
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manteniendo el equilibrio entre receptores de activacion e inhibicion que mantienen a las

NK en un estado de no activacion (Figura 5).

Figura 5. Homologia de la molécula H2-K® y QA2. Tomado de Xiao-lin He y col., Structure. 2001.

Para el caso de los CTL, que a diferencia de las NK si lleva un reconocimiento
antigeno-especifico, la formacion de un bucle, el AB, apunta lejos del sitio en donde
normalmente el correceptor CD8 se une a la molécula clasica. Este bucle en HLA-G
requeriria al menos un cambio conformacional de 12 A para adoptar la posicién que

presentan las moléculas de clase | del MHC cuando se unen al CD8 (Figura 6).

CD8oa

Figura 6. Esquema de la no interaccion entre la regién a3y el correceptor CD8 del linfocito T. Modificado de
Xiao-lin He y col., Structure. 2001.
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En ambos casos la asociacién del péptido a la molécula HLA-G producird una
presentacion antigénica promiscua que no desencadenara la activacion de ninguna de

estas dos células, incluso al asociar moléculas inmunogénicas (He y col., 2001).

Inmunoterapia en cancer

La meta de la inmunoterapia es balancear la activacién del sistema inmune contra
el cancer a la vez que prevenir la alta toxicidad de los tratamientos quimioterapéuticos
(Schwab y col., 2014).
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Figura 7. Inmunoterapia del cancer. Modificado de Schuster y col., 2006.

La inmunoterapia activa es aquella capaz de estimular al sistema inmune para
controlar eficientemente el crecimiento tumoral y en algunos casos incluso erradicar
tumores sdlidos, como es el caso de las vacunas contra cancer. Tiene como propdésito la
inducciéon de una respuesta inmune antigeno-especifica endégena y de larga duracién
(Figura 7).

La inmunoterapia pasiva es aquella que proporciona grandes cantidades de
moléculas efectoras que desencadenan una respuesta inmune antigeno-especifica, pero
a diferencia de la inmunoterapia activa es de vida corta y dependiente de aplicaciones

repetidas (Schuster y col., 2006).
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Bibliotecas de Epitopos Variables (BEVSs) en la generacién de vacunas

La amplia variabilidad genética y antigénica son el principal obstaculo en el
desarrollo de vacunas contra VIH/SIDA, VHC, influenza, malaria y cancer. A partir de éste
planteamiento se desarroll6 el concepto de las Bibliotecas de Epitopos Variables, vacunas
con una mezcla de miles de variantes pertenecientes a un solo epitopo. Usando BEVs en
el 2009 se inmunizaron ratones con un epitopo inmunodominante de linfocito CD8+
derivado del VIH-1. Los ratones inmunizados con tales inmundgenos desarrollaron una
respuesta epitope-especifica de linfocitos CD8+ IFN-y+ que eran capaces de reconocer
mas del 50% de variantes altamente mutadas provenientes del epitopo silvestre (Pedroza-
Roldan y col., 2009). Usando éstas mismas bibliotecas generadas como plasmidos de
DNA o como fago M13, Charles-Nifio y col., en 2011, demostraron que el suero de
ratones inmunizados con éstas BEVs contenian anticuerpos neutralizadores contra 5 de
10 aislados virales, incluyendo aislados de VIH-1 que son resistentes a la neutralizacion

por varios anticuerpos monoclonales potentes.

Vacunas contra cancer basadas en Bibliotecas de Epitopos Variables (BEVS)

En el caso del cancer no solo nos enfrentamos a la variabilidad genética y
antigénica sino a los cambios dindmicos que conducen a un amplio repertorio epitépico
junto al escape de la inmunovigilancia por la disminucion en la expresion y presentacion
de antigenos, asi como la inmunotolerancia y mecanismos de evasién de las células
tumorales. A partir del concepto de las BEVs, se probaron las propiedades inmunolégicas
y el efecto antitumoral de variantes epitépicas derivadas de la proteina survivina en un
modelo murino de cancer de mama 4T1 metastasico agresivo. Los ratones inmunizados
con las BEVs derivadas de survivina mostraron una inhibicion estadisticamente
significativa del crecimiento tumoral, tanto en tratamiento profilactico como terapéutico.
Ademas, generaron una respuesta de linfocitos CD8+ IFN-y+ que fueron capaces de
reconocer mas del 50% de un panel de 87 variantes de epitopos mutados de survivina

(Dominguez-Romero y col., 2014).
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METODOLOGIA
Material biol6gico

Se utilizé la linea celular 4T1 de cancer de mama de la empresa ATCC. La linea
celular fue cultivada en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y antibiéticos.

Se utilizaron ratones hembra de la cepa Balb/c de seis a ocho semanas adquiridos
en la Unidad de Modelos Biolégicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM.

Inmunégenos
El origen de las secuencias que fueron probadas en este trabajo se presentan en
la Tabla 1.

Secuencia Origen
45A2 Regién a2 de la molécula H2-Kd
QA2 Secuencia de la molécula QA2, homologo de HLA-G
P3 Regioén lider de la molécula H2-Kd

Tabla 1. Origen de las secuencias utilizadas como inmundgenos.

La localizacion de los péptidos dentro de la molécula de origen para 45A2 y QA2
se muestran en color rojo en las imagenes de la Figura 8 y 9 correspondientemente,

generadas mediante el programa Pymol.

Figura 8. Localizacion del péptido 45A2 en la molécula de origen H2-K®. Generado en Pymol.

Las secuencias de los péptidos sintéticos fueron elegidas a partir de la
secuencia de la molécula completa utilizando la herramienta informatica para prediccién

de epitopos inmunogénicos SYFPEITHI.
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Figura 9. Localizacion del péptido QA2 en la molécula de origen. Generado en Pymol.

Los péptidos sintéticos P3 fueron adquiridos de la empresa GenScript (Nueva
Jersey, Estados Unidos), los péptidos de la secuencia 45A2 de la empresa PEPMIC
(Suzhou, China) y los de QA2 de la empresa Synpeptide (Shanghai, China), las
secuencias tanto de las Bibliotecas como de los péptidos silvestres (Nominales) se

registran en la siguiente Tabla:

Inmundégeno Secuencia Posiciones
de mutacion
AGDAEYYRAYLEGECVEWLRRYLELGNETLLRTDSP
45A2N KAHVTYHPRS 0
AGDAEYXRAYLXGECVEXLRXYLXLGNXTLLRXDXP
L45A2 KAHVTYHPRS 8
QA2N GPHSLRYFHTAVSWPGLVEPRFIIVGYVDDTQFV 0
LQA2 GPHXLRYFXTAVXWPGLVXPRFIXVGYVXDTQFV 6
P3 MAPCTLLLLLAAALAPTQTR 0
P3.1 MAPXTXLXLXAXALAXTQTX 6

Tabla 2. Inmunégenos evaluados. Se muestran los inmundgenos probados y las secuencias que los
componen. En el caso de 45A2N, QA2N y P3.1 corresponden a la secuencia silvestre (nominal) y en el caso
de L45A2, LQA2 y P3 corresponden a los péptidos mutagenizados (bibliotecas) en los cuales el numero de
posiciones de mutacion corresponden a las X presentes en la secuencia. X representa cada uno de los 20
aminoécidos posibles.

Reto y monitoreo del desarrollo tumoral
Los ratones fueron implantados con 1X10* células 4T1 en un volumen de 100 pL
de buffer salino de fosfatos (PBS) por via subcutanea cerca de la almohadilla mamaria. A

partir de la aparicion del tumor (alrededor del dia 8-10 posterior al reto tumoral) se
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monitore6 el tamafo tumoral midiendo dos didmetros transversales utilizando un
calibrador vernier digital y se reporta el area tumoral en mm?. Al dia 30 posterior al reto
tumoral los ratones fueron sacrificados y el tumor fue extraido para determinar la masa

tumoral.

Inmunizacion

Al quinto dia posterior al reto tumoral los ratones fueron inmunizados con el
péptido sintético y adyuvante Polyl:C en una proporcién 1:1 disueltos en PBS al 1X en un
volumen final de 100 pL por raton inmunizado, por via subcutanea en la almohadilla
contralateral al sitio del implante tumoral. Se decidié utilizar dosis de 180 y 250 pug debido
a que la dosis de 180 pg es con la que se han obtenido mejores resultados al probar
péptidos de otras moléculas en nuestro grupo de trabajo y la dosis de 250 ug se probd
esperando un efecto dependiente de dosis. Las dosis utilizadas para cada uno de los

inmundgenos se detallan en la Tabla 2.

Inmunégeno | Dosis (ug)

P3 250
45A2 250
QA2 250
45A2 180
QA2 180

QA2+45A2 | 90y 90
QA2+45A2 | 180y 180

Tabla 3. Dosis de los inmunégenos evaluados.

Conteo de macrometéastasis

Al dia 30 posterior al reto tumoral los ratones fueron sacrificados y los pulmones
fueron obtenidos después de ser perfundidos con solucién Bouin, solucién que ayuda a
revelar los puntos de macrometastasis. Las macrometastasis fueron contadas en cada
uno de los pulmones para obtener un promedio por tratamiento evaluado. Para el conteo
de macrometéstasis se usG como criterio contar aquellas macrometastasis que son

visibles a ojo.
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Ensayo de proliferacién celular mediante tincion con CFSE

Células de bazo fueron obtenidas a partir de los ratones después de 10 dias de la
inmunizacion y se realizé el ensayo de proliferacion por medio de la tincion con CFSE,
para ello se lisaron los eritrocitos y las células blancas se resuspendieron en una solucién
PBS/0.1% BSA precalentada para obtener una concentracién final de 5x10° células por
mL a las que se le adicionaron 2 yL de la solucién Stock 5mM de CFSE.

Las células marcadas con CFSE fueron cocultivadas por cinco dias con células
dendriticas y péptido sintético ya sea de las bibliotecas o con los epitopos silvestres y
Polyl:C como adyuvante. En algunos casos se realizé la inmunotincién con anticuerpos
anti-CD3 (eBioscience, San Diego CA), anti-CD4, anti-CD8 y anti-IFN—y (BioLegend, San
Diego CA). Brevemente, 2x10° esplenocitos en solucién salina amortiguadora de fosfatos
conteniendo 1% de albumina sérica bovina (BSA) y 0.1% de NaN; en adelante
denominada PBS/BSA. Posteriormente, se adicionaron los anticuerpos anti-CD3 APC-
eFluor780 (1 ug/10° células), anti-CD8 PE y anti-CD4 APC (0.2 pg/10° células) para
antigenos de membrana, incubandose en oscuridad a temperatura ambiente (TA) durante
30 min. Al concluir la incubacién, se realizé un lavado con PBS/BSA y las células se
fijaron en solucion de Lisis (Biolegend, San Diego, CA) a TA durante 10 min.

Después de realizada la tincion de membrana, se realiz6 la tincion de antigenos
intracelulares, por lo que las células se incubaron a TA por 15 min con la disolucion de

permeabilizacion (BioLegend, San Diego, CA). A las células permeabilizadas se adicion6
el anticuerpo anti-IFN-y PerCP-Cy5.5 (1 pg/10° células) incubéandose en oscuridad a

temperatura ambiente (TA) durante 30 min. Finalmente, las células fueron fijadas con 1%
de paraformaldehido.

Ademads, los esplenocitos se analizaron por citometria de flujo para determinar el
porcentaje de proliferacion de esplenaocitos totales o bien el porcentaje de proliferacion de

las subpoblaciones de linfocitos citotdxicos y cooperadores, asi como los porcentajes de

dichas subpoblaciones que producen IFN-y.

Analisis de los ensayos de proliferacion por citometria de flujo
Todas las muestras fueron adquiridas y analizadas en un citometro de flujo Attune
(Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando el programa Attune Cytometric Software y

el programa FlowJo.
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Para el andlisis del porcentaje de proliferacion de esplenocitos totales, primero se
realizé6 una grafica de tamafio vs granularidad, de ella se delimit6 una regién (R1)
correspondiente a los esplenocitos. A partir de R1 se realiz6 un histograma CFSE vs

numero de células (Figura 10).
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Figura 10. Andlisis representativo del porcentaje de proliferacion total. En la grafica tamafio vs.
granularidad se delimit6 la region de esplenocitos (R1), de ella se construy6 el histograma donde se muestra
la fluorescencia para CFSE. En A se muestra el pico de esplenocitos que no proliferaron, estos fueron
cultivados sin inmundégeno, esta poblacidn se utiliz6 para colocar el marcador (barra). En B se observan los
esplenocitos cultivados con Concanavalina A (control positivo de proliferacion). En C se observa una muestra

cultivada con péptido sintético.

Para el analisis de los porcentajes de proliferacion de las subpoblaciones CD4+ o
CD8+ y el porcentaje de dichas subpoblaciones productoras de IFN-y, se realiz6 un

analisis similar. Se construy6 una grafica de tamafo vs granularidad de la que se delimité
una regién (R1). Con respecto a R1 se realiz6 un dotplot CD3 vs tamanfo, seleccionando
la region CD3+ a partir de la cual se construyé un nuevo dotplot CD4 vs CD8, se

seleccionaron dos regiones CD4+ (R3) y CD8+ (R4), con dichas regiones se construyeron
graficas CD4 o CD8 vs. IFN-y y se determiné el porcentaje de células CD4+IFNy + o

CD8+IFN-y. Ademas, con las regiones R3 y R4 también se realizaron sendos
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histogramas CFSE vs Numero de células, para determinar el porcentaje de proliferacion
de dichas subpoblaciones (Figura 11).
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Figura 11. Andlisis representativo del porcentaje de las poblaciones CD4+IFN-y+ y CD8+IFN-y+ asi
como del porcentaje de proliferacién de la poblacion de esplenocitos CD4+ y CD8+. En la grafica tamafio vs
granularidad se delimitd la region de esplenocitos (R1), de ella se construy6 una grafica CD4 vs CD8 y de ahi
se seleccionaron dos subpoblaciones (CD8+ y CD4+). Con dichas subpoblaciones se realizaron los gréficos
CD4 o CD8 vs. IFN-y donde se determind el porcentaje de las poblaciones CD4+IFN-y+ y CD8+IFN-y+. De
forma similar al analisis de la figura 8, se construyeron los histogramas donde se determiné el porcentaje de
proliferacién de las poblaciones CD4+ y CD8+.

Analisis estadistico
Los resultados para crecimiento tumoral fueron analizados mediante ANOVA. Para
el caso del conteo de macrometastasis los resultados se analizaron por medio de la

prueba Kruskal-Wallis. Se utilizé el Software GraphPad Prism version 6.0.

29



RESULTADOS
Evaluacion del efecto antitumoral

Para la evaluacion del efecto antitumoral de los tratamientos se compararon los
grupos inmunizados con nominales y las bibliotecas entre si y contra el control de
implante, los parametros que se evaluaron fueron la cinética de crecimiento tumoral, la
proliferacién celular al dia quince posterior al reto tumoral, la masa tumoral al dia treinta
(dia que se finaliz6 el experimento y se extrajeron tumor y pulmones como se menciond
en materiales y métodos) y el promedio de macrometastasis pulmonar al dia treinta

posterior al reto tumoral.

Cinética de crecimiento tumoral
La cinética de crecimiento tumoral se realizé a partir del dia 8-10 posterior al reto
tumoral por la medicion de los tumores en intervalos de dos o tres dias. Se obtuvo un

promedio de los datos individuales de cada ratén y se compararon entre tratamientos.
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Gréfico 1. Cinética de crecimiento tumoral de la secuencia P3 (n=6), dosis 250 pug. Se observé un
efecto pro tumoral en el tratamiento P3.1 correspondiente a la biblioteca de ésta secuencia, se obtuvo una

diferencia significativa contra el control de implante (n=37).

Para el caso de la dosis de 250 pug para el tratamiento P3.1 se observé un
aumento significativo en el crecimiento tumoral comparando contra el control de implante
al realizar un analisis de varianza con un intervalo de confianza de 95 % y una p=0.0078,
lo que indica que ésta biblioteca promueve el crecimiento tumoral. Es importante remarcar
gue no se observd el mismo efecto para la secuencia nominal P3 que tuvo un

comportamiento similar al control de implante (Gréfico 1).
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En el caso de la inmunizacién con una dosis de 250 ug para la secuencia 45A2 se
obtuvo un aumento estadisticamente significativo al comparar el péptido nominal, 45A2N,
contra el control de implante con una p=0.0202 con un IC=95% (Gréfico 2). No asi para la

biblioteca L45A2 que presentd un comportamiento similar al control de implante.
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Gréfico 2. Cinética de crecimiento tumoral para la secuencia 45A2 (n=6), dosis 250 pg. Se observd
un aumento estadisticamente significativo en el crecimiento tumoral del péptido nominal 45A2N al comparar

contra el control de implante (n=37).

Para la secuencia QA2 no se observé diferencia en la cinética del crecimiento
tumoral para ninguno de los dos péptidos, nominal y biblioteca, comparando contra el

control de implante (Gréfico 3).
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Gréfico 3. Cinética de crecimiento tumoral para la secuencia QA2 (n=20), dosis 250 pg. No se
observé un comportamiento diferente al control de implante (n=37) para los péptidos QA2N (nominal) y LQA2
(biblioteca).
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En el caso de los tratamientos evaluados con una dosis de 180 ug para la
secuencia 45A2 se observa, en el Grafico 4, una tendencia no significativa en la
disminucion del crecimiento tumoral entre los tratamientos y el control de implante al
realizar un analisis de varianza para los datos al dia 30 posterior al reto tumoral. Por lo
gue no podemos asegurar que alguno de los dos inmundgenos presenten una actividad

inhibitoria del crecimiento tumoral comparando contra el grupo sin tratamiento.
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Gréfico 4. Cinética de crecimiento tumoral para la secuencia 45A2 (n=7), dosis 180 pg. Se observd
una tendencia a la disminucién del crecimiento tumoral entre los tratamientos y el control de implante (n=37)

mas no se encontrg diferencia significativa.
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Gréfico 5. Cinética de crecimiento tumoral para la secuencia QA2, dosis 180 pg. No se observo

diferencia entre los tratamientos (n=13) y el control de implante (n=37).

Para el caso del tratamiento QA2 en la dosis de 180 pug no encontramos diferencia

para el crecimiento tumoral al comparar con el control de implante. Por lo tanto, a ésta
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dosis tanto la biblioteca, LQA2, como la secuencia nominal, QA2N, no presentan un
efecto inhibitorio del crecimiento tumoral (Grafico 5).

Se evaluaron combinaciones de los péptidos QA2 y 45A2 en dosis de 90 y 180 ug
por péptido, obteniendo dosis finales de 180 y 360 ug. Para el caso de la combinacion de
bibliotecas (LQA2+L45A2) y nominales (QA2N+45A2N) en una dosis final de 180 pg no se
observé disminuciéon en el crecimiento tumoral entre los tratamientos y el control de

implante (Grafico 6).
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Gréfico 6. Cinética de crecimiento tumoral para la combinacién de bibliotecas, LQA2+L45A2, (n=7) y
nominales, QA2N+45A2N, (n=7) dosis final 180 pg. No se observo disminucién en el crecimiento tumoral entre

la combinacidén de péptidos y el control de implante (n=37).
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Gréfico 7. Cinética de crecimiento tumoral para la combinacion de bibliotecas, LQA2+L45A2, (n=6) y
nominales, QA2N+45A2N, (n=6) dosis final 360 pg. No se observd diferencia significativa entre los

tratamientos y el control de implante.
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En el caso de la combinacién de péptidos con una dosis final de 360 g (Grafico
7), aunque se observa un ligero aumento en el crecimiento tumoral para la combinacion
de nominales, éste no alcanza a ser estadisticamente significativo por lo que no se

observaron diferencias entre los tratamientos y el control de implante.

Masa tumoral

Al dia treinta posterior al reto tumoral los ratones fueron sacrificados y el tumor
principal fue removido para obtener su peso en una balanza analitica. La masa tumoral se
obtuvo promediando, para cada uno de los grupos, el peso de cada uno de los tumores.
Los resultados fueron analizados mas no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos ni contra el control de implante para ninguno de los tratamientos

evaluados.

Conteo de macrometéastasis

El modelo de 4T1 es conocido por inducir metastasis espontaneas a pulmén a
partir del tumor primario. Para evaluar el grado de invasion tumoral se conté el nUmero de
macrometastasis presentes en los pulmones de los ratones para los diferentes
tratamientos.
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Gréfico 8. Promedio de macrometéstasis para P3, dosis 250 pug. No se observé diferencia en el
promedio de macrometéstasis pulmonar entre los tratamientos P3 (n=5), P3.1 (n=6) y el control de implante
(n=37).

En el caso de los péptidos P3 y P3.1 en la dosis de 250 ug no se observo
diferencia en la disminucién de macrometastasis presentes en el pulmén comparando con

el control de implante, como se observa en el Gréfico 8. Por lo tanto, aunque la biblioteca
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P3.1 promueve el crecimiento del tumor primario no favorece la invasion y metastasis
pulmonar si lo comparamos con el control de implante y su respectivo nominal (P3).

Asi mismo, no se observé diferencia en el promedio de macrometastasis
pulmonares para las secuencias 45A2 y QA2 en la dosis de 250 ug al comparar con el

control sin tratamiento (Gréaficos 9y 10).
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Gréfico 9. Promedio de macrometéstasis para 45A2, dosis 250 pg. No se observd diferencia entre los

péptidos, nominal y biblioteca (n=6), al comparar contra el control de implante (n=37).

Aungue se observd un minimo aumento en el promedio de macrometastasis para
las bibliotecas L45A2 y LQA2, no fue estadisticamente significativo, por lo que no se
puede asegurar que exista un efecto prometastasico al inmunizar con dichas bibliotecas a

una dosis de 250 pg.
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Gréfico 10. Promedio de macrometéstasis para QA2, dosis 250 pg. No se observo diferencia entre

los péptidos, nominal y biblioteca (n=20), y el control de implante (n=37).
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En el caso de la dosis de 180 pg para la secuencia 45A2, Grafico 11, no se
encontro diferencia significativa entre los tratamientos (45A2N y L45A2) y el control de
implante, aunque si se observd tendencia en la disminucibn del ndamero de
macrometastasis presentes en pulmén tanto para el nhominal como para la biblioteca al

comparar contra el control de implante.
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Gréfico 11. Promedio de macrometastasis para 45A2, dosis 180 pg. No se observéd diferencia
significativa entre el control de implante (n=37) y los tratamientos (n=7) aunque si se observa tendencia a la

disminucién del numero de macrometéstasis pulmonares.

Esto puede ser debido a la dispersién de los datos y al niumero reducido de
individuos evaluados para cada uno de los tratamientos, por lo que es conveniente no
descartar completamente la funcionalidad antimetastasica de la secuencia 45A2 (tanto
nominal como biblioteca) para éste modelo murino de adenocarcinoma de mama, asi
como aumentar la cantidad de individuos evaluados tanto para la biblioteca como para el
nominal.

Para el caso de la secuencia QA2 se observd diferencia significativa entre la
biblioteca (LQAZ2) y el control de implante con un intervalo de confianza del 95 % y una
p=0.0460; mientras que para el tratamiento nominal (QA2N) no se observé diferencia
significativa al comparar con el control de implante (Grafico 12). En este caso la biblioteca
mostrd tener un efecto antimetastdsico que no se genera al inmunizar con el péptido
nominal QA2N.
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Gréfico 12. Promedio de macrometastasis para QA2, dosis 180 pg. Se encontré diferencia
significativa entre LQA2 (n=13) y el control de implante (n=37). No se observé diferencia entre QA2N vy el

control de implante.

Con estos resultados podemos asegurar que la biblioteca LQA2 tiene un efecto
antimetastasico que no se observa al inmunizar con el péptido nominal, lo que nos sugiere
gue las posiciones de mutacién para esta secuencia son las responsables de dicho

efecto.
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Gréfico 13. Promedio de macrometastasis para la combinacién de péptidos, dosis final 180 ug. Se
observa una tendencia no significativa a la disminucion de macrometastasis pulmonar para ambas
combinaciones, QA2N+45A2N (n=7) y LQA2+L45A2 (n=7), comparando con el control de implante (n=37).

Para los tratamientos 45A2 y LQA2 con una dosis de 250 ug no se encontrd
diferencia significativa y no se observaron tendencias que demostraran algun efecto

antimetastasico probable para ambos tratamiento, nominal y biblioteca, en su lugar
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observamos el mismo comportamiento que el control de implante lo que nos indica que no
hubo ningun efecto con las mismas vacunas pero a una dosis mayor. Lo que observamos
es un efecto dosis dependiente al observar tendencia o funcién a una dosis de 180 pug
pero no a una dosis de 250 ug.

En el caso de las combinaciones de péptidos QA2+45A2 observamos una
tendencia no significativa para la dosis de 90 pg por péptido con una dosis final de 180 pug
(Grafico 13), esto tanto para la combinacién de nominales como para la combinacién de

bibliotecas, por lo que seria importante volver a probar la combinacién a dicha dosis.
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Gréfico 14. Promedio de macrometastasis para la combinacién de péptidos, dosis final 360 pg. Se
observé una disminucién no significativa, en el promedio de macrometastasis en pulmoén, entre la combinacién
de bibliotecas, LQA2+L45A2, (n=6) y el control de implante (n=37). También se observé un aumento no

significativo entre la combinacién de nominales, QA2N+45A2N, (n=6) y el control de implante (n=37).

En el caso de la combinacién de bibliotecas (LQA2+L45A2) con una dosis final de
360 ug (Grafico 14) se observo una tendencia similar a la combinacién con dosis final de
180 pg, no asi para la combinacion de nominales (QA2N+45A2N) con dosis final de 360
Hg, con la cual se observdé un aumento no significativo en el nUmero de macrometastasis
pulmonares al comparar con el control de implante y la combinaciéon de bibliotecas. Asi
mismo, se observé un aumento en el promedio de macrometastasis al comparar la
combinacién de nominales (QA2N+45A2N) en una dosis de 360 pg con la misma
combinacién pero a una dosis de 180 pg.

Para comparar los formatos de administracion del péptido se probd la

administracion mediante células dendriticas pulsadas con los diferentes péptidos; sin
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embargo, no se encontrd ninguna tendencia ni diferencia significativa al comparar contra

el control de implante y contra los péptidos inmunizados en combinacién con Polyl:C.

Proliferacién celular

Debido a que se observaron tendencias de posibles efectos antitumorales con
diversos tratamientos a la dosis de 180 pg quisimos evaluar la activacién antigeno-
especifica de linfocitos T por lo que se realizé un ensayo de proliferacion celular. Al dia 15
después del implante se obtuvieron los esplenocitos del bazo de un ratén por cada
tratamiento y un ratén blanco, es decir, sin implante y sin inmunizacion. Los esplenocitos
obtenidos fueron cocultivados con células dendriticas y péptido sintético, las células
dendriticas fueron estimuladas con Polyl:C. A los cinco dias de iniciado el cocultivo las
células fueron tefidas con CFSE para medir proliferacion total. Para identificar las
diferentes poblaciones y su proliferacion se usaron anticuerpos para marcadores de
membrana, anti-CD3, -CD4, -CD8. Para el caso de IFN-y se utiliz6 un anticuerpo
intracelular anti-IFN-y. Los resultados corresponden a los ratones inmunizados con una
dosis de 180 g para los péptidos individuales y en el caso de la combinacion de péptidos
se utilizé una dosis de 180 g por péptido, siendo la dosis final de 360 pg. Para el caso de
las dosis de 250 ug y la combinacion de 90 pg por péptido no se obtuvo un porcentaje de
proliferacién diferente al control de implante por lo que los datos no se reportan.

Mediante la tincion del antigeno CD3 se obtuvo el porcentaje de proliferacion de

linfocitos T totales, esto es, tanto CD4+ como CD8+.
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Gréfico 15. Proliferacién de linfocitos T totales. Se observd que el mayor porcentaje de proliferaciéon

se obtuvo para las células del grupo inmunizado con ambas bibliotecas y retado contra ambos péptidos.
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En el grafico 15 se muestra la proliferacién de linfocitos T totales. En el eje de las
X se observa el porcentaje de proliferacién de los ratones de los grupos inmunizados con
los péptidos enlistados a la derecha, mientras que en el eje de las Y se muestran los
antigenos con los cuales fueron estimulados los esplenocitos obtenidos de los diferentes
tratamientos. Se observa claramente que el grupo inmunizado con ambas bibliotecas
(LQA2+L45A2) presenta la mayor proliferacién con un porcentaje mayor al 20% al ser
estimulado con los péptidos correspondientes a ambas bibliotecas (LQA2+L45A2); sin
embargo, se observa que los esplenocitos correspondientes a ésta inmunizacién con
ambas bibliotecas presentan una elevada proliferacion al ser estimulados con todos los
antigenos y que puede ser debido a que la estimulacion con solo un péptido individual sea
suficiente para inducir la proliferacion. Asi mismo, observamos que para el grupo
inmunizado con QA2N se observan porcentajes de proliferacion elevados comparando
contra los demas grupos. También observamos que hay proliferacion al ser retados con
todos los antigenos, por lo que también podriamos suponer que es debido a reacciones
cruzadas y que por lo tanto se observe un comportamiento similar para el grupo de la

combinacion LQA2+L45A2 y el grupo inmunizado con QA2N.
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Gréfico 16. Proliferacion linfocitos CD3" CD4". Observamos el mismo patrén de comportamiento para
los linfocitos CD4+ que para los linfocitos T totales CD3+. El grupo inmunizado con la combinacién de
bibliotecas es estimulado por la misma combinacién de péptidos, pero también presenta la mayor proliferacion
al ser retado con los demas antigenos, lo que nos indica una posible estimulacién por reconocimiento cruzado

de los péptidos.

Al evaluar la proliferacion de linfocitos T CD4+ (Gréafico 16) observamos

nuevamente que el grupo inmunizado con ambas bibliotecas es el que presenta mayor
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porcentaje de proliferacién y nuevamente observamos que la proliferaciéon se produce al
estimular los esplenocitos con los diferentes antigenos. En este caso observamos que el
grupo LQA2 presenta un minimo aumento en el porcentaje de proliferacion al ser
expuesto a los diferentes antigenos.

También se evalué la cantidad de linfocitos CD4+ productores de IFN-y (Grafico
17) y observamos que los grupos que presentan el mayor porcentaje de linfocitos CD4+
productores de IFN-y son la combinacién de bibliotecas (LQA2+L45A2) seguida de la
combinacién de nominales (QA2N+45A2N).

CD3* CD4" IFNy

BLANCO
LQA2+L45A2
CTRL IMPLANTE
o LQA2+L45A2
2 QA2N+45AN Bl QA2N+45A2N
=} B QA2
b= LQA2 Hl QA2N
QA2N
L] I I 1
o ~ v > ™

% Linfocitos CD4+ IFNy+

Gréfico 17. Cantidad de linfocitos CD4+ productores de IFN-y. La mayor cantidad de linfocitos CD4+
productores de IFNy lo presenté el grupo inmunizado con ambas bibliotecas, pero retado solamente contra la
biblioteca LQA2; sin embargo, aunque en menor cantidad, éste grupo respondié al reto con todos los
antigenos. También observamos que el grupo inmunizado con ambas bibliotecas, al comparar con el control
de implante, presenté una mayor cantidad de linfocitos productores de IFNy al retar con todos los péptidos
excepto al retar con ambas bibliotecas. Para los grupos inmunizados individualmente con los péptidos QA2N y
LQA2 no se observ6 un aumento en la cantidad de linfocitos CD4+ productores de IFNy al compararlos con el

control de implante.

En el caso de los linfocitos T CD8+ observamos el mayor porcentaje de
proliferacién para el grupo inmunizado con ambas bibliotecas y retado también con ambas
bibliotecas. (Grafico 18).
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Gréfico 18. Proliferacion linfocitos CD3" CD8". El mayor porcentaje de proliferacién de linfocitos T
CD8+ fue para el grupo inmunizado con ambas bibliotecas y retado contra ellas. También se observa que los
grupos inmunizados individualmente con QA2N y LQA2 presentaron una menor proliferacion para linfocitos

CD8+ al compararlos con los CD4+, siendo mayor para el grupo QA2N que para el LQA2.

La cantidad de linfocitos T CD8+ productores de IFN-y no presentd un
comportamiento similar al de las demas subpoblaciones (Grafico 19), en este caso
observamos que no hay un incremento en los linfocitos CD8+ productores de IFN-y de los
grupos inmunizados con bibliotecas y nominales al compararlos con el control de implante
y el blanco (intacto), inclusive en el caso del reto con los antigenos individuales LQA2 y
QA2N se observa un porcentaje de linfocitos CD8+ IFN-y+ que fue mucho menor que el

gue se obtuvo de los controles.
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Gréfico 19. Cantidad de linfocitos CD8+ productores de IFN-y. No se observé un aumento en la
cantidad de linfocitos CD8+ productores de IFNy para ninguno de los grupos inmunizados retados contra
alguno de los antigenos al comparar con el control de implante. Al contrario de lo esperado, se observd que

los grupos inmunizados individualmente con los antigenos QA2N y LQA2 presentaron una minima cantidad de
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dichos linfocitos, mucho menor que la que presentd el grupo control, al retarlos contra los antigenos

evaluados.

Este comportamiento pudo haber sido debido a que los linfocitos hayan muerto por
sobreactivacion lo que podria explicar porque es la Unica subpoblacion con dicho
comportamiento.

En los graficos de proliferacion celular se puede apreciar que los tratamientos que
presentaron mayor proliferacién al cruzarse con los diferentes antigenos fueron los
correspondientes a los grupos de la combinacion LQA2+L45A2 y de los péptidos
individuales QA2N y LQAZ2 para todas las subpoblaciones evaluadas excepto para el caso
de los linfocitos T CD8+ productores de IFN-y. Es de notable interés que el grupo
inmunizado con la combinacion de bibliotecas LQA2+L45A2 presenta el mayor porcentaje
de proliferacion al ser retado con los antigenos correspondientes a dicho tratamiento. Este
hecho puede corresponder a la induccidon de una respuesta inmune amplia ya que es
capaz de reconocer las variantes de ambas bibliotecas y por tanto presenta un mayor

porcentaje de proliferacion.
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DISCUSION

El cancer es una de las enfermedades mas dificiles de tratar y curar. Durante el
desarrollo de terapias contra el cancer, los investigadores se han enfrentado a problemas
inherentes a la enfermedad como: 1) la alta mutacién y variabilidad de las células
tumorales; cada tumor es diferente y por lo tanto existe una complicacién en la generacion
de un tratamiento que sea aplicable a todos los casos, 2) la extensa gama de
mecanismos de evasion que presentan las células tumorales, asi como el impacto del
microambiente tumoral, ya que, aunque existen estrategias que en fase experimental
demuestran tener un efecto antitumoral, una vez aplicado al paciente no se obtiene la
respuesta esperada debido a que el microambiente tumoral mantiene al organismo en un
estado de inmunosupresion que no es apto para la correcta activacion del sistema inmune
y el desencadenamiento de una respuesta antitumoral, 3) la diversidad de tipos de cancer
y las caracteristicas especificas que acarrean dependiendo el tipo de tejido y la
localizacién de la masa tumoral, pocas son las posibles moléculas blanco que se asocian
a mas de un tipo de cancer. En conjunto todas estas caracteristicas propician que el
desarrollo de un tratamiento generalizado a todos los tipos de céncer y todos los
pacientes no sea una tarea facil.

Por otro lado, las terapias que se encuentran actualmente en uso, han mostrado
desencadenar una respuesta antitumoral buena; sin embargo, no han llegado a ser
satisfactorias en la cura del cancer. Dichos tratamientos presentan ciertos aspectos
negativos respecto a su uso por los pacientes: 1) no son accesibles para la mayoria de los
pacientes, tienden a ser tratamientos costosos por lo que la mayoria de las personas que
presentan esta enfermedad no pueden adquirirlos, 2) se deben administrar mas de una
vez, generalmente mensuales, debido a que la mayoria de los tratamientos que han
demostrado tener un buen efecto contra tumor pertenecen a la inmunoterapia pasiva, por
ello, cumplen su funcion por un periodo limitado y no desencadenan una respuesta
inmune que genere memoria, como lo hace una vacuna, 3) algunas de las moléculas
blanco contra las que van dirigidas estos tratamientos presentan mutaciones de
resistencia que provoca que no todos los pacientes sean aptos para recibir dicha terapia,
4) en general se trata de anticuerpos monoclonales que seran usados para tratar al
paciente solo si existe una sobreexpresion de la molécula blanco, dejando sin tratamiento
muchos casos que no presentan dicha caracteristica.

Con todos estos antecedentes lo esencial seria desarrollar un tratamiento que

desencadene una respuesta inmune antitumoral capaz de generar memoria inmunoldégica.
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Es importante considerar la alta tasa mutagénica que presentan las células tumorales ya
que tiene una repercusion directa en la variabilidad antigénica, generandose una gran
cantidad de antigenos especificos de tumor que pueden ser utilizados como posibles
blancos terapéuticos. Esta amplia gama de neo-antigenos, lejos de representar un
obstaculo para la generacién de terapias, es la base del novedoso concepto que se ha
desarrollado en nuestro grupo de trabajo. Las BEVs han sido propuestas como una
inmunoterapia que busca desencadenar una respuesta inmune protectora contra tumor
caracterizada por un amplio repertorio de linfocitos T activados capaces de reconocer las
mutaciones de las células tumorales expresadas, como los mencionados neo-antigenos,
todo esto mediante la activacién de dichos linfocitos por una secuencia peptidica
mutagenizada que tiene altas posibilidades de encontrarse en las células tumorales que
seran eliminadas.

Pocos son los trabajos en los cuales encontramos el uso de péptidos basados en
secuencias de moléculas del MHC como posible terapia contra el cancer.

Stopeck y col., en el 2001 probaron un complejo liposémico que contenia un vector
para la expresion del haplotipo HLA-B7 en conjunto con la molécula B,-microglobulina
obteniendo resultados satisfactorios en pacientes con melanoma metastasico. Es
importante recalcar que los pacientes que presentaron una mejoria con este tratamiento
no presentan el haplotipo HLA-B7, por lo que el probable mecanismo de acciéon es un
rechazo del tumor debido a un reconocimiento aloinmune. Tal respuesta no fue observada
en los pacientes HLA-B7 positivos.

Para el 2004 el grupo de trabajo de Huang y col., demostr6 que un paciente
tratado con terapia adoptiva con linfocitos infiltrantes de tumor autélogos presentd una
regresion casi completa de multiples lesiones de melanoma metastasico. Al analizar qué
epitopos eran reconocidos por los linfocitos reactivos, se encontré que una de las clonas
reconocia un producto mutado de la molécula HLA-Al1l, dicha clona comprendia
aproximadamente el 20 % de los linfocitos reinyectados al paciente. Esta clona fue la de
mayor prevalencia en sangre periférica hasta 5 meses después de realizada la terapia
adoptiva, lo cual sugiere la induccién de una respuesta inmune que genera memoria.

Estos resultados demuestran que las mutaciones pueden generar epitopos que
sean reconocidos por clonas con afinidad por ellos y eliminaran las células tumorales que
porten dicho epitopo mutado. Especificamente la respuesta a antigenos provenientes de
moléculas del MHC mutados es similar a una respuesta en un rechazo de dérgano

trasplantado.
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En nuestro trabajo nos basamos en tal concepto para generar una BEV capaz de
activar linfocitos T que reconozcan moléculas de clase | del MHC mutadas y hasta cierto
punto tratar de mimetizar la activacién del sistema inmune hacia el érgano trasplantado
pero dirigido a la masa tumoral.

Al comparar nuestra estrategia (una BEV basada en epitopos mutados del MHC )
con las inmunoterapias actualmente en uso, que han mostrado tener un mayor efecto en
el tratamiento contra el cancer, observamos que la mayoria estan basadas en anticuerpos
monoclonales con funcion bloqueadora. Respecto a esto, la generacion de un anticuerpo
monoclonal dirigido a moléculas de clase | del MHC no es viable ya que bloquearia la
funcion principal de éstas moléculas que es la presentacién de antigenos y lejos de ser
una terapia 0til perjudicaria completamente la activacion de linfocitos T y el posible
desencadenamiento de la respuesta inmune antitumoral.

En el caso de la molécula no clasica HLA-G (QA2 en ratén) que en este trabajo
proponemos como posible blanco para la generacién de una BEV, es necesario tomar en
consideracion ciertas caracteristicas de dicha molécula para poder hacer una
comparacion con la inmunoterapia basada en anticuerpos monoclonales. HLA-G es una
molécula que se presenta de manera normal en los trofoblastos, su funcion principal es
evitar el rechazo materno fetal por lo que es una molécula que presenta una amplia
variedad de mecanismos inmunosupresores. Al ser expresada por células tumorales
confiere una ventaja contra el ataque de las células del sistema inmune y durante el
proceso llamado inmunoedicion serdn seleccionadas al no ser eliminadas por las células
con funcién citotoxica. Considerando que existe una relacion entre la disminucion de la
expresion de moléculas clasicas y la sobreexpresion de HLA-G, y que la disminucién de
moléculas clasicas tiene como consecuencia la reduccién en la presentacion antigénica,
la cual no llevan a cabo las no clasicas como en este caso HLA-G, se evita la posible
activacion de los linfocitos T CD8+, esto es debido a que la principal funciéon de HLA-G es
mimetizar a las moléculas clasicas de clase | del MHC pudiendo también inhibir la posible
activacion de las células NK. Estas caracteristicas confieren a las moléculas de HLA-G la
funciéon inmunosupresora que podria ser contrarrestada con el uso de anticuerpos
bloqueadores; sin embargo, HLA-G se genera por splicing alternativo, lo que genera una
gran variabilidad de molécula a molécula. También es importante mencionar que como
reportan Amiot y col., (2011) HLA-G es capaz de expresarse de manera disfuncional en la
membrana de las células tumorales, es decir, puede llegar a expresarse un solo dominio

de la molécula y ser suficiente para tener una funcién inmunosupresora. Debido a lo antes
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mencionado, la molécula HLA-G no es un buen blanco para ser blogueada por
anticuerpos monoclonales que van dirigidos al mismo epitopo de la molécula blanco.

Por lo tanto, el uso de una vacuna mutagenizada, como son las BEVs, tomaria la
alta variabilidad en la expresiéon de HLA-G como una ventaja, generando la activacion de
un gran numero de linfocitos T capaces de eliminar células tumorales que presenten
péptidos alterados de ésta molécula altamente variable. Este tipo de mecanismo es el que
proponemos como posible para explicar el efecto en la inhibicion del crecimiento tumoral y
en la actividad antimetastasica que presentaron nuestras vacunas.

Otro de los aspectos que no se consideran al evaluar las terapias basadas en
anticuerpos monoclonales es el hecho de que la respuesta antitumoral observada no es
debida a la accién bloqueadora del anticuerpo, sino que es mas bien una consecuencia
del bloqueo de las moléculas blanco que presentan una actividad inmunosupresora, y que
dichos anticuerpos bloqueadores cumplen la funcién de “quitar el freno” que no permite la
correcta activacion de las células inmunes. Por lo que al final, el blanco necesario es,
como lo mencionan Straten y Garrido, un péptido mutado asociado a la molécula del MHC
lo que desencadenard la respuesta antitumoral.

En el caso del ensayo de proliferacion celular observamos que los esplenocitos
provenientes de los ratones retados con los diferentes inmundégenos si son estimulados
en los casos especificos mencionados en los resultados, lo que explica el aumento en la
proliferacién al ser comparados con el control de implante y el grupo blanco; sin embargo,
no podemos asegurar que haya un reconocimiento antigeno-especifico, sino mas bien las
dinamicas que observamos podrian ser explicadas por una posible reaccién cruzada de
los péptidos que producen un aumento en el porcentaje de proliferacion en la mayoria de
los grupos.

Para el caso del grupo inmunizado con ambas bibliotecas (LQA2+L45A2), al
comparar la cantidad de linfocitos CD8+ productores de IFN-y con las otras
subpoblaciones evaluadas (CD4+ totales, CD4+ productores de IFN-y y CD8+) se observé
claramente un menor porcentaje de linfocitos en los grupos tratados con respecto a los
controles. Esto puede ser debido a una sobreestimulacion de los linfocitos, hecho que
pudo provocar muerte inducida por activacion y por lo tanto que disminuyera la cantidad
de linfocitos presentes. Por otro lado, el hecho de que la proliferacion se llevara a cabo
con esplenocitos y no con los linfocitos productores de IFN-y que pudieran encontrarse
localizados en la zona del tumor podria explicar dos eventos: 1) que la cantidad de

linfocitos CD8+ totales presentaron un comportamiento muy similar a los linfocitos CD4+
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totales y productores de IFN-y, y 2) que es justamente en los grupos que no observamos
proliferaciébn de ésta subpoblacion que se observa una tendencia en la inhibicion del
crecimiento tumoral.

Especificamente para la biblioteca P3.1, perteneciente a la region lider de la
molécula H2-K%, y el nominal 45A2N, perteneciente a la regién a2 de la molécula H2-K¢,
se observo un efecto protumoral para la dosis de 250 pg pero no asi para la dosis de 180
Hg. Muraoka y col., en el 2010 demostraron una relacién directa entre el aumento del
tamafo tumoral y una mayor cantidad de péptido inmunizado que correlacionan con una
disminucion de linfocitos T CD8+ especificos para el antigeno utilizado en la inmunizacion.
Ellos proponen una posible induccion de la tolerancia al encontrar linfocitos CD8+ que
expresaban niveles elevados de Fas y PD-1, lo que explicaria la disminucién de linfocitos
capaces de eliminar a las células tumorales y que tiene un efecto directo en el aumento
del tamafio tumoral. En el caso de nuestro trabajo, un mecanismo semejante al reportado
por Muraoka y col., explicaria el efecto protumoral que observamos con la biblioteca P3.1
de la secuencia lider de la molécula H2-K® y el nominal 45A2N al usar una dosis mayor
(250 pg) comparando con la dosis de 180 pg y nuestro control de implante.

La invasién y metastasis es un proceso que involucra cambios en la via de
polimerizacion de la actina, la disminucion de moléculas que participan en la inhibicién por
contacto como lo son la E-cadherina y la B-catenina, y por lo tanto la disrupcién de las
uniones celulares (Pignatelli y col., 2014). Una vez que la célula tumoral es capaz de
individualizarse e intravasarse puede viajar a 6rganos cercanos y distantes, alojarse y
comenzar a proliferar e invadir. EI que un tratamiento sea capaz de presentar un efecto
antimetastasico es prioritario en el tratamiento del cdncer ya que ésta es la principal causa
de muerte asociada al cancer y una de las principales caracteristicas al evaluar,
diagnosticar y tratar al paciente. En la mayoria de los casos en los que no hay metastasis
presentes, el paciente puede ser sometido a cirugia para eliminar el tumor primario con
una alta probabilidad de curar la enfermedad.

En nuestro trabajo encontramos que la biblioteca LQA2 presenta un efecto
antitumoral al comparar con el control de implante y con su respectivo nominal QA2N, lo
gue sugiere que las posiciones de mutacidn presentes en la biblioteca pudieron permitir la
generacién de una respuesta inmune amplia capaz de actuar a diferentes niveles en el
proceso de invasién y metastasis y que podria implicar una ventaja en el uso de BEVs
respecto al uso de secuencias nominales, que son la estrategia utilizada actualmente en

pruebas clinicas. Asi mismo, para el caso de 45A2N y L45A2 observamos una tendencia
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a la disminucion de macrometastasis pulmonares; sin embargo, no se obtuvo una
diferencia significativa por lo que no podemos asegurar que dichos tratamientos tengan un
efecto antimetastasico, por ello recomendamos realizar mas experimentos con estos
péptidos con el fin de poder concluir si tienen efecto o no en nuestro modelo.

Respecto al mecanismo de accién para LQA2 podria tratarse de un efecto similar
al descrito en el trabajo reportado por Mandelboim y col., en el cual demostraron en un
modelo murino de cancer que al abatir las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+,
mediante el uso de anticuerpos bloqueadores, que la capacidad antimetastasica
observada en su modelo fue dependiente de la accion de los linfocitos T CD8+. Por otro
lado, al individualizarse e intravasarse las células tumorales pueden tener una mayor
susceptibilidad a la destruccién mediada por los linfocitos T citotéxicos (CTL) debido a que
al encontrarse en circulacion, la proporcion células tumorales:linfocitos es mayor que en el
sitio del tumor primario, sumado a que la actividad citotoxica del CTL no se encuentra
disminuida porque no se encuentra en el ambiente inmunosupresor presente en la
mayoria de los sitios de tumor primario. Estas caracteristicas podrian explicar la
disminucién en el numero de macrometastasis presentes en los pulmones de nuestros
grupos con posible actividad antimetastasica.

Otra de las caracteristicas de este trabajo que considero importante discutir es el
esquema de vacunacion probada. Se trat6 de un ensayo terapéutico con una
administracion Unica al dia 5 posterior al reto tumoral. Los péptidos que mostraron una
clara tendencia de un posible efecto antitumoral pueden ser capaces de inducir, con una
sola administracion de 180 pg, dicho efecto antitumoral al desencadenar la activacién del
sistema inmune mediante el reconocimiento de secuencias mutagenizadas (BEV) en el
caso de LQA2 y L45A2, y de la secuencia silvestre en el caso de 45A2N. La
administracion Gnica de una terapia representa una ventaja sobre las terapias basadas en
anticuerpos monoclonales que requieren de aplicaciones periddicas mientras no se cure
la enfermedad. Otra ventaja es que también se disminuye el riesgo a generar tolerancia
de los linfocitos T como se demuestra en el trabajo de Aichele y col., en donde mediante
inmunizaciones repetidas se produce la tolerancia de los CTL comparando con la
administracion Unica del péptido probado, también demuestran que la activacion o
induccién de la tolerancia de los CTL se relaciona al uso apropiado de adyuvantes, ya que
mencionan, la induccién de la tolerancia por la inmunizacién del péptido sintético sin el
uso de adyuvantes se generd solo cuando cantidades mayores a 500 ug del péptido

fueron administrados. Por lo que la una inmunizacién Unica del péptido en conjunto con el
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adyuvante es capaz de activar CTLs mientras que inyecciones repetidas del mismo
péptido y el adyuvante generan tolerancia porque suponen que la funcion del adyuvante
es la lenta liberacion del péptido previniendo su rapida degradacién y prolongando asi su
vida media en el organismo. Ademas, es importante mencionar que muchos de los
péptidos sintéticos no son inmunogénicos por si solos, por lo que es requisito el uso de un
adyuvante que ayude a desencadenar la respuesta inmune.

En el trabajo de Muraoka y col., se demuestra que la administracion del péptido en
adyuvante incompleto de Freund (IFA) genera una activacion de linfocitos T CD8+ con un
fenotipo apoptoético que presentan moléculas Fas y PD-1 en la membrana y que
correlaciona con un aumento del crecimiento tumoral; sin embargo, al inmunizar el mismo
péptido bajo el mismo esquema de vacunacion pero usando como adyuvante CpG,
activador del TLR9, son capaces de evadir la expresion elevada de PD-1 y Fas,
exhibiendo una fuerte respuesta inmune antitumoral, demostrando mediante su trabajo la
importancia en la eleccion del adyuvante.

En el caso de nuestro trabajo los péptidos fueron disueltos en PBS en conjunto
con el adyuvante Polyl:C en una proporcion 1:1. El Polyl:C es un polimero sintético de
RNA de doble cadena agonista del TLR3 capaz de activar una respuesta inmune tipo
antiviral que desencadena la expresién de interferones tipo |, IFN-a e IFN-B, que a su vez
tienen como efecto el incremento en la expresion de moléculas de clase | del MHC (Ammi
y col., 2015). El uso de Polyl:C como adyuvante para nuestros péptidos pudo originar que
éstos fueran inmunogénicos, estimulando asi la presentacion de antigenos a los linfocitos
T, y probablemente generando el efecto antitumoral observado en algunos de nuestros
tratamientos.

La correcta presentacion de los péptidos es la clave para que un tratamiento
antitumoral tenga éxito. Otra de las estrategias ampliamente evaluada y usada en la
actualidad es el uso de terapia adoptiva, la activacion de células inmunes in vitro que
posteriormente son reinyectadas al paciente. Dentro de éstas encontramos a las células
dendriticas, principales células presentadoras del sistema inmune, que son pulsadas con
péptido sintético y reinyectadas al individuo para que presenten deseablemente los
antigenos con los que fueron pulsadas y asegurar una presentacion exitosa de éstos
antigenos a los linfocitos T del individuo aumentando la probabilidad de activacién y por lo
tanto la eliminacién de las células tumorales portadoras de los antigenos blanco. Para
comprobar si el uso de células dendriticas pulsadas con nuestros péptidos generaba

mejores resultados que los péptidos en combinacion con el adyuvante, llevamos a cabo
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un ensayo utilizando células dendriticas extraidas, pulsadas con los péptidos vy
reinyectadas a los ratones; sin embargo, no encontramos efecto o tendencia alguna que
probara de alguna manera un efecto antitumoral mediante esta via de administracion. Por
otro lado, no podemos descartar que la terapia adoptiva con células dendriticas pueda
llegar a presentar alglin efecto antitumoral ya que no comprobamos que los péptidos se
hayan internalizado en las células.

A la fecha no existe tratamiento alguno en desarrollo o en uso en la clinica que
esté basado en el uso de epitopos derivado de moléculas del MHC; sin embargo, cada
vez se comprueba que es mediante las funciones que desempefian éstas moléculas que
se producen los efectos antitumorales en los tratamientos hasta ahora usados con éxito,
ya que es por medio de ellas que las células presentadoras muestran los péptidos que
activaran a los linfocitos T y que una vez activados sera nuevamente mediante éstas
moléculas presentes en las células tumorales que serdn eliminadas por los linfocitos T ya
activados (Straten y Garrido., 2016).

Por lo anterior es facil suponer que las moléculas del MHC seran altamente
susceptibles a sufrir mutaciones que deriven en la pérdida de su funcién. Es mediante
este tipo de mecanismos que las células tumorales son inmunoseleccionadas y por lo
tanto formen una gran parte de la masa tumoral. Un trabajo publicado recientemente
realizado por Shukla y col (2015)., describe un nuevo método para analizar las
mutaciones en los genes del HLA-A, B y C, en el cual, dependiendo del tipo tumoral, se
encuentran diferencias en la localizacion y los tipos de mutaciones somaéticas; sin
embargo, aunque los genes del HLA son susceptibles a sufrir mutaciones que conllevan la
pérdida de funcién de la molécula, es necesario sean expresadas en la membrana de las
células para no ser eliminadas por las células NK que monitorean la presencia de éstas.
Como ya mencionamos, la disminucion de la expresién de las moléculas clasicas se
relaciona directamente con la sobreexpresién de la molécula no clasica HLA-G que tiene
una identidad en secuencia de aproximadamente el 80% con las moléculas clasicas, lo
gue tiene como consecuencia que las clonas tumorales que presentan este fenotipo (baja
expresion de moléculas clasicas y elevada expresion de HLA-G) puedan evadir la
eliminacion por parte de las células NK. En resumen, al disminuir las moléculas clasicas
se disminuye la presentacion antigénica y la activacion de los linfocitos T CD8+
citotoxicos, y al aumentar la expresion de moléculas HLA-G se evade la posible muerte
mediada por células NK. Aun considerando éstos mecanismos de evasion, varios estudios

han demostrado que linfocitos CD8+ son capaces de reconocer y ser activados por neo-
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antigenos resultantes de las mutaciones en los genes del HLA con resultados muy
favorables en la disminucién del tamafio tumoral y mejoria general de los pacientes. No es
de extrafiar que las mutaciones en HLA desencadenen una fuerte respuesta antitumoral si
consideramos el estricto control al que se encuentran sometidas y que es la razén de que
haya una fuerte respuesta inmune cuando se realiza un trasplante de 6rgano, que finaliza
con su rechazo. Es bajo este concepto y por medio de los resultados obtenidos en este
trabajo que respaldamos el uso de una BEV capaz de activar una amplia gama de
linfocitos T que eliminen los productos mutados en las células tumorales.

Mucho falta por desarrollar bajo el concepto de las BEVs basadas en moléculas de
clase | del MHC; sin embargo, este trabajo es una primera aproximacion con resultados
satisfactorios en la busqueda de tratamientos innovadores y funcionales en la cura del

cancer.
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CONCLUSIONES

Se encontré una tendencia no significativa en el efecto inhibitorio del crecimiento
tumoral de los tratamientos correspondientes a la regién a2 de la molécula H2-K® (45A2)
para la dosis de 180 ug al comparar con el control de implante. Debido a estos resultados,
podemos concluir que estos tratamientos podrian ser buenos inmundégenos al inhibir el
crecimiento tumoral comparado con el grupo sin tratamiento; sin embargo, es necesario
realizar mas experimentos para comprobar que los resultados tengan significancia.

Se realiz6 un ensayo de proliferacion para evaluar el posible reconocimiento
antigeno-especifico de las secuencias peptidicas por parte de los linfocitos T; sin
embargo, el ensayo por si solo no es suficiente para determinar la especificidad del
reconocimiento de nuestros péptidos. Lo que podemos concluir por el ensayo de
proliferacion es que los tratamientos de la secuencia de la molécula QA2 y la de la region
a2 de la molécula H2-K¢, tanto nominal como biblioteca, fueron capaces de estimular y
activar a los linfocitos T CD4+ y CD8+ lo que explica la proliferacion al compararlos con el
control de implante.

En cuanto a la actividad antimetastasica de nuestros tratamientos, encontramos
que las secuencias de la regién a2 de la molécula H2-K® tanto nominal como biblioteca
presentan una tendencia en la disminucién de macrometastasis en pulmén pero los
resultados no mostraron tener significancia al comparar con el control de implante. Para la
biblioteca proveniente de la molécula QA2 se observé una reduccion en la cantidad de
metastasis presentes en pulmoén al comparar con el grupo control con un intervalo de
confianza del 95 %. Los resultados observados con estos péptidos pueden ser un
resultado relevante ya que la mayoria de las muertes en cancer de mama estan
asociadas a metastasis pulmonar.

Para el tratamiento P3.1, correspondiente a la biblioteca de la secuencia lider de la
molécula clasica del MHC y el 45A2N, correspondiente al nhominal de la region a2 de la
molécula clasica, se observdé un efecto pro tumoral al compararlos con el control de
implante, esto para la dosis de 250 ug. Sin embargo, no se observé el mismo efecto en la

administracién de 180 g por lo que puede ser un efecto debido a la dosis.
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