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ABREVIATURAS
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

GK-1: Péptido Gohar-Karen-1

P53: Gen que codifica a la proteina p53

MYC: Familia de genes que codifican proteinas que facilitan la transcripcion.
ADN: Acido desoxirribonucleico

BRCA 1/2: Breast Cancer, por sus siglas en inglés. Es la familia de genes encargados de
producir dos proteinas asociadas a la reparacion de ADN

TP53: Es el gen que produce a la proteina p53.
BCL-2: Es una familia de proteinas que participa en la apoptosis celular.
p53: Proteina p53 encargada de la reparacion del ADN y procesos celulares.

WT-1: Es el gen que produce a la proteina WT-1 (William tumor 1, por sus siglas en
inglés), favorece la transcripcién de genes oncogénicos.

VEGF (1-3): Vascular Endothelial Growth Factor. Por sus siglas en inglés es el factor de
crecimiento endotelial vascular.

PDGF: Platelet Derived Growth Factor. Por sus siglas en inglés es el factor de crecimiento
derivado de plaquetas

SDF1: Stromal Derived Factor 1. Por sus siglas en inglés es el factor 1 derivado del
estroma.

CTC: Células troncal cancerosas, son las células con capacidad de generar nichos
metastasiscos y nuevos tumores.

ABC: ATP Binding Cassette. Por sus siglas en inglés es un sistema de transporte
mediado por ATP.

CD44: Es una glicoproteina superficial expresada en Linfocitos T y en muchas células
hematopoieticas. Su funcién es la adherencia células- células. En los linfocitos T ayuda a
determinar el fenotipo efector.

CD133: Es una glicoproteina transmembranal caracteristica de células progenitoras; en
cancer es utilizado para identificar a las CTC

ALDH1: Aldehido deshidrogenasa 1. Es una enzima que realiza la oxidacion de aldehidos
a 4cidos carboxilicos. Se sobre expresa en las CTC.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud. Es el organismo encargado de salvaguardar y
asegurar la salud a nivel mundial

ER: Estrogen Receptor. Por sus siglas en inglés es el receptor a estrégeno.

PR: Progesterone Receptor. Por sus siglas en inglés es el receptor a progesterona.
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Her2-neu: Human Epidermal receptor 2. Por sus siglas en inglés es el receptor 2 al factor
de crecimiento epidermal humano 2. Se sobre expresa en algunos tipos de cancer de
mama y ovario.

Ki67: Es una proteina de ciclo celular que se sobre expresa cuando las células se
encuentran proliferando.

CK: Cytokeratine. Por sus siglas en inglés son citoqueratinas, las cuales tienen funciones
estructurales y algunas ayudan a identificar diferentes tipos de cancer.

PD-1: Programed Death-1. Por sus siglas en inglés es el receptor para muerte celular
programada 1.

CTLAA4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4. Por su acronimo en inglés es el antigeno 4 de
linfocitos T citotoxicos. Al igual que PD-1 es un receptor de inhibicion que controla la
respuesta inmunoldgica.

CMTN: Céncer de mama triple negativo.

APC: Antigen Presentator Cell. Por sus siglas en inglés son células presentadoras de
antigeno, las cuales sobresalen las células dendriticas (DC) y macréfagos.

NK: Natural Killer. Por sus siglas en inglés son células asesinas naturales, son un tipo de
linfocito con funciones citotdxicas.

TILs: Tumor infiltrating Lymphocytes. Por sus siglas en inglés son los linfocitos T
infiltrantes de tumor.

NKGD2: Natural Killer Glicoprotein D2. Es la glicoproteina D2 de células asesinas
naturales, sin embargo, también se expresa en linfocitos T CD8 activados.

TGFB: Transforming Growth Factor Beta. Por sus siglas en inglés es el factor de
crecimiento transformante beta.

TAF: Tumor Associated Fibroblast. Por sus siglas en inglés son los fibroblastos asociados
a tumor.

LCMV: Lymphocytic choriomeningitis virus. Por sus siglas en inglés es el virus de
corinomeningitis linfocitica

IDO1: Indolamine 2-3 dioxygenase. Por sus siglas en inglés es la enzima Indolamina 2-3
dioxigenasa, la cual se encarga de convertir al triptéfano en kinureina.

MMP: Matrix Metallopeptidase 9. Por sus siglas en inglés son las metaloproteasas de
matriz celular.

TCR: T cell receptor. Por sus siglas en inglés el receptor de células T (linfocitos T).

LFA1: Lymphocyte function associated antigen 1. Por sus siglas en inglés es el antigen 1
asociado a la funcion linfocitaria. Es una integrina que participa en la transmigracion
sanguinea de los linfocitos

ICAM1: Intracellular Adhesion Molecule 1. Por sus siglas en inglés es la molécula 1 de
adhesion intracelular. Es una integrina que participa en el Rolling celular.
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IFNY 6 IFNg: Interferon gamma
GZB: Granzima B.
IL2: Interleucina 2

TNFa: Tumor Necrosis Factor alpha. Por sus siglas en inglés es el factor de necrosis
tumoral alfa.

MCP1: Monocyte chemoattractant protein 1. Por sus siglas en inglés la proteina 1
guimioatrayente de monocitos, también llamada CCL2, participa en el reclutamiento de
macrofagos y monocitos.

NO: Nitric oxide. Por sus siglas en inglés es el éxido nitrico. Es una especie reactiva de
nitrégeno que se produce en la activacion de macréfagos.

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases. Por sus siglas en inglés son las Cinasas
activadas por mitbgenos, mejor conocidas como MAP-cinasas.

NFkB: Nuclear Factor Kappa B. Por sus siglas en inglés es el Factor nuclear kapa B, es
un factor de transcripcion importante en la inflamacion y respuesta inmunolégica.

SSI: Solucién Salina Isoténica

Treg: Linfocitos T reguladores. Son la clase de linfocitos encargados de controlar la
respuesta inmunologica

MDSC: Myeloid derived suppressor cells. Por sus siglas en inglés son las células
supresoras derivadas mieloides.

IRs: Inhibitor Receptors: Por sus siglas en inglés son los Receptores de inhibicion (RI's)

GM-CFS: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor. Por sus siglas en inglés es
el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos.

ARN: Acido ribonucleico

PRR: Pattern Recognition Receptor. Por sus siglas en inglés son los receptores de
reconocimiento de patrones. Se expresan en una amplia cantidad de células del cuerpo
humano.

CDK. Cyclin Dependent kinases. Por sus siglas en inglés son las ciclinas dependientes de
cinasas, participan en el control de la division celular.

HDP’s: Host Defense Peptides. Por sus siglas en inglés son péptidos de defensa al
hospedero. Son péptidos producidos por bacterias o parasitos para protegerse.

TLR. Toll Like Receptors. Por sus siglas en inglés son los receptores similares a Toll.
Fueron descubiertos en Drosophila y funcionan como receptores de defensa y
reconocimiento de patrones.

ATCC. American Type Culture Collection. Por sus siglas en inglés es la coleccion de
cultivos celulares americana. Es un organismo que se encarga de salvaguardar lineas
celulares.
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EDTA: Etilenodiamintetracetic acid. Por su nombre en inglés es el &cido
etilenodiaminotetraacético

PBS: Phospate buffer solution. Por su nombre en inglés es la solucion amortiguadora de
fosfatos.

DPT: Dias posteriores al tratamiento, también hace referencia a dias post-tratamiento.
SFB: Suero Fetal Bovino.

MFI: Mean Fluorescence Intesnsity. Por sus siglas en inglés es la intensidad media de
fluorescencia. Puede calcularse como un promedio normal (MFI) o como una media
geométrica (gMFI)

PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate. Por su nombre en inglés es forbol- 13 acetil-12
miristato

MANOVA: Multivariate analysis of variance. Por su nombre en inglés es el andlisis de
varianza multivariante, siendo una extension directa de los analisis de varianza (ANOVA).
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l. Resumen
El cancer de mama, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud ocupa el

primer lugar en incidencia y mortalidad en mujeres a nivel mundial, siendo un
problema de gran importancia social y econémica. Actualmente, el cancer de
mama puede ser tratado eficazmente si es detectado a tiempo. Sin embargo,
continla presentando alta mortalidad en mujeres; particularmente el cancer de
mama triple negativo, que es un tipo de cancer de mama que no expresa
receptores a hormonas, tiene menos opciones de tratamiento. Asi que se continla
con la busqueda de nuevas terapias y adyuvantes para ofrecer nuevas y mas

eficientes opciones de tratamiento.

Nuestro grupo de trabajo desarrollé6 un imunomodulador derivado del parasito T.
crassiceps. Esta molécula denominada GK-1, es un péptido de 18 aminoacidos
gue ha mostrado efectos positivos como adyuvante de la vacuna contra influenza
y posteriormente en protocolos de inmunoterapia en modelos murinos de
melanoma (B16F10) y cancer de mama (4T1). En el cancer de mama como ocurre
con otros tumores, el microambiente tumoral genera un estado de
inmunosupresion especifica que limita la eficiencia de la respuesta del individuo al
tumor y genera un ambiente permisivo para su crecimiento. Uno de estos
fendmenos es el agotamiento de linfocitos T que se define como un estado
disfuncional caracterizado por el aumento de receptores de inhibicién (RI’s).

Este trabajo se disefié para evaluar el efecto de GK-1 en la reversién o prevencion
del agotamiento de los linfocitos T en el modelo de cancer de mama inducido con
células 4T1. Para este propésito se analizaron linfocitos T de tumores de mama,
bazo y linfonodo provenientes de ratones tratados y no tratados con una

administracion semanal de 5mg/kg (100ug por ratén) GK-1.

Mediante citometria de flujo y cultivos in-vitro se demostré que el tratamiento con
GK-1 disminuye el crecimiento tumoral, mantiene a los linfocitos T con menor
expresion de PD-1 y mayor capacidad citotoxica y funcional a 21 dias del
tratamiento. En conclusion, que GK-1 es una molécula que favorece la respuesta

antitumoral en el modelo de 4T1.
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II.  INTRODUCCION

La historia es, en esencial, la ciencia del cambio. Sabe y ensefia
gue es imposible encontrar a dos acontecimientos que son iguales.
Marc Bloch

2.1 El cancer
2.1.1Historia del cancer

El cdncer es una enfermedad historica, tiene registros muy antiguos, ejemplo de
ello son las pinturas en Egipto donde se reportaban modificaciones 0seas, cuya
descripcion y apariencia, corresponden a lesiones observadas en osteosarcomas.
En este sentido los registros mas antiguos datan de alrededor del afio 1600 a.c. en
el papiro de Ebers, donde el cancer de mama se registraba como una ulcera y
enrojecimiento en el seno; la cual era tratada con cauterizacion, y evolucionaba
hasta la muerte. Esta técnica de cauterizacion la llamaban “taladro de fuego”
(Zeng and Yee 2013; Nahta, Hortobagyi, and Esteva 2003; Witsch, Sela, and
Yarden 2010) (David and Zimmerman 2010).

Afos mas tarde en la Grecia clasica, Hipocrates, el padre de la medicina,
comenz6 a clasificar al cancer en dos grupos; “carcinos” y “carcinoma”, tomando
en consideracion, sus propiedades de generar Ulceras y vasos sanguineos
semejando las pinzas de los cangrejos. Posteriormente, durante el renacimiento
mucha de la investigacion en cancer fue realizada en cuerpos en donde las
diferencias anatomicas sorprendian a los médicos, lo que inici6 el estudio del

tejido canceroso (Maman and Witz 2018).

Posteriormente en 1863 Rudolph Virchow reporté un infiltrado de leucocitos dentro
de los tumores solidos y en 1889 Paget formul6 una relacion entre este infiltrado
celular con el comportamiento del cancer. Asi Paget se convirti6 en pionero en
establecer el concepto de “microambiente tumoral”, concepto de suma importancia
gue nos invita a considerar la etiologia dinamica del cancer, mediada criticamente
por el microambiente de donde se origina el cancer y los factores ambientales y

externos (Maman and Witz 2018)
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Por otra parte, el conocimiento de las condiciones que influian en el desarrollo del
cancer también fueron cambiando a través del tiempo. Inicialmente, se
consideraba que el cancer era una enfermedad debida a los humores, teoria
fundada por Hipdécrates, en donde el balance de la bilis era lo que mantenia el
cuerpo funcionando de manera saludable. Galeno basandose en esta teoria
fundamentaba que el cancer en etapas iniciales podia ser curable y proponia a su
extirpacion quirdrgica y la cauterizacion como las herramientas mas efectivas

(Papavramidou, Papavramidis, and Demetriou 2010).

Mas tarde, en el siglo XVIIl, Ramazzini planteaba una relacion entre el desarrollo
de céncer y los factores ambientales y laborales, siendo Morganni en 1761 quien
encontré una relacion directa entre la aparicion del cancer y el consumo del
tabaco. Mas tarde, Plott en 1775 demostro la relacion entre la exposicion al hollin
(polvo al que se exponian los limpiadores de chimeneas) con la aparicion de
cancer de escroto (Emory Winship University 2017).

En su conjunto el cancer a pesar de ser una enfermedad que desde hace miles de
afos esta siendo estudiada y que existen muchos registros de ella, no ha podido
ser curada. El cancer deja cada afio millones de muertos; aqui la importancia de
su estudio. Aungue en los ultimos afios se ha venido considerando el tratamiento
individualizado del cancer como la estrategia mas efectiva, los elevados de esos
tratamientos son una limitante importante para su aplicacién extensiva en las

condiciones actuales (Verma 2012).

2.1.2 Teorias del desarrollo y origen del cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial, en la cual su causa y desarrollo no
pueden atribuirse Unicamente a un factor, sin embargo, si se conocen condiciones
de riesgo o componentes que aportan en mayor medida al origen del cancer. Entre
los factores de riesgo destaca el componente genético en donde las mutaciones
en genes como TP53 o la familia MYC (Myc Proto-oncogen) generan neoplasias
(Visvader 2011) los carcindbgenos ambientales, los cuales pueden generar dafio en

las células y dafio directo al ADN (Acido desoxirribonucleico), lo cual provoca una
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desregulacion en el crecimiento y muerte de las células (David and Zimmerman
2010)

A lo largo de la historia, se han propuesto diferentes teorias para explicar el origen
del cancer, las cuales han ido evolucionando hasta un enfoque mas molecular. El
primero en plantear un posible origen del cancer, fue Hipdcrates con su teoria
humoral, basandose en la acumulacion de bilis negra en los 6rganos afectados,
esto provocaba una discrasia, fendmeno que afios mas tardes seria concebido
como cancer. Esta teoria fue aceptada durante muchos afios, hasta que, en el
siglo XVII, muchos médicos comenzaron a experimentar y a investigar sobre
cambios en los 6rganos, encontrando que en la linfa se podian movilizar células
provenientes del tumor y desarrollarse en otros tejidos, sin embargo no lograban

entender cdmo se establecia el cancer (David and Zimmerman 2010)

Afos mas tarde, en el siglo XIX, Mduller y Virchow postularon que una célula
cancerosa era originada por otra célula y que esto era debido a un estrés o
irritacion crénica por el ambiente, consolidando la teoria de la blastema e irritacion
cronica (Maman and Witz 2018). Esta teoria consideraba un estimulo crénico el
disparador del cancer; por ejemplo, la inflamacién, y explicaba que por dafio
continuo la célula se transformaba en cancerosa. Considerando estas propuestas,
Paget en 1889 postuld su teoria de “semilla en la tierra”, en donde trataba de
explicar que las células cancerigenas s6lo podian colocarse en tejidos especificos,
es decir, que so6lo crecian si se encontraban en el contexto micro ambiental

correcto (Emory Winship University 2017)

Todas estas teorias trataban de explicar el origen del cancer desde un aspecto
fenomenoldgico. No fue sino hasta los afios 1970 en que se comenzo a tener un
enfoque genético y molecular de lo que ocurria dentro de estas células tumorales
(Visvader 2011). La identificacion de los oncogenes, genes que en su mayoria
regulan el ciclo celular y la reparacion al ADN, entre los que destacan en cancer
de mama TP53, BCL-2 (B cell Lymphoma por su nombre en inglés), familia MYC y

BRCAL (Breast Cancer 1 por sus siglas en inglés), generaron la esperanza de
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haber encontrado la etiologia del cancer y con ello de acuerdo a los dogmas

médicos, se podria curar el cancer reparando o previniendo el origen del mismo.

Con estos fundamentos se propusieron algunas teorias; por ejemplo, la teoria de
los dos golpes, en donde no solamente se necesita la mutacion, sino también un
disparador o iniciador del cancer. Esta teoria explica como la exposicion a ciertos
carcindgenos no siempre conlleva al desarrollo de neoplasias (Verma 2012). Por
otra parte, la teoria de las aneuploidias y paneuploidias trata de explicar el como la
sobreexpresion o la disminucion de una proteina puede generar cancer, por
ejemplo deleciones o duplicaciones de genes como BRCA, TP53 y WT-1 (Wills
tumoral-1, por sus siglas en inglés), se asocia con el desarrollo de cancer (Rycaj
and Tang 2015).

Con estas teorias se podia explicar la mayoria de las caracteristicas distintivas
(hallmarks) que tiene el cancer, sin embargo, quedaban algunas incognitas aun.
La teoria de mutaciones somaticas y la teoria de células troncales o células madre
cancerosas, tratan de encontrar el motivo de reincidencia y origen del cancer.
(Paduch 2015) La primera sugiere que el cancer puede ser originado por cualquier
tipo de célula, la cual tiene que sufrir cambios genéticos y metabdlicos para
comenzar a desarrollar el cancer, asi una célula de musculo puede desarrollar un
sarcoma, es decir, esta teoria se fundamenta principalmente en los cambios
moleculares existentes y que estos pueden heredarse al momento de hacer una

division mitotica (Verma 2012).

Para explicar mejor el desarrollo tumoral se ha propuesto la teoria de las células

troncal cancerosas, las cuales, por sus propiedades de diferenciacion y desarrollo,
explican de en mayor medida los fendmenos de reinsidencia, metastasis
inmunosupresion y resitencia a quimioterapeuticos ocurridos en cancer (Papaccio
et al. 2017).
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2.1.3 Reincidencia del cancer; Células troncal cancerosas.

Una de las teorias mas aceptadas para el desarrollo del cadncer es la teoria de las
células troncal cancerosas (CTC), esta teoria postula que las mutaciones pueden
des-diferenciar a las células somaticas convirtiéndolas en células similares a las
células troncales o las mutaciones pueden ocurrir directamente en células
mesenquimales, originando a ceélulas pluripotentes capaces de dividirse
asimétricamente y originar una variedad de células tumorales diferentes, asi como

células diferenciadas de otros tipos celulares (Moharil et al. 2017).

Esta teoria explica hasta cierto punto caracteristicas como la neovascularizacion,
ya que estas células troncales pueden diferenciarse en células endoteliales y
producir factores de crecimiento como VEGF-1 y 3 (Factor de crecimiento
endotelial vascular), PDGF (Factor de crecimiento derivado plaquetario) y SDF1
(Factor 1 derivado del estromal). Los cuales generan nuevos vasos sanguineos.
Las CTC cuentan ademas con division asimétrica, esta division permite a las
células tener una mayor heterogeneidad de las células tumorales, volviendo al

cancer mas dificil de tratar (Papaccio et al. 2017).

Otra de las caracteristicas que explica la importancia de las células madre
cancerosas, es su resistencia a farmacos citotéxicos, los cuales en la mayoria de
ocasiones son expulsados de la célula mediante transportadores ABC (ATP-
Binding Cassete por sus siglas en inglés), asi como su capacidad de movilizarse
en el cuerpo mediante la transicion epitelio mesénquima (Moharil et al. 2017),
siendo entonces, las CTC las responsables de la metastasis en el organismo
(Batlle and Clevers 2017).

Actualmente se busca atacar a estas células tumorales las cuales tienen algunos
marcadores relacionados como CD44, CD133 y ALDH1 (Aldehido deshidrogenasa
1). No obstante las terapias no han logrado detener el crecimiento de estas células
troncales, ademas de que dentro de los tumores representan una cantidad muy
baja, por lo que su estudio es dificil, sin embargo, tienen la capacidad de formar
de-novo a un tumor completo (Moharil et al. 2017). En la figura 1. se resumen
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algunas de caracteristicas de las CTC, asi como su importancia en el desarrollo

del cancer.

Célula ’
Troncal Dafio oncogénico

Tratamientos /
> Q Recluta

—_— ‘)

Reincidencia
Metaéstasis

Células
Diferenciadas

Figural. Modelo de células troncal cancerosas para el desarrollo y progresion del cancer. Una
célula troncal puede sufrir un dafio oncogénico y convertirse en una célula troncal cancerosa
(CSC), o bien una célula progenitora puede des-diferenciarse en una CSC, la cual origina un tumor
primario. Dentro de este tumor primario puede ocurrir la transicion epitelio mesénquima (TEM)
permitiendo esparcirse a otros érganos las CSC y originar otros tumores (metdstasis). Por otra
parte, cuando se aplican los tratamientos actuales como quimioterapia o radioterapia, las CSC
tienen mayor resistencia a éstas, lo que genera reincidencia del tumor. Asi mismo, el tumor recluta
células mesenquimales (MSC) las cuales favorecen la angiogénesis con la produccién de factores
de crecimiento, generando un ambiente favorable al tumor. VEGF: Factor de crecimiento vascular.
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas. FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos.
SDF1: Factor derivado de estroma 1. Figura modificada de Papaccio, F. et al. Concise Review:
Cancer Cells, Cancer Stem Cells, and Mesenchymal Stem Cells: Influence in Cancer Development.
Stem Cells Transl. Med. 6, 2115-2125 (2017).

2.1.4 Epidemiologia del cancer

El cancer es una patologia que engloba mas de 100 enfermedades distintas, en
donde su caracteristica comun es un aumento en la proliferacion celular, originado
por mutaciones genéticas en proteinas que regulan el ciclo celular o el crecimiento

celular (NCI. National cancer institute 2015). Todas las neoplasias son clasificadas
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como benignas o malignas dependiendo de su capacidad de invadir otros tejidos,
siendo benignas aquellas que se mantienen en un solo sitio o también llamas in
situ, mientras que las que pueden dispersarse a través del organismo se les

denomina invasivas.

El cancer tiene hallmarks que le brindan la capacidad de evadir respuestas
apoptoticas, presentar cambio genéticos y epigenéticos que alteran la expresion
de distintos genes, entre los que destacan la reactivacion de la telomerasa; la
expresion de enzimas de degradacion de matriz extracelular; que favorece la
capacidad de migrar y establecerse en otros tejidos aumentando su capacidad
invasiva (Reunanen and Kahéari 2013) y la capacidad de generar nuevos vasos

sanguineos (Hanahan and Weinberg 2011).

Actualmente, el cancer es un problema mundial importante por la cantidad de
muertes que se registran; de acuerdo a la Organizaciéon Mundial de Salud (OMS)
representa la cuarta causa de muerte a nivel mundial, en 2018 se registraron
alrededor de 9 millones de muertes derivadas del cancer (Organizacion Mundial
de la Salud 2018). Ademas, se calcula que 1 de cada 8 hombres y 1 de cada 11
mujeres morirdn a causa de algun tipo de cancer, siendo en hombres el cancer de
pulmén el mas frecuente y en mujeres el de mama (Plummer et al. 2016) (Figura
2).

Por otra parte, el cancer no sélo representa un problema de salud, sino también
econdémico, en 2010 represent6 un costo atribuible de 1.16 mil millones de délares,
cifra que continua en aumento cada afo. Por lo que la prevencion y la deteccién
temprana se ha convertido en una necesidad, asi mismo el cambio de ciertas
conductas como fumar, tener una mala alimentacién y el consumo excesivo de
bebidas alcohdlicas, las cuales son factores de riesgo para el cancer (International

Agency for Research on Cancer. WHO 2018).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad del cdncer en ambos sexos. En ambos parametros el cancer de
pulmdn predomina, no obstante, el cancer de mama se encuentra entre los 5 cdnceres con mayor
incidencia y mortalidad. Figura modificada de “New Global Cancer Data: GLOBOCAN 2018.
Accessed October 25, 2020. https://www.uicc.org/news/new-global-cancer-data-globocan-2018.
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En México, el cancer también representa un problema de salud. En 2014 se
registr6 como la tercera causa de muerte, siendo en hombres las principales
neoplasias las de préstata, pulmén y estbmago. Mientras que para las mujeres se
report6 como principales el de mama y el cérvico-uterino (INEGI 2018) . Los
tumores malignos han estado presentes en el pais como una de las 10 principales
causas de muerte desde 1960. Particularmente, el cancer de mama ha
aumentado a través del tiempo, registrando un total de 15.3% de defunciones

registradas a nivel mundial (Reynoso-Noverdn and Torres-Dominguez 2018)
2.1.5 Cancer de mama

Como se mencioné anteriormente, el cancer de mama es la principal causa de
muertes en mujeres a nivel nacional y mundial, reportandose aproximadamente 2
millones de nuevos casos y 700 mil muertes a causa de él en 2018 a nivel
mundial (GLOBOCAN 2018). Ante esta problematica se ha buscado desarrollar

técnicas de diagndstico y clasificacién para un mejor tratamiento y cuidado, debido
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a que dependiendo del sub tipo de cancer de mama se presentan diferencias en

cuanto a efectividad de los diferentes tratamientos disponibles.

Histologicamente, el cancer de mama puede ser clasificado como lobular (cancer
ubicado en las glandulas mamarias) o ductal (cuando la neoplasia es en los ductos
de la mama), siendo la neoplasia mas comun la ductal con un 80% de los casos
registrados a nivel mundial (Feng et al. 2018). De igual forma el cancer ductal es el
tipo de cancer que evoluciona con mayor facilidad a una neoplasia invasiva por lo
que al ser detectado, se requiere un tratamiento oportuno y de esta manera

prevenir posteriores problemas de salud (Becker 2015).

Por otra parte, con los avances en biologia molecular se ha logrado tener una
clasificacion mas precisa, clasificandolos por la expresion de algunos
biomarcadores como son: el receptor de estrégenos (ER), receptor a
progesterona (PR), el factor de crecimiento epidérmico humano 2 (Her2-Neu), asi
como la expresion de moléculas indicativas de alta proliferacibn como es Ki67,
proteina que aumenta en citoplasma cuando la célula entra a ciclo celular (Feng et
al. 2018). Ademas, se utilizan marcadores asociados a células basales, como son
las citoqueratinas (CK), las cuales se asocian con una mayor
agresividad(GLOBOCAN 2018). Con estos marcadores se puede realizar una
clasificacion molecular, clasificando al cancer de mama en 6 tipos como se

muestra en la Tabla 1.

La alta tasa de mortalidad que tiene el cancer de mama refleja la incapacidad
actual para el tratamiento de este tipo de neoplasias. El éxito de los pacientes
radica en el diagndstico oportuno con ayuda de herramientas como mamografias,
biopsias y ensayos moleculares (de Souza Albernaz et al. 2017). Ademas, la
eleccion del tratamiento es de suma importancia, ya que dependiendo del tipo de
cancer la efectividad de cada tratamiento cambia. El tratamiento contra el cancer
de manera general puede clasificarse en dos grupos: sistémico y localizado o
especifico. El primer grupo engloba a todos los medicamentos administrables

como los anticuerpos monoclonales, quimioterapeuticos y antagonistas de
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moléculas solubles o receptores; mientras que los localizados son la cirugia y la

radioterapia (Galluzzi et al. 2014)

Tablal. Clasificacion molecular, prénostico y tratamientos para diferentes tipos de cdncer de mama.

Clasificacion Marcadores Prondstico Caracteristicas Tratamientos
Luminal A ER* PR* HER2" Bueno 70% de los casos registrados ~ Terapia hormonal o
Ki678%3° CK 7y 8 inhibidores de HER2
Luminal B ER* PR*" HER2*" Bueno/ 10- 20% de «casos, su Terapia hormonal o
Ki67A CK 7y 8 Intermedio  prondstico es ligeramente inhibidores de HER2
peor que el de luminal A
HER2 ER" PR" HER2*™ Malo 5-15% de frecuencia; Tiene Terapia dirigida contra
Kig7A® una tasa de crecimiento HER2
elevada
Triple negativo ER- PR HER2" Malo 15-20% de frecuencia y es Terapia limitada, se
Ki67A° CK 5y 6 diagnosticado utiliza quimioterapia en
principalmente en mujeres conjunto con cirugia.
jévenes premenopadusicas Uso de inmunoterapia
como Ultima alternativa
(PD-1/CTLA-4)
Parecido a ERY PR HER2* Intermedio = Se presenta poco, y se trata Terapia hormonal v

normal (Normal-

like)

Kig78e°

similar a Luminal A

dirigida segun sea el

caso

En México el cancer de mama triple negativo Er -PR "HER - (CMTN) se presenta
mas frecuentemente (15 - 23%) en mujeres pre-menopausicas (29 - 50 afios) y en
una edad productiva, por lo que puede referirse a un mayor impacto econémico
con tasas de mortalidad méas elevadas respecto a los otros tipos de cancer de
mama (Fidler and Bray 2018; Bray et al. 2018).

ElI CMTN tiene gran capacidad de diseminarse a ganglios linfaticos y una mayor
tasa de recurrencia, por lo que lo vuelve un problema severo. Genéticamente esta
estrechamente relacionado con el gen antitumoral BRCAL1. Este gen produce una

proteina involucrada en la reparacion de ADN, ciclo celular y estrés oxidativo
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(Gorodetska, Kozeretska, and Dubrovska 2019), por lo que fallas en su produccién

favorece la inestabilidad genémica.

La capacidad de invadir que tienen estos tipos de neoplasias y su incapacidad de
responder a la terapia quimica y hormonal, lo convierte en una neoplasia de mal
prondstico y de gran interés en la investigacion y salud publica, convirtiendo al
tratamiento dirigido ineficaz (Goncalves et al. 2018; Gluz et al. 2009). No obstante,
actualmente se ha propuesto la integracion del microambiente tumoral para el
tratamiento del cancer (Wahba and El-Hadaad 2015; Z. Liu et al. 2018; Matrra,
Viale, and Curigliano 2019) asi como la importancia que tienen los linfocitos T
infiltrantes (TIL’s, Tumor infiltrating lymphocytes por sus siglas en inglés), debido a
que se ha correlacionado positivamente la cantidad de TIL’s con un mejor
pronéstico (Zgura et al. 2018; Loi et al. 2019; Miyashita et al. 2015; Loi, Sirtaine,
Piette, Salgado, Viale, Van Eenoo, Rouas, Francis, Crown, Hitre, De Azambuja, et
al. 2013).

2.2 Infiltrado tumoral en cancer

Durante el desarrollo de las neoplasias, las células transformadas presentan
mutaciones e inestabilidad gendmica, las cuales provocan muerte celular y cambio
en la expresion y composicion de proteinas. Los cambios en las proteinas son
reconocidos por el sistema inmunolégico, otorgando sefiales de alerta y creando
una respuesta contra las células transformadas (Coulie et al. 2014). El sistema
inmunoldgico trata de contener a las células tumorales y en la mayoria de casos
destruye a las células transformadas, sin embargo, cuando esto no ocurre se
generan cambios que incluso pueden ayudar a la progresion y desarrollo del

cancer en distintos puntos temporales (Teng and Smyth 2017).

Inicialmente, esta interaccion entre el sistema inmunolégico y las células del
cuerpo, era conocida como inmunovigilancia, se postulaba que el sistema inmune
protege a los organismos ante la formacion de neoplasias, infecciones virales y
bacterianas; siempre y cuando el sistema inmune funcionara correctamente
mediante un estado de vigilia constante (Ribatti 2017). Posteriormente esta teoria

fue ampliada a la teoria conocida como inmunoedicion (Schreiber, Old, and Smyth
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2011), en donde el cancer y el sistema inmune van editandose mutuamente. La

inmunoedicion se divide en 3 etapas:

Eliminacion: En esta etapa el sistema inmunologico elimina a las células
transformadas que reconoce a través de la presencia de antigenos tumorales
o sefales relacionadas a dafio celular. El sistema inmune innato es participe
de la respuesta temprana, sin embargo, es necesario una respuesta
adaptativa por parte de los linfocitos T para lograr la eliminacién efectiva de
estas células transformadas. Asi mismo, se estudio la respuesta que se podia
dar en ratones deficientes de linfocitos T B y NK (Natural Killers, por sus siglas
en inglés) (RAG2-/-; Gen activador de recombinacion 2) encontrandose que
estos ratones desarrollaban con mayor facilidad tumores y que ademas los
tumores eran mas inmunogénicos respecto a los ratones que tenian el gen de
RAG?2 intacto (Swann and Smyth 2007; Rogers et al. 2013; Nanni et al. 2012);
demostrando que los linfocitos T B y NK son importantes en la edicion y
contencion de los tumores (Vigneron 2015). Sin embargo, particularmente para

los linfocitos T, se requiere que se encuentren en un estado activo y funcional.

Equilibrio: En ocasiones las células tumorales no son lo suficientemente
antigénicas para ser reconocidas por el sistema inmunoldgico, por lo que
comienza una etapa de latencia en donde su crecimiento se ve limitado, mas
no impedido, por el sistema inmunoldgico, es decir, se encuentran en equilibrio
con el sistema inmunoldgico, generandose tolerancia inmunolodgica. Esta etapa
es muy importante ya que, el tumor comienza a modelar el microambiente,
modificando las células del tejido cercano a él, generando nuevos vasos
sanguineos y modificando los nutrientes. Esto depende en gran medida del
infiltrado tumoral; se ha observado de manera general en los tumores solidos,
gue un infiltrado alto de linfocitos T CD8+ NK y ydT asi como un bajo niumero
de células derivadas mieloides supresoras (MDSC por sus siglas en inglés) y
linfocitos T reguladores (FoxP3*) mantienen controlado el desarrollo del tumor

y pueden conducirlo a su eliminacion (Miyashita et al. 2015)(Lanitis et al.
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2017)(Binnewies et al. 2018). Cuando esta relacion se invierte, y existe mayor

cantidad de poblaciones supresoras, se dice que el ambiente es pro-tumoral.

Escape: Es la Ultima etapa que contempra esta teoria y sefiala que una vez
que el tumor se ha “editado”. Se desarrolla una respuesta supresora y
antiinflamatoria, lo que favorece el crecimiento y escape del tumor primario del
sistema inmunoldgico. Si células tumorales escapan del tumor primario, se
dice que el tumor es invasivo y maligno, siendo entonces el ambiente tumoral,
asi como el infiltrado celular favorables para el desarrollo de la metastasis. En
esta etapa, los macrofagos antiinflamatorios M2 y fibroblastos asociados a
tumor (TAF por sus siglas en inglés), producen factores pro-tumorales como el
factor de crecimiento vascular endotelial, el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B por sus siglas en inglés) (Kim, Emi, and Tanabe
2006) entre otros. Ademas hay un aumento en la expresion de moléculas
reguladoras de la respuesta inmune como PDL-1 en células presentadoras de
antigenos (Kumar et al. 2016; Marra, Viale, and Curigliano 2019; Ostrand-
Rosenberg and Fenselau 2018) y PD-1 (Programed death 1), CTLA-4 (
Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) y otros receptores de inhibicibn en
linfocitos T, los cuales pueden ser posibles blancos terapéuticos (Catakovic et
al. 2017)(Stanton and Disis 2016; Egelston et al. 2018; Turnis, Andrews, and
Vignali 2015; Burugu et al. 2017)

Debido a que la inmunoedicion participa en la capacidad que tienen los tumores

para volverse malignos, la cuantificacion de células infiltrantes en tumor ha sido

considerado como un biomarcador para conocer el pronéstico del cancer o la

funcionalidad de ciertas terapias dirigidas. Ejemplo de una de las poblaciones que

se cuantifican son los linfocitos T citotoxicos activos (Skriver et al. 2020; Egelston
et al. 2018; Burugu et al. 2017; Loi et al. 2019; Zgura et al. 2018). La informacién

obtenida en este andlisis es llamada marcador inmune (Immunoscore), e involucra

otras observaciones, como el infiltrado de macrofagos, areas necroticas, expresion

de receptores. El immunoscore es dependiente del tipo de cancer (Galon et al.
2016).
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Tabla2. Etapas de la inmunoedicion y células infiltrantes que participan.

CELULAS DEL
SISTEMA INMUNE
QUE PARTICIPAN

ETAPADE
INMUNIEDICION

Linfocitos Thl

NK

Linfocitos

ELIMINACION citotoxicos

Dendriticas
CD8a*CD103*

Macrdéfagos
(principalmente
M1)

EFECTO EN EL INFILTRADO TUMORAL

Coopera con las células dendriticas
activandolas
Reconoce células tumorales por
NKG2D, mediando citotoxicidad.

Desarrolla |a citotoxicidad celular

Presentacion adecuada de antigenos y
respuesta inicial con linfocitos T
citotoxicos

Presentacién de antigenos

PRODUCTOS O
RECEPTORES

IFN-y, FAS-L

TRAIL

Perforina y Granzimas
[FN-y

CCR7

TNFa. IL-8, IL-13

Linfocitos Thl

Linfocitos
citotdxicos

Macrdéfagos
(Comienza un
balance entre

M1/M2d)
Linfocitos Tregs
(en bajas
cantidades)

EQUILIBRIO

Linfocitos Th2

Mantienen un balance con las células
tumorales, destruyendo a las células
inmunogénicas y manteniendo
Unicamente las clonas poco
inmunogénicas

Presentacion de antigenos. Si son M2d
su efecto es protumoral y angiogénico

Supresién de la respuesta
inmunoldgica y progresion tumoral

Evitan la expansion de linfocitos Thi,
dando una respuesta regulatoria. Asi
mismo cooperan para el reclutamiento
de macréfagos M2 (DeNardo et al.
2009)

IFN-y, FAS-L
Aumento en la
expresion de PD-1 CTLA-
4,TIM-3 ,LAG-3

Perforina y Granzimas
IFN-y
Aumento en la
expresion de PD-1 CTLA-
4,TIM-3 ,LAG-3
M1: TNFa. IL-8, IL-1B

M2: TGF-B, VEGF, IL-10

IL-10, TGF-B

IL-4, IL-5, IL-13

Macrdéfagos M2d
principalmente

Linfocitos Tregs
ESCAPE
Células
dendriticas

Células mieloides
supresoras

Provocan inmunosupresion y un
ambiente pro-tumoral. Evitan el
reclutamiento de linfocitos citotoxicos.

Supresién de respuesta de linfocitos T
y progresién tumoral

Supresion de linfocitos Ty generacion
de agotamiento en linfocitos T

Suprimen la respuesta de linfocitos T,
mantienen en la periferia a estos y
generan angiogénesis

TGF-B, VEGF, IL-10
Indolamina-dioxigenasa
1(IDO1)
MMP-9

IL-10y TGF-B
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2.3 Linfocitos T en cancer de mama

A pesar de que el cancer de mama puede clasificarse molecularmente e
histolégicamente, la heterogeneidad del mismo hace dificil su tratamiento. Por
ejemplo, entre los considerados triples negativos, existen al menos 4 variantes
clasificadas por transcriptoma: triple negativo con expresion luminal del receptor a
androgenos, similar a mesenquimal, similar al basal tipo 1 y similar al basal tipo 2
(Lehmann et al. 2016). Estas variantes tienen diferencias en los marcadores, asi
como en el infiltrado de linfocitos T, que es importante para la seleccién de
terapias contra el cancer, ya que de esto depende su efectividad (Seo et al. 2013;
Stanton and Disis 2016; Terranova-Barberio et al. 2020)

Los linfocitos T participan activamente en la respuesta antitumoral, sin embargo,
requieren el funcionamiento adecuado de las células presentadoras de antigeno
(APC) como son las células dendriticas y macrofagos, las cuales montan una
respuesta en los érganos linfoides secundarios (como ganglios linfaticos y bazo)
(Austyn 2001; Lewis, Williams, and Eisenbarth 2019) llevando a cabo una
interaccién conocida como sinapsis inmunoldgica (Figura 3) (Huppa and Davis
2003). Una vez montada la respuesta en estos lugares se puede llevar a cabo una
expansion de linfocitos T CD4* y CD8", los cuales migraran al tumor donde
ocurrird la interacciéon y reconocimiento de células tumorales por los linfocitos
(Cohen and Blasberg 2017)-64 .

Se comenz6 a reconocer la importancia de los linfocitos T desde 1922, donde en
un estudio clinico, se encontré que a mayor infiltrado tumoral de linfocitos T tenian
mayor sobrevida los pacientes con cancer de mama(Sistrunk and Maccarty 1922).
Sin embargo. debido a la gran heterogeneidad que representan los tumores
soélidos, y aun se continta explorando el papel que tienen los linfocitos T en el

cancer.
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Figura 3. Sinapsis inmunolégica necesaria para una correcta respuesta inmunolégica. La
sinapsis inmunolégica es el proceso en donde los linfocitos T (LT) y las células presentadoras de
antigenos interaccionan para generar una respuesta adaptativa. Se compone de 3 elementos: 1.
La interaccion entre el TCR (T cell receptor) y el complejo principal de histocompatibilidad (MHC,
Main Histocompatibility Complex, por sus siglas en inglés) cargado con un péptido. Esta es la
primera sefial y con ella se inicia la sinapsis. 2. La interaccion con moléculas co- estimuladoras o
co-inhibidoras, las cuales pueden definir el destino del linfocito T, generando una célula funcional o
disfuncional. 3. La adhesién celular es necesaria para que la interaccion sea adecuada y pueda
llevarse la activacioén. Las tres sefiales son necesarias para una correcta activaciéon de los LT. LCK,
ZAP70 y PI3K, son proteinas rio debajo de la sefalizacidon del receptor de linfocitos T (TCR, T cell
receptor, por sus siglas en inglés). CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, por sus siglas en
inglés) y SHP-2 se encargan de regular la sefal de activacion del TCR. LFA-1 e ICAM-1 son
moléculas de adhesién caracteristicas de los linfocitos T y las células presentadoras de antigeno.
La respuesta generada tras la sinapsis inmunolégica dependera de las 3 caracteristicas, teniendo
como producto final la activacion del linfocito T con proliferacién y produccion de IL-2, apoptosis,
anergia, tolerancia e incluso agotamiento. Modificado de Huppa, J. B. & Davis, M. M. T-cell-antigen
recognition and the immunological synapse. Nature Reviews Immunology vol. 3 973-983 (2003).

Especificamente, en el cAncer de mama triple negativo en 2013 se observé que un
puntaje alto en el infiltrado de linfocitos T mejoraba la sobrevida en 5 afios en
pacientes diagnosticados con cancer de mama, en comparacién a muestras de
pacientes que tenian un puntaje bajo (Loi, Sirtaine, Piette, Salgado, Viale, Van
Eenoo, Rouas, Francis, Crown, Hitre, de Azambuja, et al. 2013). Asi mismo se ha
observado que el aumentar el 10% de TIL s en los tumores, puede aumentar la

sobrevivencia y el tiempo libre de enfermedad en 20% (Ibrahim et al. 2014) y que
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ademas si el infiltrado tumoral es de CD8*, se tiene una mejor respuesta a la
quimioterapia (Ibrahim et al. 2014) y en su contra parte se asocia a los linfocitos
reguladores FoxP3* con un mal prondstico (Huang et al. 2017).

Por otra parte se ha descrito que existen diferencias en el fenotipo de los linfocitos
T en cancer de mama, siendo los TILs de cancer de mama triple negativo los que
se encuentran mas suprimidos, con mayor expresion de receptores de inhibicion
como PD-1, LAG-3 CTLA-4, menor expresion de citocinas y de contar con una

mayor cantidad de linfocitos reguladores activos(Z. Liu et al. 2018)

Ademas, los linfocitos T deben de localizarse dentro del tumor e interactuar
directamente para que presenten un efecto antitumoral debido a que los tumores
sélidos presentan una matriz extracelular rica en colageno que impide el paso
libre de las células del sistema inmunoldgico(Mrass et al. 2006). Sin embargo, los
tumores pueden suprimir a los linfocitos infiltrantes de tumor, mediante diferentes
procesos; uno de uno de ellos es el agotamiento de linfocitos T (Yi, Cox, and Zajac
2010)

2.4 Agotamiento de linfocitos T.
2.4.10rigen y caracteristicas

El agotamiento de los linfocitos T es un fendbmeno que ocurre tras la exposicion
continua de antigenos por periodos largos de tiempo, se ha descrito
principalmente en infecciones virales y en cancer (Yi, Cox, and Zajac 2010). Fue
definido inicialmente en las infecciones crénicas virales de LCMV (Lymphocytic
choriomeningitis virus por sus siglas en inglés), en donde se observo que los
linfocitos T CD8* disminuian su capacidad de producir citocinas como IFN-y y
moléculas asociadas a la respuesta citotéxica como son granzimas y perforinas(Yi,
Cox, and Zajac 2010). Posteriores se demostr6 que los linfocitos T CD4*
presentaban un fenomeno de agotamiento muy similar a los CD8* (Pauken and

Wherry 2015), consolidando el estado disfuncional en ambas poblaciones.

Posteriormente, en cancer se estudi6 la posibilidad de que los linfocitos llegaran a
un estado similar, ya que los antigenos tumorales se mantienen de forma cronica,
ademas, los linfocitos perdian capacidades funcionales; encontrando un estado
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en donde se pierde gradualmente la expresion de moléculas citotoxicas, la
capacidad de responder y producir estimulos proliferativos como IL-2(Lopez et al.
1998), y tienen un aumento en la expresion de receptores de inhibicion tales como
PD-1, TIM-3 CTLA-4 y LAG-3 (Catakovic et al. 2017), es decir, desarrollaban un
estado similar al agotamiento descrito en infecciones virales, sin embargo, el
contexto celular entre las infecciones virales y el tumoral es muy diferente. Sin

embargo, el fendmeno emergente pareciera ser el mismo (Figura 4).

Infeccidn viral crénica Tumor solido

Tregs MDSC

Sefializacion M2 Hipoxia
inhibitoria
elular y

Sefializacion
inhibitoria

Agotamiento Agotamiento

Figura 4. Factores generales de desarrollo del agotamiento en infecciones virales y en
tumores soélidos. El agotamiento de linfocitos T, es un fenébmeno emergente en donde participan
varios factores, que puede verse acelerado dependiendo del entorno. Particularmente el ambiente
tumoral es un ambiente dindmico, en donde por procesos de perdida de interaccién estromal e
inmunoediciéon, adquiere mecanismos que suprimen la respuesta inmune mas rapido, como son las
sefiales inhibitorias directas que ejerce el tumor como la expresién de PDL-1, el aumento de
citocinas como IL-10 y TGFB, asi como el reclutamiento de extirpes inhibitorias como Tregs y
MDSC. T-regs (Linfocitos T reguladores), MDSC (Células supresoras derivadas mieloides por sus
siglas en inglés), M2 (Macroéfagos tipo 2.)

Las caracteristicas principales del estado agotado de los linfocitos T se muestran
en la Tabla 3. Cabe resaltar que una de las caracteristicas que permite diferenciar

entre otros estados disfuncionales a los linfocitos T es la sobreexpresion de
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receptores de inhibicion (RI’s 6 IR’s, Inhibitor Receptors, por sus siglas en inglés),
por ello se han postulado como biomarcadores para el pronéstico de las diferentes
neoplasias, asi como puntos de control (checkpoints) que pueden ser utilizados
para prevenir o revertir el agotamiento de los linfocitos T.(Otano and Ait-oudhia
2017)

La manera directa para revertir o prevenir el agotamiento de linfocitos T es
mediante el bloqueo de los receptores de inhibicion, los cuales se encuentran
sobreexpresados en esta condicion (Turnis, Andrews, and Vignali, 2016.) En este
sentido se encuentran ya en el mercado anticuerpos contra PD-1y PDL-1, CTLA-4
y LAG-3 (Zou et al. 2019) asi mismo se encuentra en fase clinica 1 un anticuerpo
para bloquear a TIM-3 (Clinical Trials NCI 2019). A pesar de que estos anticuerpos
han demostrado tener un amplio efecto en aumentar la actividad antitumoral de
manera in-vitro, cuando han sido trasladados al uso in-vivo, presentan una amplia
cantidad de efectos adversos (Yao et al. 2018), a causa de que estos receptores
de inhibicion participan activamente en la tolerancia inmunoldgica. Ademas de los
efectos adversos, la inefectividad de la inmunoterapia en la mayoria de las
neoplasias, ha llevado a la investigacion gendmica y epigendmica, tratando de
encontrar la manera de prevenir del agotamiento (Wherry and Kurachi 2015)
(McLane, Abdel-Hakeem, and Wherry 2019).

Tabla3. Caracteristicas principales del agotamiento

Tiempo

Pérdida de de Ganancia
_Tlpo_de Cap_aadgd Marcadores produccién Capamdad Dependencia pérdida de funcion
linfocitos | proliferativa de antitumoral alL-7 elL-15 de o]
citocinas . P expresion
uncion
s TNFa EOMES
n n ) IFNy Baja o sin . . TCF-1
cos sag L';g 43 Granzirr_]a B actividad =l Rl TOX-1
TIGIT Perforina
PD-1 TNFa IL-10
TIM-3 IFNy Baja o sin IL-21
CD4 Baja o nula C'Iz'léﬁ-4 IL-2 actividad No Temprana GATA-3
TIGIT Bel-6
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2.4.2 Desarrollo del agotamiento en linfocitos T.

El desarrollo del agotamiento es gradual. Comienza con el aumento de receptores
de inhibicion y disminucion de citocinas en pocas semanas (al menos se requieren
méas de 2 semana) (Kaech and Cui 2012), y debido a los efectos adversos que
conlleva el uso de anticuerpos monoclonales contra los IR"s (Martins et al. 2019),
se ha tratado de encontrar puntos claves para la prevencion del agotamiento, con
el objetivo de que los linfocitos no alcancen un estado irreversible de re-
activacion, y se vuelvan linfocitos T agotados terminales (Chen et al. 2019; Z.
Zhang et al. 2020) ; se han definido varios factores transcripcionales que juegan
un papel en el destino de los linfocitos T, como son, NR4A TCF-1, NFAT-1, T-bet,
Eomes y TOX 1 (Feng et al. 2018)(Chen et al. 2019)(Y. Wang et al. 2019)(Z.
Zhang et al. 2020)

Se han propuesto estrategias terapéuticas para inhibir o modificar la expresion de
genes debido a que el desarrollo del agotamiento es progresivo. Por ejemplo, esto
se demostré en 2017 con ratones Knock Out (KO) de Dmnt3, una metil transferasa
involucrada en el silenciamiento de genes asociados a la activacion de los
linfocitos T. En ese estudio se encontré que los linfocitos T provenientes de los
ratones KO podian responder de mejor manera a la activacion celular, tras el
bloqueo de PD-1, es decir se reactivaban, caso contrario a los ratones silvestres
(Ghoneim HE, Fan Y, Moustaki A, Abdelsamed HA, Dash P, Dograp 2017).

Otro experimento que ha demostrado que una manera de aumentar la respuesta
citotoxica de los linfocitos T CD8+, mediante cambios epigenéticos fue el realizado
en 2019 , en donde al inhibir al gen EZH2 (que codifica una metil transferasa del
sistema Polycomb), los linfocitos pueden responder de manera in-vitro a un
estimulo inespecifico cronico de manera mas duradera e intensa, es decir,

mantienen un fenotipo efector durante mas tiempo (Kakaradov et al. 2017).

Ademas, se han hecho estudios de redes de activacion e inhibicion en linfocitos T,
en modelos de infecciéon viral e in-silico, encontrando algunos factores de
transcripcion que regulan de manera previa el establecimiento del agotamiento de
los linfocitos T (Bolouri et al. 2019; Chen et al. 2019; Y. Wang et al. 2019; Z. Zhang
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et al. 2020). A partir de estos estudios se ha desarrollado una propuesta en la que
el agotamiento se desarrolla en dos etapas. En la primera etapa, es posible
regresar a los linfocitos a un estado efector y de memoria, mientras que la
segunda etapa se caracteriza porque los linfocitos T adquieren una diferenciacion

terminal, y es imposible modificar su capacidad funcional.

Uno de los factores de transcripcion que ha demostrado participar activamente en
la diferenciacion terminal es TCF1. En estudios in-vivo e in-silico, ha mostrado ser
un regulador que divide a estos dos posibles estados, en donde si se presenta
TCF1, los linfocitos aun pueden re-activarse con inmunoterapia (Chen et al. 2019),

ya que se encuentran en un estado similar a célula troncal (Figura 5).
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Figura 5. Transicién de linfocitos T a linfocitos T agotados. Los linfocitos T desarrollan el agotamiento cursando
por una etapa inicial o precursora, donde existen marcadores de agotamiento, sin embargo,
transcripcionalmente mantienen un estado intermedio, el cual puede ser revertido con inmunoterapia.
Cuando su cambio es ademas transcripcional, cursan por la segunda etapa y en ésta no hay reversion, es
decir, estan en un estado terminal. a. Proceso de agotamiento de linfocitos T con ejemplos de factores de
transcripcion y la expresion de PD-1. Inicialmente los linfocitos T después de una activacion se vuelven
Efectores, los cuales tienen un perfil antitumoral, sin embargo si la presencia del antigeno crénico o se tiene
un ambiente supresor, el linfocito puede presentar agotamiento en una etapa temprana, precursor, el cual
tiene un fenotipo como un linfocito T pero adn conserva su funcionalidad, asi como la capacidad de revertir
este estado y volver a ser efector si es tratado con terapia de bloqueo como aPD-1 0 aPDL-1, sino es el caso y
continua la exposicion, el linfocito entra a un estado terminal e irreversible. b. Existen cambios en la
cromatina de los linfocitos T que permiten. La expresién de moléculas funcionales como Granzima B,
interferén gamma e IL-2, las cuales ayudan a la respuesta antitumoral, sin embargo, cuando se hace el
agotamiento terminal, la expresion de estas se pierde y se gana la expresion de moléculas inhibitorias. Figura
construida de Wherry J. y Kurachi M. agosto 2015, Nature- Review. Molecular and cellular insights into T cell
exhaustion y Ghoneim H. December 2016. Cell. Opinion. Cell-Intrinsic Barriers of T cell based immunotherapy
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En este sentido, actualmente se trata de encontrar biomarcadores que nos
permitan identificar de manera oportuna a las dos clases de linfocitos. Algunos
factores transcripcionales de interés son: OX2, TCF1, EOMES y TOX-1 (Doering
et al. 2012; Bolouri et al. 2019; Chen et al. 2019), debido a que se ha encontrado
qgue controlan el fenotipo de los linfocitos T. Por ejemplo, EOMES regula a Pdcl,

gen que produce al receptor PD-1 (Wu and Shi 2017)

Los linfocitos se encuentran en tejidos donde mantienen una interaccion continua
con todo su entorno mediante sefiales celulares y solubles; es decir, su fenotipo
sera determinado por el ambiente (Fan and Rudensky 2016). En este sentido los
linfocitos T que llegan al agotamiento por causa de una infeccion crénica viral son
diferentes a los que llegan a este estado por un microambiente tumoral, por
ejemplo se ha reportado perdidas de funcién mas rapida en el ambiente tumoral,
cambios epigenéticos, como una mayor apertura en la cromatina para genes como
Pdcly Tcf7, expresion de algunos marcadores como TIM-3y LAG-3 (Wherry and

Kurachi 2015), sin embargo comparten muchas similitudes.

2.4.3 Agotamiento en cancer. Influencia del microambiente tumoral

El cancer es una enfermedad multifactorial caracterizada principalmente por
modificaciones genéticas asociadas al aumento en la proliferacion celular, evasion
de la apoptosis y activacion de genes asociados al crecimiento celular acelerado y
capacidad de invasion a otros tejidos (Hamai et al. 2010). Se necesita un entorno
celular que promueva el cancer, como plante6 Ingber (Ingber 2002) la interaccién
directa del epitelio es un factor esencial para el desarrollo tumoral y para la
metastasis. Es decir, las células transformadas adquieren propiedades
metabdlicas y firmas epigenéticas totalmente diferentes a las células normales
(Paduch 2015); activando factores de transcripcion como HIF-1, aumentando la
expresion de factores de crecimiento como SGF, VEGF o el factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos (GM-CFS) (Schreiber, Old, and Smyth 2011).

Por otro lado, también existen cambios metabdlicos que alteran el microambiente,
el cambio metabdlico mas conocido es el efecto Warburg, donde el metabolismo

glucolitico se realiza por la via anaerobia, produciendo lactato y aumenta el
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consumo de glutamina, aminoacido esencial para la respuesta inmunoldgica, lo
que disminuye la respuesta antitumoral en el entorno (Shah, Wang, and Ma
2020). En conjunto favorece un sistema que desarrolla inmunosupresion, que
favorece el agotamiento de los linfocitos T(J. C. Wang et al. 2018) mediante el

aumento de células T reguladoras.

Asi mismo algunas células tumorales, disminuyen la expresion de moléculas
superficiales, lo cual los convierte en células invisibles para el sistema
inmunologico, ademas algunos tipos de neoplasias, por ejemplo, melanoma y
cancer pulmonar (Lee et al. 2015) expresan CD80 y PDL1, ligandos de los
receptores de inhibicion CTLA-4 y PD-1 respectivamente. Estos RI’s presentes en
los linfocitos T activados, pueden dirigir a los linfocitos a un estado de agotamiento

de manera directa.

El conocimiento del agotamiento de linfocitos T ha permitido tener un nuevo
enfoque en el tratamiento del cancer. Sin embargo, se ha pensado que
Unicamente al bloquear los RI's se puede prevenir el agotamiento (University of
Groningen 2015), lo cual es cierto hasta cierto punto.

Existen 3 ejes principales en el contexto del céncer; alteraciones en tejidos de
desarrollo como cambio en la expresion de moléculas de adherencia u ontogenia,
por ejemplo el aumento de factores de crecimiento (M. Liu et al. 2015; Galon et al.
2016) (M. Liu et al. 2015; duPre’ and Hunter 2007a; S. Yang, Zhang, and Huang
2012), supresion inmunoldgica; mediada principalmente por IL-10 y TGF- (Batlle
and Massagué 2019; Edechi et al. 2019; Standish et al. 2008) y cambios
metabdlicos que generan inmunosupresién como la disminuciéon de glutamina y
arginina o el aumento de lactato y metabolitos de triptéfano y adenosina (Figura 6)
(Wherry and Kurachi 2015).

En conjunto, estas sefiales del ambiente tumoral disminuyen el tiempo necesario
para originar el agotamiento de linfocitos T, ya que se genera sinergismo entre
vias (Kahan, Wherry, and Zajac 2015; Yi, Cox, and Zajac 2010) (Blackburn et al.
2009). Por lo que la complejidad que implica la supresion como son vias
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metabdlicas, incremento de receptores de inhibicion y aumento de estirpes
supresoras, justifica la baja eficacia que presenta la inmunoterapia terapias, pues
la disfuncionalidad del linfocito no s6lo depende de un receptor de inhibicion. Por
otro lado, se hipotetiza que una manera de prevenir el agotamiento es mediante la

identificacion de los factores o componentes principales.

Actualmente hay estudios que demuestran que al inhibir estirpes inmuno
supresoras tales como células mieloides supresores y linfocitos T reguladores, se
puede disminuir el agotamiento (Smyth et al. 2016), por otro lado, mediante lael
uso de ARN interferente de genes asociados al agotamiento se ha encontrado una
disminucién en este fendmeno (Saeidi et al. 2018a). Lo importante es prevenir el

estado disfuncional irreversible.
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Figura 6. Influencia del microambiente tumoral en el agotamiento de linfocitos T. El agotamiento es un
fendmeno evolutivo acelerado por sefiales supresoras. Se ha propuesto modificar estas sefiales, inhibiéndolas
con anticuerpos monoclonales para el caso de PD-1, TIM-3 y otros receptores de inhibicién; mediante
antagonistas para las ecto-enzimas de ATP que generan adenosina, la cual al unirse a su receptor (AR2)
inhibiendo directamente ZAP70 (Blackburn et al. 2009). Asi mismo, el LT no puede ejercer sus funciones por el
secuestro de moléculas como la arginina, el triptéfano y la glutamina. Por otra parte, metabolitos como el
lactato o las ROS generadas por la hipoxia generan supresion activando ERK1 y, en ocasiones, apoptosis de los
linfocitos T, favoreciendo un estado anérgico. Este estado, tras la estimulacion continua del TCR, conlleva al
agotamiento, que si bien, puede caracterizarse membranalmente con los Rls, transcripcionalmente también
se observa un aumento de IRF4, Eomes y TCF-1, con la perdida de Tbet y NFAT-1. Los cambios de estos
factores de transcripcién se ven reflejados en la expresion de integrinas y selectinas como LFA1 y CD44, por
ejemplo, CD44 disminuye la expresion en el agotamiento. Por otro lado, LFA-1 favorece la sefializacién del
TCR mediante el reacomodo del citoesqueleto y el anclaje del LAT-osoma (Rognoni and Walko 2019)(H.
Wang, Lim, and Rudd 2010). y en la expresiéon de receptores de quimiocinas como CXCR3 y CCR1, quienes
dirigen el reclutamiento de linfocitos en sitios inflamatorios.

Otra linea de investigacién para prevenir la disfuncionalidad de los linfocitos T en
cancer es através del uso de adyuvantes inmunologicos, por ejemplo los agonistas

a receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés), en
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este grupo se encuentran los nucléotidos cilcicos para potenciar la respuesta de
genes de respuesta a interferén (Le Noci et al. 2015), LPS (Miura et al. 2016),
AS04 (Ribas et al. 2018), CpG’s (Le Noci et al. 2015), imiquimod (Salazar et al.
2017).

Los inmunopotenciadores se emplean también para mejorar la presentacion de
antigenos, sin embargo, el uso cronico de agonistas de PRR’s puede ocasionar
inmunosupresion por fendmenos compensatorios o regulatorios, por ejemplo las
células dendriticas pueden aumentar la expresion de PDL-1 e IDO al ser

estimuladas crénicamente (Snell, McGaha, and Brooks 2017).

Ademas se ha explorado el uso de agonistas a co-receptores como OX40, CD27,
CD28 y CD40 (Buchan et al. 2015), que han demostrado sinergismo en la
activacion y reversion del agotamiento de linfocitos T. Los linfocitos T revertidos o
revigorizados son linfocitos que tras la modulacion de los receptores de inhibicion,
o través de la activacién de ellos, recuperan la funcionalidad contra las infecciones
virales o los tumores, entre lo que busca es la produccién de citocinas,
citotoxicidad y proliferacion(Hassane 2017; Saeidi et al. 2018), sin embargo, la
reversion del agotamiento no se logra en su totalidad o en ocasiones la terapia no

previene el estado terminal de los linfocitos T (Wang et al. 2018; He et al. 2018).

Para revertir o prevenir el agotamiento existen diversas terapias, como son: el
bloqueo de receptores de inhibicion, a través de anticuerpos monoclonales o
incluso péptidos con afinidad de unién a PDL-1(C. Li et al. 2018) y de esta manera
inhibir la sefializacion de PD-1/PD-L1. También se usan estrategias que involucran
la disminucion o aumento de la actividad de factores de transcripcion, por ejemplo,
el ARN interferente miR-149-3p, disminuye la activacion de FOXP1 quien regula
la expresion de algunos RI's, este estudio fue realizado en células T
intratumorales un modelo de cancer de mama 4T1 (M. Zhang et al. 2019). En
cuanto a potenciar la activacion y funcionalidad de los linfocitos T, el ARN
interferente MiR-155 es un potenciador de Tbet, lo que previene el cambio al
fenotipo agotado y potencia la actividad antitumoral (Martinez-Usatorre et al.
2019).
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Otro enfoque para prevenir el estado de supresion de los linfocitos T es mediante
la activacion de correceptores (mencionado anteriormente) y vias relacionadas al
TCR. Por ejemplo, se ha observado que linfocitos T a con la via PI3K/AKT/mTOR
activa constitutivamente sufren menos la supresion del microambiente tumoral (J.
Sun et al. 2010). Incluso se ha propuesto la eliminacion de estirpes celulares
supresoras y citocinas supresoras para generar una mejor respuesta antitumoral,
posiblemente debido a la prevencion del agotamiento (Law, Valdes-Mora, and
Gallego-Ortega 2020)

2.5.1 Terapia dirigida a PD-1/PDL-1

El agotamiento de linfocitos T produce una pobre respuesta contra virus y
neoplasias debido a que los LT pierden la capacidad citotoxica, funcional y se
vuelven sensibles a sefiales de inhibicion. Una de las primeras moléculas
encontradas en el agotamiento de linfocitos T fue PD-1 (Programmed death -1),
quien se encontraba sobre expresado en LT de ratones infectados con el virus de
LCMV, clona 13, quien causa una infeccion crénica y se ha observado que los
linfocitos perdian su capacidad funcional (Wherry et al. 2007). Poco después, se
definié a PD-1 y a otros receptores de inhibicibn como la caracteristica molecular
del agotamiento, y la manera en la cual se podia diferenciar de otros estados
disfuncionales como senescencia o anergia (Saeidi et al. 2018; Wherry 2011;
Schietinger and Greenberg 2014; Crespo et al. 2013), por lo que el bloqueo a

estos receptores, y principalmente a PD-1 tiene importancia médica.

PD-1 es un receptor transmembranal de 288 aminoacidos, perteneciente a la
familia de los co- receptores de CD28. Tiene dominios de inhibicion de tirosina y
un dominio de unién a la fosfatasa SHP2(Saeidi et al. 2018a)(Inés Vargas-rojas et
al. 2008; Han, Liu, and Li 2020). Es un receptor cuya expresion aumenta tras la
activacion del linfocito T, siendo su funcion principal la tolerancia central y
periférica (Han, Liu, and Li 2020; Schietinger and Greenberg 2014) (Figura?). Sin
embargo, al reconocer a su ligando (PDL-1) en las células tumorales, el efecto que

tiene es de inhibir la respuesta inmune y permitir el desarrollo del tumor.
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Figura 7. Via de sefializacién de PD-1. Al activarse el receptor PD-1 ejerce un efecto directo en la via del TCR,
inhibiendo la activacién y proliferacion de los linfocitos T, cuando esta sefial se prolonga, los linfocitos T
pueden entran en agotamiento (a)lLa activacién de PD-1 lleva a la activacion de CBL-B que puede generar el
desacople y ubiquitinacién del TCR para su degradacion por proteasoma.(b) PD-1 en su parte citoplasmatica
cuenta con dominios ITSM e ITIM que puede reclutar la fosfatasa SH2/SHP2, que puede de-fosforilar a
proteinas claves en la via del TCR como PI3K, AKT LCK y ZAP70 . (c) Asi mismo se lleva a un arresto celular por
la activacion de BATF que tiene un efecto directo sobre las cinasas de ciclinas CDK2 y CDK4. (d) La activacion
del TCR lleva la activaciéon de NFATC1 y FOXO1 quienes regulan la expresién de Pdcd1 (gen de PD-1), por lo
que al activarse el TCR se activa un sistema de regulacién de la respuesta inmunoldgica. Imagen modificada
de Saeidi, A. et al. T-cell exhaustion in chronic infections: Reversing the state of exhaustion and reinvigorating
optimal protective immune responses. Front. Immunol. 9, 2569 (2018).
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Ademas se han propuesto esquemas de terapia conjunta, por ejemplo el uso de
anticuerpos monoclonales contra CTLA-4 (T. Sun et al. 2020), TIM-3 (Sakuishi et
al. 2010), LAG-3 (Burugu et al. 2017), vacunacion con antigenos tumorales,
citotéxicos, y citocinas como IL-2, e interferones, logrando una mejor respuesta
antitumoral (Lee et al. 2015) (Anderson, Stromnes, and Greenberg 2017) (Barriga
et al. 2019; T. Sun et al. 2020; Gilad et al. 2019). En conjunto, se busca modificar

el microambiente tumoral y de esta manera disminuir la supresion generada.

Especificamente en cancer de mama se han explorado los linfocitos T infiltrantes
de tumor (TILs, por sus siglas en inglés) y la expresion de PD-1, encontrando que
el subtipo de cancer de mama que presenta mas agotamiento es el triple negativo,
teniendo ademas una mayor expresion de PDL-1 con un 32% de los casos en un
estudio en pacientes diagnosticados con cancer de mama (Shi et al. 2018).
Actualmente se ha tratado de utilizar inmunoterapia dirigida PD-1 con el objetivo
de reactivar a los linfocitos T agotados, obteniendo resultados prometedores para
el cancer de células pequeiias de pulmén, carcinoma renal, cancer de

cuello/cabeza y cancer de mama (Lee et al. 2015).

2.5.2 Terapia con péptidos pequefios e inmunopotenciadores

La terapia antitumoral basada en péptidos, se fundamenta en la actividad
citotoxica, anti-angiogénica e inmunopotenciadora que pueden ejercer algunos de
ellos en el ambiente tumoral. De manera general, tales moléculas son péptidos
pequefios de 10-60 aminodcidos, los cuales pueden estar cargados positivamente,
lo que les confieren caracteristicas que pueden desestabilizar la membrana celular
(Saeidi et al. 2018a) . De hecho, muchos péptidos con actividades antitumorales
han sido descritos como antimicrobianos, antivirales o antiparasitarios, por lo que
son tambien llamados péptidos de defensa al hospedero (HDP’s por sus siglas en
inglés) (Hoskin and Ramamoorthy 2008).

El uso de los péptidos tiene varias ventajas respecto a la quimioterapia y la
inmunoterapia como es la capacidad de penetracion en el tejido (Soman et al.
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2009; Madera and Hancock 2012) y el bajo costo (Hilchie, Hoskin, and Power
Coombs 2019; Shoombuatong, Schaduangrat, and Nantasenamat 2018), sin
embargo los péptidos actuales son muy caros. Otros peptidos son
inmunopotenciadores, y generan un aumento en las funciones efectoras del
sistema inmunologico. Son clasificados como un tipo de adyuvante, por ejemplo, el
lipopéptido AS04 potencia la respuesta innata a través de la estimulacion del
receptor TLR4 (Didierlaurent et al. 2009).

En este sentido, existen péptidos pequefios de 9-25 aminoacidos que pueden
interaccionar de manera directa con las moléculas del MHC-I o I, generando el
aumento de la respuesta inmunolégica contra el cancer (Schultze and
Vonderheide 2001; Rozanov et al. 2018; Mahdavi and Moreau 2016). Por ejemplo,
los péptidos expresados por células tumorales son tomados como base para la
generacion de péptidos con capacidad inmunopotenciadora y antitumoral
(Didierlaurent et al. 2009) (Schultze and Vonderheide 2001; Peoples et al. 1995).
Sin embargo la heterogeneidad de los tumores convierte a las vacunas tumorales
en una terapia limitada debido a que los péptidos que inicialmente sirvieron como
vacuna, con el tiempo ya no tienen un efecto antitumoral (Arbiser, Bonner, and
Gilbert 2017; Feng et al. 2018).

Ademas se ha intentado aumentar la variedad de péptidos administrados con el
objetivo de disminuir la pérdida del efecto antitumoral y potenciar la respuesta
inmunolégica y disminuir el efecto de la heterogeneidad de los tumores, aunque se
ha observado que la respuesta inmunolégica no siempre se potencia y en

ocasiones se neutraliza (Slingluff 2011).
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lll.  Antecedentes
3.1 Péptido GK-1 (Goar/Karen — 1)

Lo que vemos cambia lo que sabemos.
Lo que conocemos cambia lo que vemos
J. Piaget

3.1.1 Identificacion del péptido

GK-1 es un péptido de 18 aminoécidos derivado de KETc7, una proteina
expresada en el tegumento de parasitos como Taenia solium y Taenia crassiceps.
Inicialmente Sciutto y colaboradores buscaban desarrollar una vacuna contra
cisticercosis. Durante el transcurso de esas investigaciones se identifico el péptido
recombinante KETc7 con un potencial inmunogénico. KETc7 es un péptido de 100
amino acidos sintetizado a partir de una biblioteca de cDNA de Taenia crassiceps.
Su secuencia fue analizada en busca de epitopes inmunogénicos y con base en
este analisis, se seleccionaron 3 regiones altamente inmunogénicas que se
denominaron: GK-1, GK-2 y GK-3 (Gevorkian et al. 1996).

Los 3 péptidos fueron evaluados in-vivo en un modelo de cisticercosis murina,
resultando GK-1 el péptido que conferia mayor proteccion en contra la infeccion y
desarrollo de la cisticersosis murina (Gevorkian et al. 1996). Asi mismo, en
experimentos in-vitro, se encontrd que linfocitos T de bazo estimulados con GK-1
aumentaban su capacidad proliferativa y produccion de IFN-y e IL-2 (Segura-
Velazquez et al. 2009)(R. Segura-Velazquez et al. 2006a)

3.1.2 Caracterizacion de sus propiedades inmunomoduladoras

Desde su descubrimiento se observd que GK-1 inducia proteccion contra
cisticercosis aun en ausencia de algun adyuvante (R. Segura-Velazquez et al.
2006a; Gevorkian et al. 1996). Esta observacion llevd a proponer que el péptido
podia exhibir capacidad adyuvante intrinseca, potenciando la respuesta
inmunologica. Se evallo entonces su capacidad como adyuvante co-administrado
con la vacuna contra influenza. Los resultados sefialaron que GK-1 aumentaba la

proteccion inducida por la vacuna en ratones viejos y jovenes y, ademas,
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aumentaba los niveles de anticuerpos en ratones viejos (R. Segura-Velazquez et

al. 2006a; René Segura-Velazquez et al. 2009).

En este contexto se investigd el posible mecanismo que podria estar involucrado,
y se observo que GK1 aumentaba la activacion de células dendriticas in-vivo e in-
vitro; aumentando la produccion de IFNy, TNFa y MCP1, asi como la expresion de
moléculas coestimuladoras tales como CD80 y CD86 (Segura-Velazquez et al.
2009) . Asi mismo en 2018 se defini6 que GK-1 puede perfilar a los macréfagos
peritoneales a un estadio tipo M1, acompafiado de un aumento en la produccion
de NO, CCL3 y TNFa, mostrando que ademas de activar a las células dendriticas,
puede activar a macréfagos peritoneales (Sanchez-Hernandez et al. 2018). Con
base en este antecedente, se abordo el estudio de las vias de sefalizacion que
podrian estar activandose, encontrando que la adicion de GK-1 activa una via de
sefalizacion que depende de MyD88, MAPKa y NFkB, posiblemente a través de
un receptor TLR (Montero et al. 2020).

Interesantemente, durante los estudios de los efectos de GK-1 como adyuvante de
la vacuna de influenza, se observo en los cortes histolégicos de pulmén un mayor
infiltrado celular en el parénquima pulmonar, lo cual fue asociado a una mayor
proteccién contra la influenza (R. Segura-Velazquez et al. 2006). Por otro lado,
también se observé que el tratamiento disminuia la presencia de adenocarcinomas
pulmonares en ratones viejos en este mismo modelo de influenza (Informacion no
publicada). Se ha reportado que los ratones BALB/CANN de méas de 18 meses
desarrollan este tipo de neoplasia con en una frecuencia de 20/100 (Stoner and
Shimkin 1982). Notoriamente, los ratones tratados con GK-1 a una dosis de
2.5mg/Kg durante un régimen de inmunizacion de 21 y 48 dias, presentaron
tumores de menor tamafo respecto a los no tratados. Estas evidencias sugirieron
que GK-1 podria presentar capacidad antitumoral, capacidad que podria residir en
las propiedades inmunoestimuladoras. Los efectos de GK-1 que han sido descritos

se resumen en la Figura 8.
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3.1.2 GK-1 como inmunopotenciador contra el cancer

Considerando la disminucion de tumores pulmonares, se propuso evaluar el efecto
de GK-1 en un modelo de melanoma murino con la linea B16-F10, debido a que
esta linea genera metastasis pulmonar (Fowlkes et al. 2019). La administracién de
GK-1 en una dosis de 2.5mg/Kg cada 14 dias de manera peri-tumoral en los
tumores aumentaba la sobrevida en un 42% y el crecimiento del tumor era menor
respecto a los ratones tratados con solucién salina isotonica (SSI) (Pérez-Torres et
al. 2013). En este mismo modelo se evalu6 el efecto de GK-1 en conjunto con un
anticuerpo monoclonal anti PDL-1, observando que el tratamiento, aumenté la
sobrevida de los co-tratados con GK-1 respecto a los tratados con SSI o con anti

PDL-1 unicamente (Vera-Aguilera et al. 2017).

Considerando estos antecedentes se continu6 estudiando los posibles
mecanismos que median la actividad antitumoral de GK-1. Partiendo de que GK-1
puede activar a los linfocitos T y células presentadoras de antigenos, se propuso
que GK-1 podria estar interviniendo en el proceso de agotamiento de linfocitos T.
Lo cual se fortaleci6 en 2019, donde en el modelo de melanoma con la linea
B16F0-OVA, encontraron que GK-1 potencia la respuesta de linfocitos T CD8+ y
que ademas disminuye la expresion de PD-1 en linfocitos extraidos de tumor
(Rodriguez-Rodriguez et al. 2019).

Paralelamente, se estudio el efecto de GK-1 sobre otra neoplasia con metastasis
pulmonar e importancia médica: el cancer de mama triple negativo, generado a
través de la linea 4T1. En este trabajo se encontré que el tratamiento con GK-1 a
una dosis de 5 mg/kg administrado 3 veces cada 7 dias, aumentaba la sobrevida
de los ratones tratados con el peptido de manera intravenosa, disminuyendo el
tamafio tumoral y la macro-metastasis pulmonar caracteristica de este modelo
(Torres-Garcia et al. 2017). Asi mismo se encontré disminucidn en los niveles de
citocinas como CCL-2 CCL-3 y CXCL-9 en pulmon, asociadas al reclutamiento de
macrofagos del tipo M2 y de células derivadas mieloides supresoras (House et al.
2020; Qian et al. 2011; Lindau et al. 2013)
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Con estos antecendentes este trabajo tuvo el objetivo de evaluar la posibilidad de
que GK-1 afecte el fendmeno de agotamiento de linfocitos T en el cancer de
mama, y de esta manera consolidar la hipétesis de que su mecanismo de accion

es modular la respuesta inmunoldgica.
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Figura 8. Efectos inmunomoduladores de GK-1 comprobados en distintos modelos. GK-1 es un
inmunomodulador proveniente del clister KETc7 del pardsito T. crassiceps, el cual ha mostrado efectos
inmunopotenciadores in-vivo e in-vitro, (lineas azules), lo cual ha fortalecido la idea de su potencial
antitumoral. Ademds, GK-1 ha demostrado sus propiedades antitumorales en dos modelos de cancer murino;
mama triple negativo y melanoma metastasico, con las lineas 4T1 y B16-F10 respectivamente (lineas verdes).
Encontrando aumento en la sobrevida y reduccion del tamafio tumoral de manera significativa.
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V. Justificacidon
El cancer de mama es uno de los problemas principales de salud debido a su alta

tasa de incidencia y mortalidad en mujeres. La limitada terapia que existe para el
cancer de mama triple negativo y lo costoso que puede ser la inmunoterapia, deja
un margen estrecho para el tratamiento de este tipo de neoplasia. El presente
estudio pretende contribuir con el conocimiento de los mecanismos que median la
actividad anti-tumoral de GK-1, tomando como antecedente sus propiedades
inmuno-potenciadoras, soportando la idea de que GK-1 podria prevenir la
generacion del agotamiento dado que una de las cuasas es la inmunosupresion
generada. Esta informacién podria servir para consolidar sus efectos antitumorales

y proponerlo como una terapia adyuvante para el tratamiento del caAncer de mama.

V. Objetivos
5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del tratamiento de GK-1 intravenoso en la prevencion del
agotamiento de linfocitos T CD4* y CD8* en bazo, linfonodo y tumor en el modelo

de cancer de mama murino inducido por células 4T1.

5.2 Objetivos particulares

En ratones tratados y no tratados con GK-1:

e Cuantificar las poblaciones linfocitarias CD4*, CD8" y Tregs en bazo,
linfonodo y tumor primario en distintos tiempos: 7, 14, 21 y 28 dias
posteriores al tratamiento.

e Cuantificar la expresion de PD-1 en linfocitos efectores (CD3+ CD44+
CD62L-) CD4* y CD8* para evaluar el posible estado de agotamiento de los
linfocitos T, y evaluar si el tratamiento con GK-1 previene el agotamiento.

e Evaluar la capacidad citotoxica de linfocitos T CD8* de tumor en un cultivo
mixto con células 4T1, mediante la liberacién de calceina y su cuantificacion

de la calceina en sobrenadante.
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e Medir la produccion de IFN-y, IL-2 y Granzima B (GZB) en linfocitos T CD8*
y CD4* asociada al tratamiento con GK-1, para conocer su estado

funcional.

V. Hipotesis

El tratamiento con GK-1 por via endovenosa en ratones con cancer de mama
inducido por la inoculacién de células 4T1 disminuird el crecimiento tumoral
reactivando la actividad de los linfocitos T citotoxicos y reduciendo el agotamiento

en linfocitos T.

VI. Materiales y métodos
Ratones

Se utilizaron ratones hembras BALB/cAnN de 4 a 6 semanas de edad, producidas
en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional
Auténoma de México, se mantuvieron en la sede 2 del Instituto de Investigaciones
Biomédicas 1 semana antes de la implantacion y manipulacion. Se les proporciono
alimento y agua durante todo el tiempo del desarrollo del experimento con

condiciones controladas de ciclos de luz y temperatura controlada.

Consideraciones éticas

Los animales fueron monitoreados durante el tiempo del experimento hasta su
sacrificio, se registr6 el comportamiento de los ratones 3 veces a la semana,
teniendo en cuenta el aspecto del pelo, bigotes, movilidad que tenian, asi como si
tenian cambios en el peso. Los sacrificios se realizaron con una sobredosis de

Sevofluorano como anestésico general seguida de dislocacion cervical.
GK-1

El péptido de 18 aminoacidos GK-1 (GYYYPSDPNTFYAPPYSA), fue comprado
de USV, LTD Mumbai Maharashtra India (lote RD0O001). La pureza del péptido fue
evaluada por cromatografia de fase reversa con una columna de C18. Para su
administracion el péptido se disuelve en solucion salina isoténica en una

concentracion de 1mg/mL.
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Linea celular 4T1

La linea celular 4T1 se compro de la ATCC (American Type Culture Collection),
Manassas VA. Se hizo crecer en medio RPMI-1640 (Gibco) suplementado con
10% de suero fetal bovino inactivado (Gibco) con 1% de penicilina y
estreptomicina (Gibco). Las condiciones de cultivo fueron: temperatura de 37°C
con una humedad relativa de 95% y 5% de CO:2.El cultivo al alcanzar una
confluencia de al menos 85% fueron despegadas de las cajas, adicionando
tripsina al 0.05% y EDTA al 0.5mM (Gibco) durante 5 minutos. Las células
despegadas fueron lavadas dos veces con SSI o amortiguador salino de fosfatos

(PBS por sus siglas en ingles).

Implantacién de células 4T1

Los ratones fueron implantados via subcutdneamente en el cojin mamario inferior
con 1,000 células 4T1 viables. Las células viables fueron reconocidas mediante el
método de exclusion de azul tripan, fueron re suspendidas en 50uL de solucién
salina estéril en una concentracion de 1,000 células /50uL. Los ratones fueron
revisados 3 veces a la semana, monitoreando el crecimiento tumoral, asi como la
condicién general del raton. El volumen tumoral fue calculado con la siguiente

formula.

nLW?
6

Volumen(mm?3) =

Donde L es el lado mas largo del tumor y W el lado mas corto del tumor. El
desarrollo del tumor fue entre el dia 15 y 21 posterior a la implantacién. Una vez

detectado el tumor (Lmmx1mm) se administré SSI o GK-1 i.v. segun fuera el caso.

Grupos experimentales

Se formaron 3 grupos de trabajo, ratones implantados y administrados con GK-1,
ratones implantados y administrados con SSI (Control) y un grupo que no fue
implantado (Sin tumor). Al grupo GK-1, se le administro GK-1 en una dosis de
0.005g/kg (100ug) re suspendidos en 100uL de SSI, administrandose

semanalmente, dando un méaximo de 4 administraciones. La primera dosis fue
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administrada cuando el tumor fue palpable (Immx1lmm), siendo este el dia 0. El
grupo control de tratamiento, se le administr6 100uL de SSI semanalmente con el
mismo criterio de iniciacion. Al grupo sin tumor no se le administr6 nada, pero se

mantuvieron los mismos cuidados de los demas ratones.

Cuantificacién de poblaciones de linfocitos T

Se cuantificé la cantidad de linfocitos T en bazo, linfonodo y tumor en un periodo
de 28 dias post tratamiento (dpt), se analizé el comportamiento de los linfocitos T
cada 7 dias analizando 6 ratones por grupo de tratamiento y 3 del grupo sin tumor,

para observar los cambios que ejercid GK-1 en el infiltrado linfocitario.

Se extrajeron, pesaron y maceraron bazo, linfonodo y tumor, se filtr6 el macerado
a través de una malla de 70um de poro. Se adicion6d buffer de lisis de eritrocitos
(NH4 160mM) durante 5 min a 4°C. Se cuantificaron las células extraidas por cada
organo y se evalud la viabilidad de las células con azul tripan, teniendo una
viabilidad mayor al 95%. Se tifieron 1x10° células para identificar linfocitos T

efectores y 1x10° T reguladores FOXP3*.

Los anticuerpos utilizados para el panel de linfocitos T efectores fue: CD3/APCCy-
7 (17A2/lgG2bk) CD4/FITC (GK1.5/IgG2bk), CD8/PerCP (53-6.7/gG2ak),
CD44/APC  (IM7/lgG2ak), CD62L/AF700 (MEL-14/1lgG2ak), PD-1-PECY7
(29F.1A12/1gG2ak). Los anticuerpos utilizados para el panel de linfocitos T
reguladores fue: CD3/APCCy-7 (17A2/IgG2bk) CDA4/FITC (GK1.5/19G2bk),
CD25/biot (7D4 /IlgM), Estreptoavidina /APC (cat. 405207), FOXP3-PE (FJK-
16s/1gG2k).

Para su lectura en el citometro se fijaron las células con p-formaldehido al 4%,
para las tinciones intracelulares, las células fueron permeabilizadas con el kit de
BD CytoFix/CytoPerm. La obtencion de datos fue realizada en un citometro NexT
Attune, con dos laseres (Rojo y Azul) y 7 canales de lectura. Los datos fueron

analizador utilizando el software FlowJo X.
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Extraccion de células mononucleares de tejidos

Para los ensayos funcionales de citotoxicidad y activacion celular, se extrajeron las
células macerando los tejidos en una malla de 70um, posteriormente se hizo pasar
la suspension por un filtro de 50um. Con esta suspension celular se realizd una
separacion por gradiente de densidad con Ficoll Plaque- Plus ® de acuerdo al
inserto para obtener células mono-nucleadas. Se realiz6 el conteo celular

contando células viables a través del método de exclusion de azul tripan.

Citotoxicidad de linfocitos T CD8+ extraidos de tumor

Se evalud la actividad citotéxica que tienen los linfocitos T CD8+ extraidos de
bazo y tumor, purificados mediante gradiente de densidad y sorting con el
citometro FACS® ARIA (utilizando una seleccién positiva para CD3* CD8*) la
eficiencia fue mayor 95% y una pureza posterior al sorting mayor al 95%. Las
células fueron co-cultivadas con la linea celular 4T1 previamente tefiida con
calceina AM (Life Technologies, Carlsbad, CA, Cat. C1430) en una concentracion

de 1uM durante 30min.

Los linfocitos purificados de tumor se cultivaron en una relacion 1:1 con células
tumorales, mientras que los linfocitos de bazo fueron cultivados en una relacién
5:1. El cultivo se incub6 durante 4hr en medio RPMI + SFB 10% a 37°C 5% CO2,
transcurrido el tiempo se centrifugo y se recupero el sobrenadante para el analisis
por fluorometria (Ex:470nm/ Em: 535), obteniendo la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de 100uL de sobrenadante durante 5 minutos en un equipo
Synergy H1 Biotek®. Se obtuvo el procentaje de citotoxicidad con base al control
de liberacion maxima (Las células tumorales tefiidas y tratadas con Triton al 0.1%

durante 45 minutos).

[(Fluorescencia prueba-Fluorescencia control negativo)/(Fluorescencia maxima —Control

negativo)] x 100.

El boton de células del cultivo fue re suspendido y analizado a través de
citometria de flujo en un citometro Attune NXT, comparando el % de células con
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fluorescencia y sin fluorescencia. La calceina se excita con el laser azul a 488nm.

Los datos fueron analizados con el software FlowJo X

[(Células fluorescents en el control negativo—Células fluorescents en la prueba)/(células

fluorescentes en el control negativo)] x 100.

Produccion de citocinas y proteinas de activacion de linfocitos T

Se evalud la capacidad funcional de los linfocitos T extraidos de bazo y tumor,
fueron estimuladas con Leukocyte Activation Cocktail, with BD GolgiPlug™
(PMA/lonomicina + Brefeldina) utilizando 1uL de activador por cada 1x10° células,
en placas de 96 pozos: La incubacion fue realizada a 37°C con 5% CO2 durante 6
hrs. Transcurrido el tiempo las células fueron lavadas y fijadas con BD
Cytofix/Cytoperm™ durante 45 min a 4°C. Transcurrido la incubacion, las células
se lavaron y tifieron con: CD3/APCCy-7 (17A2/1gG2bk) CD4/PE-Cy7(RM4-
5/IgG2bk), CD8/PerCP (53-6.7/IgG2ak), IL-2-AF488 (JES6-5H4/IgG2bk), IFN-g-
APC (XMG1.2/ IgG2a) y Granzima B- PE (QA16A02IgG2b). Transcurrido el tiempo

fueron analizadas por citometria de flujo.

Analisis estadistico

Se evalu6 la normalidad de los datos a través de una prueba de Kolmogorov-
Smirnov, realizando pruebas no paramétricas a los datos sin normalidad. Para
comparar la progresién tumoral, expresion de PD-1 y citotoxicidad, se utilizé U-
Mann Withney a dos colas para cada semana. Para la comparativa del area bajo
la curva, se utilizd una prueba de Kruskal-Wallis. Para el andlisis de produccion de
citocinas, se utilizo una MANOVA con una comparativa de T-cuadrada de
Hotelling, utilizando el porcentaje de células como la produccién de citocinas como
variables dependientes. Se considerd diferencia estadisticamente significativa
cuando p fuera menor a: 0.05 *, 0.01 ** 6 0.001***, En el armado de clusters se
utilizo un andlisis no supervisado de medias y desviacién (K-means). Los analisis

estadisticos se realizaron en GraphPad Prism 7.0 o R-Studio 1.3
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VIl. Resultados

La naturaleza nos ofrece las semillas del conocimiento,
no el conocimiento mismo.
Séneca Lucio

7.1 GK-1 Disminuye el desarrollo tumoral y macrometastasis pulmonar

Para evaluar el efecto antitumoral que tiene GK-1 en el modelo murino de cancer
de mama inducido por las células 4T1, se realiz6 un estudio cinético observando el
crecimiento tumoral durante 28 dias post-tratamiento (dpt). Como puede
observarse en la Figura 9a, el tratamiento de GK-1 (100ug por raton) fue
administrado i.v. al detectar el tumor (Immx1mm) en la glandula mamaria y cada 7
dias posteriores. Se realizaron observaciones del crecimiento tumoral 3 veces a la
semana y cada 7 dias se sacrificaron ratones para evaluar el peso del tumor y
bazo, ademas de extraer organos donde se ha reportado la aparicion de
metastasis (Pulaski and Ostrand-Rosenberg 2000; Paschall and Liu 2016), dando
principal importancia a los pulmones, ya que en éstos, la aparicion de

macrometastasis es clara.

Se encontrd que el tratamiento con GK-1 disminuye el crecimiento tumoral a partir
del 14 dpt, ademas se realiz6 un ajuste lineal para conocer la tasa de crecimiento
entre los dos grupos, encontrando que las pendientes son significativamente
diferentes, siendo el grupo tratado con GK-1 el que tuvo un crecimiento mas lento
(Figura 9b y Suplementaria 1). Asi mismo el peso tumoral muestra una
disminucién significativa desde el 14 dpt (Figura 9c). Por otra parte, el peso del
bazo fue significativamente menor al 21 dpt, mostrando una relacion entre la
esplenomegalia y el crecimiento tumoral, lo cual se ha observado en otros
estudios similares (Figura 9d) (M. Liu et al. 2015; duPre’ and Hunter 2007a)
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Figura 9. GK-1 Disminuye el desarrollo tumoral del modelo 4T1 de cancer de mama murino.
a. Disefio experimental realizado indicando el nimero de dosis y tiempo en el cual se administrd (GK-1 o SSI)
i.v. El inmunofenotipo y el desarrollo tumoral fueron monitoreados a lo largo de los 28 dpt, mientras que los
ensayos funcionales a los 21-28 dpt. b. Se midié el tumor en ancho y largo para el célculo del volumen
siguiendo la formula mencionada en metodologia. GK-1 disminuye el crecimiento tumoral a través del tiempo
en comparacién al control, las mediciones se realizaron antes del sacrificio del ratén. Se realizé un analisis de
regresion lineal: tratados con GK-1 (= = *) o control (= = «); siendo menor el crecimiento en los ratones
tratados con GK-1. Se disectaron los ratones extrayendo el tumor y bazo para su posterior peso. c. GK-1
disminuye el peso del tumor primario extraido al dia del sacrificio. d. GK-1 disminuye el peso del bazo
extraido. Las barras muestran error estandar (SEM). Se aplicé una prueba U de Mann Whitney a dos colas con
un a=0.05. * p<0.05 ** p<0.01. Por cada 7 dpt: Control (n=6); GK-1 (n=6); Sin tumor (n=3).
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Ademas, el tratamiento con GK-1 redujo significativamente la macrometastasis
pulmonar, criterio importante para evaluar el desarrollo de este modelo. GK-1
mantuvo a la mayoria de ratones libres de macrometastasis pulmonar (Figura 10),
lo que muestra la capacidad de GK-1 de evitar la progresion tumoral.

d Pulmon C
70+ 21 dias post tratamiento 28 dias post tratamiento
» 601
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9 40
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G 8
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Figura 10. GK-1 Disminuye la macrometastasis pulmonar en el modelo de cancer de mama
inducido por 4T1. a. Se graficé el promedio de las macrometastasis pulmonares a través de los 28 dias
post-tratamiento, b. Asi como el nimero de ratones con metdstasis o libres de metdstasis por dia de estudio.
c. Se observan pulmones representativos de los dias 21 y 28 posteriores al tratamiento. GK-1 mantuvo sin
macrometastasis hasta el dia 28, en donde sélo dos ratones presentaron tumores muy pequefios o con alguin
foco aislado. Los tumores son sefialados con cabezas de flecha rojas. Para la fotografia de 28dpt los tumores
son notorios sin los sefialamientos. Las barras muestran error estandar (SEM). Se aplicé una prueba U de
Mann Whitney a dos colas con un a=0.05. * p<0.05 ** p<0.01. Por cada semana: Control (n=5); GK-1 (n=5).
Ademas, se realizd una Chi-cuadrada (p=0.032) para el analisis de frecuencia encontrando diferencia
significativa desde el dia 21 post-tratamiento.
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7.2 GK-1 aumenta la cantidad de linfocitos T extraidos de tumor

Para evaluar el efecto inmunopotenciador de GK-1 en el modelo 4T-1, se realiz6
un estudio cinético para evaluar las poblaciones de linfocitos T (LT). Los LT-CD4*
y LT-CD8"* efectores (CD3*, CD44* y CD62L") tienen participacion directa en la
eliminacion del tumor primario, por lo que su cantidad infiltrante es muy
importante; por otro lado, los LT reguladores (Treg) participan en la
inmunosupresion y el escape del tumor, incluso la relacion entre LT-CD8+ y LT-reg
es utilizado como un biomarcador de prondstico (X. Yang et al. 2017; Ibrahim et al.
2014) (Huang et al. 2017; Viana et al. 2015)

Las poblaciones linfocitarias efectoras y supresoras se evaluaron en bazo,
linfonodo y tumor primario (La estrategia de analisis se muestra en el anexo 1
Estrategia de analisis). Las observaciones se realizaron cada 7 dias. Se encontrd
gque GK-1 aumenta la cantidad de LT en comparacién al control, siendo la
diferencia méas importante en tumor primario (Figura 11), lo cual sugiere una mejor
respuesta antitumoral. Por otro lado, la relacion entre LT-CD8+ y LT-reg, marcador
utilizado como parte del Immunoscore, se encuentra incrementado en los ratones
trataods con el péptido GK-1, lo que se podria correlacionar con mejor prondstico
(Figura 12).
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Figura 11. GK-1 aumenta la cantidad de linfocitos T efectores en 6rganos linfoides y tumor.
Cuantificacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ provenientes de una seleccion previa de CD3*CD44* CD62L". Los
tejidos fueron extraidos y disgregados para la optencién de linfocitos T como lo indica material y métodos

En los tres tejidos existe un aumento significativo de LT a los 28 dpt, siendo el aumento mas significativo el
de los LT-CD8" en tumor. Graficas con media y error estandar (SEM), para el aumento relativo % se considerd

la siguiente ecuacion: A% =

(Valor GK1— x SSI)
x SSI

x100 ; donde el valor de GK-1 es el valor obtenido por cada

raton, y x SSI es el promedio del valor obtenido en los ratones control. Se aplicé una prueba de U Mann
Whitney a dos colas con una a=0.05. * p<0.05 ** p<0.01. Por cada 7 dpt: Control (n=6); GK-1 (n=6)
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Figura 12. GK-1 Aumenta la relacién CD8*/ T reg en tumor de manera significativa. Relacién
entre CD8+ y LT-reg (Tregs) en bazo, linfonodo y tumor. La relacién entre estas poblaciones en bazo vy
linfonodo son muy similares, sin embargo, en tumor ocurre un aumento significativo al dia 21 y 28 dpt. Las
graficas con media y error estandar (SEM). Se aplicd una prueba U de Mann Whitney a dos colas con un
a=0.05. * p<0.05 ** p<0.01. Por cada 7dpt: Control (n=6); GK-1 (n=6). Para el indice de CD8/Tregs, se dividid

el valor obtenido de (CD8* por g de tejido) / (Tregs por g de tejido)
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7.3 GK-1 Disminuye la expresion de PD-1 en linfocitos efectores.

El agotamiento de linfocitos se caracteriza por el aumento de la expresién de
receptores de inhibicién, PD-1 es el receptor clasico para definir el agotamiento.
Se evalud la expresion de PD-1 mediante la gMFI (Intensidad media geométrica
de fluorescencia) en los linfocitos T efectores a través de 28 dpt en bazo, linfonodo
y tumor, con el objetivo de conocer su estado funcional. Se encontr6 que GK-1
previene la sobreexpresion de PD-1 en los LT en tumor de manera significativa al
28 dpt (Figura 13), es decir mantiene a los linfocitos en un estado potencial capaz

de expresar actividad antitumoral.

Asi mismo se calculo el area bajo la curva de la expresion de PD-1 a lo largo de
los 28 dpt. con base a que un ligero cambio a lo largo del tiempo si puede ejercer
modificaciones en la respuesta inmunolégica; mostrando que hay una menor
expresion de PD-1 en bazo, ganglio y tumor en comparacion al control. Ademas, la
expresion de PD-1 en ratones tratados con GK-1 es similar a la expresion basal

que tienen los linfocitos T efectores de ratones sin tumor (Figura 13c)
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Figura 13. GK-1 disminuye la expresion de PD-1 de manera significativa en linfocitos T
efectores. Cuantificacion de la expresion de PD-1 en linfocitos T efectores (CD3*CD44*CD62L°) extraidos de
bazo, linfonodo y tumor tras la disgregacién de los tejidos. a. Expresién de PD-1 en LT-CD4* efectores, se
muestra una disminucion al dia 28 dpt. b. Expresién de PD-1 en LT-CD8+ efectores, se muestra una
disminucién desde el dia 21 dpt. Las graficas son el promedio y las barras muestran error estandar (SEM). Se
aplicd una prueba U de Mann Whitney a dos colas con un a=0.05. * p<0.05 ** p<0.01. Por cada 7dpt: Control
(n=6); GK-1 (n=6).

Pagina | 59




7.4 GK-1 Aumenta la capacidad citotoxica de linfocitos T CD8*

Una vez definido que el efecto de GK-1 en la expresion de PD-1 y posiblemente
en el agotamiento de linfocitos T (ALT) ocurre entre el 21dpt y 28 dpt, se decidio
estudiar las demas caracteristicas del ALT. Particularmente la respuesta
antitumoral se realiza por la funcion citotoxica de los linfocitos T CD8*, por lo
evaluar esta caracteristica funcional era de gran importancia para conocer si el

efecto de GK-1 potenciaba la citotoxicidad directa de los linfocitos T.

Se realizd un co-cultivo de células 4T1 y linfocitos T CD8* extraidos de tumor y
bazo, purificados por FACS®, encontrando que GK-1 aumenta la citotoxicidad de
los linfocitos T, debido a que los LT extraidos de ratones que fueron tratados con
GK-1 matan mas células 4T1 en comparacion a los LT extraidos de los ratones no
tratados (Figura 14). Este resultado se comprobé con dos metodologias;
fluorometria con el sobrenadante del cultivo; y citometria de flujo con las células
del cultivo) (La estrategia de andlisis se muestra en el anexo 1 Estrategia de
andlisis). Ambas metodologias concluyeron lo mismo; GK-1 aumenta la
citotoxicidad de LT-CD8*, siendo mas uniforme el ensayo de fluorometria. Asi
mismo se encontré una mayor capacidad citotoxica en los LT de tumor en
comparacion a los de bazo; lo cual explica en parte la disminucion del tamafio

tumoral con el tratamiento.
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Figura 14. GK-1 aumenta la citotoxicidad de los LT-CD8" frente a la linea celular 4T1. a.
Citotoxicidad cuantificada por citometria de flujo a través de la cantidad de células 4T1 que alin mantenian la
fluorescencia para calceina y las que perdian fluorescencia. b. Citotoxicidad cuantificada por fluorimetria, se
realizé un indice entre la fluorescencia maxima liberada por un cultivo tratado con Tritéon 0.1% y la de cada
muestra. Se graficd box-plot con minimo y maximo. Para cada grupo N= 12 ratones, 6 por 21 dpt y 6 por
28dpt. La relacion entre células tumorales y efectoras en bazo y tumor fueron 1:5 y 1:1 respectivamente. Se
aplicé una prueba de U Mann Whitney a dos colas con una a=0.05. * p<0.05 ** p<0.01.
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7.5 GK-1 Aumenta la produccion de citocinas en linfocitos T extraidos de tumor

Otra caracteristica del agotamiento de los linfocitos T es la pérdida de produccién
de citocinas como IL-2, IFN-Y, TNF-a y proteinas asociadas a la citotoxicidad como
son Granzima B y perforina. Asi que para reforzar la hipotesis de que GK-1
interviene en el agotamiento de los LT, se evallo la capacidad de produccién de
citocinas y proteinas en LT CD4 y CD8.

Se cuantifico la produccién intracelular mediante citometria de flujo y la intensidad
media geométrica de fluorescencia (gMFI por sus siglas en inglés). La
cuantificacion se realizé a los 21dpt y 28 dpt en bazo y tumor (Suplementaria 2).
Encontrando que GK-1 aumenta ligeramente la produccion de citocinas
intracelulares de una manera no significativa, no obstante, al analizar en conjunto
la cantidad de células presentes en los tejidos y la gMFI de sus productos; GK-1
demostré aumentar significativamente la produccién de IL-2 e IFN-y en los LT-
CD4, mientras que aumento la producciéon de granzima B (GZB) e IFN- y en los
LT-CD8 extraidos de tumor (Figura 15).

Ademas, se realiz6 un andlisis no supervisado para agrupar los diferentes ratones
en clusters considerado los 3 productos de activacién. Se realizé el analisis por
tejido y por tipo de linfocito T, sea CD4 o CD8. Se encontré6 que en tumor se
generan dos clusters en funcion del tratamiento. En el caso de los CD4, se cruzan
en el tiempo 21dpt (Figura 16), lo que se correlaciona con el analisis hecho por
MANOVA (Figura 15). En el caso del bazo se construyen dos clusters; uno grande
donde se encuentran los ratones control y la mayoria de los ratones tratados con

GK-1, y otro pequefio con ratones tratados con el péptido GK-1.
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Figura 15. GK-1 aumenta la produccién de GZB, IFN-y e IL2 en tumor. Produccién de citocinas de linfocitos T
tras la estimulacion con PMA/lonomicina durante 6 h. Mapa de calor de la Intensidad media de fluorescencia
(gMFI) de los diferentes productos intracelulares en LT-CD8 y LT-CD4 en tumor y bazo. Se aprecia un cambio
de color en el grupo tratado en comparacion al control desde el 21 dpt IFNg: Interferon gamma, GZB:
Granzima B, IL2: Interleucina 2. Para cada grupo N= 6 ratones, 3 por 21 dpt y 3 por 28dpt. Se estimulé con
PMA/ionomicina durante 6 horas colocando brefeldina en el estimulo. en Se utilizdé una MANOVA- T
cuadrada de Hotelling, a=0.05. * p<0.05 ** p<0.01.
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realizd un analisis no supervisado de medias y dispersién (k-means) considerando la produccién de IL-2,
granzima B e interferon y, k=2. Mostrando la formacion de clusters dependientes del tratamiento. En el caso
del bazo se visualizan aun mezclados, no obstante si existen ratones tratados con el péptido GK-1 con un
comportamiento Unico y se asocian en un cluster independiente.
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VIIl. Discusion

El cancer de mama es el principal tipo de cancer en mujeres a nivel mundial, por lo
gue su tratamiento y oportuna deteccion es fundamental para reducir la morbi-
mortalidad que implica. En este trabajo se encontr6 que el péptido GK-1
administrado de manera intravenosa reduce significativamente el crecimiento
tumoral, la esplenomegalia y la metastasis pulmonar, aspectos caracteristicos del
modelo de cancer de mama inducido por células 4T1 (Beth A. Pulaski 2000;
Paschall and Liu 2016; duPre’ and Hunter 2007a), confirmando lo previamente
reportado (Torres-Garcia et al. 2017). Adicionalmente, en este trabajo se observo
que el efecto de GK-1 se vuelve notorio a partir del dia 21 posterior al inicio del
tratamiento, manteniendo la capacidad citocoxica, la produccion de citocinas y
aumentando el infiltrado de linfocitos T en tumor, siendo este punto clave para el
uso de otras terapias, ya que al mantener la funcionalidad de linfocitos T (Smyth et
al. 2016).

En busca de terapias adyuvantes se han utilizado agonistas a TLR4 en conjunto
con quimioterapia, demostrando que el tratamiento previo con agonistas del TLR4,
sensibiliza al tumor para la respuesta a quimioterapeuticos, teniendo una
respuesta Optima a los dias 14 y 18 posteriores al tratamiento con el agonista a
TLR4 (D’Agostini et al. 2005). Actualmente se trata de buscar agonistas de los
TLR’s que sean mas especificos y que produzcan mayor cantidad de citocinas
especificas, y aumentar asi la respuesta inmunoldgica contra el tumor (Gregg et
al. 2017).

Tambien se han utilizado combinaciones de agonistas de los receptores TLR7 y
TLR9, resultando en la reduciccion e incluso eliminacién de tumores en modelos
murinos mediante la activacion del sistema inmunoldgico con un aumento en la
produccion de TNF-a ,IL-12 e infiltrado de linfocitos T tumorales, caracteristicas
importantes para la respuesta antitumoral (Zhao et al. 2014).

El modelo de cancer de mama inducido por la linea celular 4T1 es un modelo de
cancer de mama triple negativo, altamente metastasico, usado para la busqueda

de nuevas alternativas para el tratamiento del cancer debido a que no es sensible
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a las hormonas tiene alta agresividad y que la metastasis es la principal causa de
muerte en mujeres (Dillekas, Rogers, and Straume 2019). Particularmente el
modelo es usado para encontrar compuestos capaces de mejorar la respuesta
inmunologica (Manrique et al. 2016; Lauder et al. 2020; Lechner et al. 2013)
debido a su baja inmunogenicidad; o para evaluar los efectos en el microambiente
tumoral de distintos farmacos. Por ejemplo, el modelo es utilizado para estudiar la
angiogénesis (Gao et al. 2013; Malekian et al. 2020) y el agotamiento de linfocitos
T (M. Zhang et al. 2019)(Sakuishi et al. 2010) (M. Zhang et al. 2020). Ademas
presenta caracteristicas de células troncal cancerosas (Pulaski and Ostrand-
Rosenberg 2000)(Kruger et al. 2006; X. R. Wang et al. 2010), por lo que es un
modelo capaz de ser resistente a quimioterapia, y debido a sus propiedades de
células troncal es menos inmunogénico y mas adaptable a la respuesta
inmunologico debido a su potencialidad de diferenciarse en diferentes tipos
celulares (MacCalli et al. 2014)

En este modelo de cancer de mama, la metastasis pulmonar es una de las
caracteristicas mas importantes, siendo observable desde los 14 dias post
desarrollo tumoral (duPre’ and Hunter 2007a; Huang et al. 2017). En nuestro grupo
de investigacion se modifico el modelo reportado por Pulanski, implantando solo
1,000 células, numero mucho menor a lo usado comunmente (2100,000 células).
Esto tiene dos ventajas, la primera, nos otorga una ventana mas prolongada para
el desarrollo y sobrevida de los ratones, permitiendo estudiar en diferentes
tiempos los efectos generados tras la administracion de GK-1. La segunda, nos
ayuda a aumentar la frecuencia de metastasis pulmonar caracteristica del modelo,
ya que se ha reportado que a menor cantidad de células implantadas aumenta la

metastasis pulmonar (Gregoério et al. 2016).

Previo a este trabajo reportamos que GK-1 disminuye la macrometastasis
pulmonar (Torres-Garcia et al. 2017). En este trabajo se demuestra que la
administracion de GK-1 retrasa la macrometastasis pulmonar hasta por 21 dias
iniciando el tratamiento o desarrollo tumoral; siendo un punto interesante de

investigacion lo ocurrido entre el dia 21 y el dia 28 posterior al desarrollo tumoral,
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pues en este punto GK-1 deja de mantener la proteccion en contra de la
metastasis pulmonar (FiguralO) Profundizar en el estudio de este periodo podria
explicar por qué los ratones que reciben el tratamiento al igual que el grupo no
tratado, terminan muriendo aunque a mayor tiempo del desarrollo tumoral (Torres-
Garcia et al. 2017).

En cuanto al contexto inmunolégico, GK-1 demostré modificar las proporciones y
cantidades de las poblaciones linfocitarias principalmente en tumor, aumentando
la cantidad de linfocitos T efectores CD4 y CD8, esta cuantificacion es un
marcador utilizado en la clinica para evaluar el pronéstico; siendo favorable el
aumento del infiltrado linfocitario (Ibrahim et al. 2014; Stanton and Disis 2016; Loi
et al. 2019; Miyashita et al. 2015). Asi mismo se encontré un aumento en el indice
CD8+/Treg, lo que nos indica que el microambiente tumoral en cuanto a los
linfocitos T es antitumoral, debido a que los linfocitos T CD8 se encuentran en
mayor proporcion y estos dirigen la respuesta antitumoral en los tumores solidos
(Farhood, Najafi, and Mortezaee 2019; Shankaran et al. 2001; Maimela, Liu, and
Zhang 2019).

Por otro lado, se observd un aumento de los linfocitos en la periferia (bazo y
linfonodo) a los dias 28 posteriores al tratamiento, esto podria deberse a una
disminucién del agotamiento de linfocitos y de manera general, que el ratén se
encontraba menos inmunosuprimido, produciendo una respuesta linfocitaria
efectiva, previniendo asi la diseminacion del tumor y posible metéstasis. Esta idea
podria ser complementada con la identificacion de linfocitos T proliferantes a
través de Ki67 (X. Sun and Kaufman 2018; Sakuishi et al. 2010), y ademas de esta
manera denotar si el aumento de linfocitos es debido a la proliferacion,
caracteristica en la respuesta inmune adaptativa contra el tumor y caracteristica

perdida durante el agotamiento.

Otro dato importante que se encontré en este trabajo es el tiempo necesario para
gue GK-1 tenga un efecto; siendo necesario al menos un periodo de 14 dias para
observar cambios en el crecimiento tumoral y 21 dias para las demas

caracteristicas del modelo (Figura 1). Esto es un argumento que fortalece la
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hipotesis que la respuesta que controla el crecimiento tumoral es la respuesta
adaptativa (D. Li et al. 2019), ademas en este trabajo se encontrd una relacion
entre la cantidad de linfocitos T tumorales y la disminucién en las caracteristicas

del agotamiento con la disminucion del desarrollo tumoral.

Esto nos ayuda a caracterizar de mejor manera la respuesta que genera GK-1y
con ello poder disefiar mejores estrategias para su uso, por ejemplo, el uso de

algun antiinflamatorio o algun quimioterapéutico en conjunto.

En cuanto los efectos de GK-1 sobre el agotamiento se estudio la expresién de
PD-1, capacidad citotoxica y produccion de citocinas, tres caracteristicas que se
ven alteradas durante el agotamiento de linfocitos T (Zarour 2016; J. C. Wang et
al. 2018; Wherry 2011).

La expresién de PD-1 asi como otros RI’s son caracteristicos del agotamiento de
linfocitos T, y es una manera rapida de diferenciar este estado disfuncional de la
anergia o la senescencia (Crespo et al. 2013). GK-1 demostré disminuir la
expresion de PD-1 significativamente en los linfocitos T extraidos de tumor (Figura
3). Se encontré que en los LT de bazo y linfonodo, GK-1 mantuvo la expresion de
PD-1 en entre 3500 y 4000, lo cual es una expresion muy similar a los ratones sin
tumor, mientras que ratones control oscilaban alrededor de 7000. Al hacer un
andlisis independiente por cada punto analizado no se encontré diferencia
significativa, sin embargo, al hacer un analisis acumulativo como es el area bajo la
curva (ABC) (Bushmakin et al. 2011; Lambert and Chevret 2016), encontramos
diferencias significativas y ademas observamos de mejor manera como el
tratamiento con GK-1 mantiene los niveles de expresion practicamente iguales a
los ratones sin tumor. Esto nos indica que los LT no sobre expresan este receptor

y posiblemente guarden un estado funcional (Elezov and Kudryavtsev 2019).

Por otra parte, en los linfocitos T extraidos de tumor, se encontré diferencia
significativa al 21 y 28 dpt, donde el tratamiento con GK-1 mantuvo el nivel de
expresion de PD-1 en promedio en 10,000 unidades relativas, mientras que
ratones control alcanzaron en promedio niveles de 20,000 unidades, siendo el

doble de expresion, ademas se observa un aumento de la expresion de PD-1
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respecto a los linfocitos T periféricos, lo cual esta definido como parte del fenotipo
efector, puesto que PD-1 se expresa tras la activaciéon del TCR (Kumagai et al.
2020; Simon and Labarriere 2018). De la misma manera al hacer un analisis de
ABC, encontramos una disminucion significativa de la expresion de PD-1 en los
linfocitos T extraidos de ratones que recibieron el tratamiento de GK-1 por via
endovenosa. Es decir, GK-1 previene la sobreexpresion de PD-1, uno de los
principales receptores descritos en el agotamiento.

La segunda caracteristica evaluada fue la capacidad citotoxica de linfocitos T CD8
extraidos de tumor. Se ha definido que gran parte de la respuesta antitumoral esta
dirigida por los linfocitos T CD8, por lo que evaluar su capacidad de matar células
tumorales, y en nuestro caso, a células 4T1, es necesaria para poder definir si
conservan capacidades funcionales. Se realiz6 un cultivo mixto con células 4T1 y
LT-CD8 purificados por sorter como fue descrito por Somanchi en 2015 (Somanchi
et al. 2015). Esta metodologia permite estudiar la capacidad citotoxica por medio
de dos técnicas: citometria de flujo y fluorimetria. El ensayo con calceina evalla la
integridad de la membrana, ya que, al perder la integridad membranal, el

compuesto fluorescente es liberado al medio y puede ser cuantificado.

Tanto en citometria de flujo como en fluorimetria se observd mayor citotoxicidad
en los linfocitos provenientes de ratones tratados con GK-1. Ademas, se puede
observar que la capacidad citotéxica no disminuye entre el dia 21 y 28 posterior al
tratamiento. Lo que nos indica que GK-1 previene la perdida de la citotoxicidad, y

mantiene una mayor capacidad antitumoral.

En el ensayo realizado para evaluar esta caracteristica se puede suponer la
capacidad de producir perforina o cualquier otra proteina que genere poros. Los
poros generados ademas de facilitar la muerte de las células tumorales permite la
salida de la calceina de las células y ser cuantificada en sobrenadante de cultivos
(Neri et al. 2001; Somanchi et al. 2015; Jang et al. 2012), particularmente la
presencia de perforina en tumores soélidos, se asocia con mejor prondstico (Roufas
et al. 2018; Kontani et al. 2001). Incluso se ha reportado su participacion en la

disminucién de la metéastasis en el modelo con células 4T1 (Emeche, Sinha, and

Pagina | 69




Ostrand-Rosenberg 2006), por lo que su presencia es importante para el control

tumoral.

Otro aspecto interesante que se observo, fue que la cantidad de linfocitos T
necesarios para observar un efecto citotoxico difiere del 6rgano donde se extraen.
Siendo los LT extraidos de tumor quienes tienen mayor capacidad citotoxica; pues
se necesitaba una relacion 1:1 (Efectoras/células blanco), para observar el efecto,
mientras que los extraidos de bazo requerian una relacion de 5:1. Lo cual es
esperable, puesto que el sitio de reclutamiento es el tumor y ahi encontraremos LT
efectores, mientras que en el bazo habra muchos linfocitos T no especificos al
tumor, debido a que Unicamente utilizamos una separacion CD3+CD8+,
seguramente se encontraban linfocitos T no especificos en el cultivo mixto del

bazo.

Por dltimo, se estudio la capacidad de producir Interleucina 2 (IL-2), Interferén
gamma (IFN-v) y granzima B (GZB), proteinas que se pierden durante el
agotamiento de linfocitos T. Cada una cuenta con funciones especificas para una
respuesta antitumoral efectiva. IL-2 es un una citocina que permite la proliferacion
de los linfocitos y se ha observado que el incremento en los tumores es un
indicador de buen pronéstico (Fasoulakis et al. 2018; Q. Zhang et al. 2018).
Interferon gamma es un interferon de clase Il que permite la activacion de APC’s y
que ademas puede generar la apoptosis de las células tumorales y el aumento
moléculas de MHC-I, por lo que su presencia es necesaria para el funcionamiento
de la actividad antitumoral. Por ultimo, la granzima B es una proteina que activa
vias apoptoticas, es producida por linfocitos T CD8 y NK's principalmente; se ha
observado que su aumento favorece la sobrevida, considerandose un indicador de

buen prondstico (Roufas et al. 2018; Kontani et al. 2001).

Se estudié la produccion de estas proteinas en los dias 21 y 28 post-tratamiento
debido a que en estos dias se encontré6 cambios significativos en el crecimiento
tumoral y expresion de PD-1. En este sentido, se encontré que GK-1 aumenta la
produccion de citocinas a los dias 21 y 28 en tumor; los LT-CD4 aumentaron la

produccion de IFNy e IL-2, mientras que los LT-CD8 la produccién de GZB e IFNy.
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Con este resultado se puede observar que GK-1 mejora la funcionalidad y
capacidad antitumoral de los linfocitos T con el aumento de la produccion de estas
proteinas importantes para prevenir la progresion. Incluso se puede pensar con
base a los antecedentes, que GK-1 inhibe el desarrollo del agotamiento de los
linfocitos T, y con ello, los LT mantienen una capacidad antitumoral durante el
periodo de estudio. Cabe sefalar que el andlisis realizado para este experimento
fue un analisis multivariado, utilizado para aumentar la potencia del andlisis debido
al pequefio tamafio de muestra (D’Amico, Neilands, and Zambarano 2001). Para
mejorar el trabajo seria conveniente repetir el experimento y asi aumentar el

tamafo de muestra.

Este trabajo describié los efectos que tiene GK-1 en el modelo de cancer de mama
inducido por la linea 4T1l, definiendo el como afecta a los linfocitos T,
principalmente a los intratumorales. Estas observaciones sobre los linfocitos son
similares a las reportadas por Rodriguez (Rodriguez-Rodriguez et al. 2019),
aungue en el modelo de melanoma con la linea celular B16-OVA, se encontré una
disminucién en la expresiéon de PD-1, mayor produccion de IFNy y mayor
proliferacion por parte de los linfocitos T intratumorales. Estas coincidencias
permiten sostener mecanismos comunes mediados por GK-1 en dos distintos tipos
tumorales, sin embargo, aln no conocemos los mecanismos que median estos
fendbmenos. Podemos considerar dos posibilidades del como GK-1 est& ejerciendo
su efecto; que active a células presentadoras de antigeno (macréfagos y
dendriticas) y/o disminuyendo estirpes supresoras (Tregs o MDSC).

La primera posibilidad ya ha sido demostrada en modelos in-vitro e in-vivo. GK-1
es capaz de activar macréfagos y dendriticas a través de diferentes mecanismos,
posiblemente mediados por un TLR, debido a que en ratones KO a Myd88 se
observa una disminucion en los efectos de GK-1 (R. Segura-Velazquez et al.
2006; René Segura-Velazquez et al. 2009; Snchez-Hernandez et al. 2018b;
Montero et al. 2020; Cervantes-torres et al. 2018). Esta activacion podria favorecer
la activacion de los linfocitos y prevenir el agotamiento mediante la activacion

correcta de los linfocitos y la disminucién de los ligandos a los receptores de
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inhibicion como PDL-1 en células dendriticas (Rodriguez-Rodriguez et al. 2019).
Por otro lado, se ha descrito que el agotamiento puede ser favorecido por APC’s
supresoras como macrofagos tipo M2 y dendriticas tolerogénicas (Wherry and
Kurachi 2015). GK-1 demostré disminuir la expresion de PDL-1 de células
dendriticas tumorales en un modelo de cancer de piel (Rodriguez-Rodriguez et al.
2019) y por otro lado ha mostrado perfilar a macréfagos derivados de peritoneo a
un perfil similar a M1 (Sanchez-Hernandez et al. 2018a), el cual puede favorecer la
respuesta antitumoral (Pan 2012) y en conjunto podrian estar disminuyendo el

agotamiento de linfocitos T.

Por otro lado, en el trabajo de Torres (Torres-Garcia et al. 2017) se cuantificaron
factores de crecimiento y quimiocinas que pueden favorecer la generacion de
células derivadas mieloides supresoras (Ostrand-Rosenberg and Fenselau 2018;
Kumar et al. 2016). Estos factores se encontraron disminuidos, por lo que se
podria suponer una disminucion en las MDSC en los ratones tratados, células que
han tomado gran relevancia en tumores sélidos por su participacion en,
metastasis, inmunosupresion y agotamiento (Zhu et al. 2017)(Safarzadeh et al.
2018).

En este sentido la segunda posibilidad se fundamenta en la disminucion de
factores de crecimiento como GM-CFS, al mayor indice TCD8/Treg (ya que las
células MDSC favorecen la diferenciacion de los LT en Treg (X. Sun and Kaufman
2018) y en la disminucién de la esplenomegalia, lugar donde se desarrollan este
tipo de células(Millrud, Bergenfelz, and Leandersson 2017). Tanto la
esplenomegalia como factores de crecimiento como GM-CFS estan vinculados
con el desarrollo de MDSC, y ademas este tipo de células participan en el
desarrollo y metastasis de los dos modelos utilizados; 4T1 (Ouzounova et al. 2017;
Binnewies et al. 2018)(duPre’ and Hunter 2007a) y B16 (Kamran et al. 2018; Youn
et al. 2008; Schlecker et al. 2012). Ademas, durante el desarrollo de este proyecto,
se realiz6 la cuantificacion de MDSC a través de CD1lb+ y Ly6C y Ly6G,
(Anexo3), observando que los ratones tratados con GK-1 a los 28 dias post

tratamiento, tienen una menor cantidad de células en bazo, tanto la estirpe
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monocitica como granulocitica. Por lo que este hallazgo fortalece esta segunda

posibilidad.

Por lo que una investigacion posterior podria enfocarse mas al microambiente
tumoral y en especifico de las células presentadoras y las MDSC, lo cual serviria
para continuar la descripcion de GK-1 y formular un posible mecanismo, por el

cual, este generando sus efectos inmunopotenciadores y antitumorales.

En conjunto este trabajo mostr6 que GK-1 potencia la respuesta inmunolégica
contra el cancer de mama inducido por la linea celular 4T1, disminuyendo la
expresion de PD-1, aumentando la citotoxicidad y produccion de citocinas con
funciones antitumorales, por lo que podemos concluir que GK-1 posiblemente
disminuye el agotamiento de linfocitos T. Restara realizar estudios moleculares y
transcriptémicos, buscando la expresion de factores de transcripcion especificos
de agotamiento de linfocitos T, asi como ensayos de proliferacion para completar

la descripcién del efecto de GK-1 sobre el agotamiento de linfocitos T.

o 4 Metastasis

TLR 41

4 Crecimiento
tumoral

*Infiltrado
tumoral

4 Expresion de
PD-1en LT

Figura 17. Efectos encontrados de GK-1. La administracion de GK-1 por via endovenosa genera una
disminucién del crecimiento tumoral, metastasis y esplenomegalia. Esto posiblemente mediante la activacion
de células dendriticas (CD) a través de un TLR. Estas CD pueden disminuir el agotamiento de linfocitos T (LT) a
través de una activacion efectiva y de esta manera los LT pueden tener mayor efecto antitumoral como se
observo con el aumento en la citotoxicdiad y produccién de productos como IFNy, IL-2 y GZB. Asi mismo se
encontrd una disminucion de células supresoras derivadas de mieloides, Isa cuales facorecen el desarrollo
tumoral, sin embargo falta definir el papel que ejercen en este modelo. En linea continua se encuentra lo
definido para GK-1, mientras que en linea punteada falta aldn investigar mas.
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IX. Conclusiones
Este trabajo comprob6 el efecto que tiene el péptido inmunopotenciador y

antitumoral GK-1 en el agotamiento de linfocitos T, disminuyendo los principales
parametros observados en tal fenomeno. Asi mismo, se encontr6 que GK-1 en
comparacion al vehiculo (Control) disminuye la tasa de crecimiento tumoral,
esplenomegalia, peso tumoral y la expresion de PD-1 en linfocitos T efectores en

el modelo de cancer de mama inducido por las células 4T1.

Ademas, los ratones tratados con GK-1, establecieron un ambiente antitumoral:
con una mayor cantidad de linfocitos T CD4 y CDS8 infiltrantes, una relacion
CD8+/Treg mayor a 1 asi mismo estos linfocitos tienen una mayor capacidad

citotdxica y produccioén de citocinas como IFNy, GZB e IL-2.

En conclusion, la evidencia sugiere fuertemente que el tratamiento de GK-1
previene el agotamiento de linfocitos T en el modelo de cancer de mama murino
inducido por la linea celular 4T1 demostrando que fue cierta la hip6tesis planteada

para el proyecto.

X. Perspectivas
e Evaluar factores de transcripcion asociados al agotamiento de linfocitos T,

como EOMES, TCF1 o NFAT para definir de mejor manera el estado de los
linfocitos T intratumorales.

e Estudiar el microambiente tumoral enfocandose en las células dendriticas y
las MDSC, debido a que son participes importantes en la propagacion y
metéstasis; en busca de un posible mecanismo subyacente a la prevencion
del agotamiento de linfocitos T.

e Evaluar el contexto periférico de los ratones a través de estudios de
citocinas en suero, en busca de cambios, principalmente entre los dias 21y
28 post tratamiento.

e Disefar un tratamiento con terapia en conjunto a GK-1 en busca de
potenciar la respuesta antitumoral y aumentar la sobrevida.

e Aumentar el tamafio de muestra para el ensayo de activacion celular y

produccion de citocinas.
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XIll. ANEXOS

Al. Suplementarias

Andlisis de regresion lineal del crecimiento tumoral

Crecimiento tumoral

“ 1000-
E 8004 Comparativa de pendientes P value
T
2 6004 F DFn DFd
2 P<0.0001
S 400 40.97 1 172
£ ~ .-
S 2000 7 ST
S L -
0- T T
0 7 14 21 28
Dias post-tratamiento
Regresion lineal
Control GK-1 100pug
Pendiente 28.32 11.17
Intercepto Y -105 -41.54
Intercepto X 3.707 3.720
R 0.779 0.745
Ecuacién Y =28.32*X-105.0 | Y=11.17*X - 41.54

Suplementaria 1. Regresién lineal del crecimiento tumoral del modelo 4T1. El tratamiento de GK-1 i.v.
disminuyd el crecimiento tumoral de manera significativa desde el dia 14 post-tratamiento, por otro lado, al
realizar un andlisis de regresion lineal para conocer la tasa de crecimiento, podemos observar que el
las pendientes son

tratamiento reduce a la mitad la tasa en comparacidon al control. Ademas,

estadisticamente diferentes a través de una prueba F.
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Produccion de citocinas de linfocitos en bazo y tumor
Se cuantificd la produccién de IL-2, IFNY y granzima B de linfocitos T extraidos de

tumor o bazo, después de la estimulacion con PMA/ionomicina in-vitro. Se
analizaron 3 ratones por grupo, con un total de 12 animales; se detectaron las

proteinas a través de citometria de flujo.

Suplementaria 2. Activacién de linfocitos extraidos de tumor. GK-1 aumenta la capacidad de produccién y la
cantidad de células positivas CD4 para IFN-y e IL-2, mientras que las células CD8 existio un aumento de IFNy e
GZB. El analisis se realizé a partir de un gate (CD3+CD4+) o (CD3+CD8+). Se realizé un analisis multivariable
para evaluar en conjunto la cantidad de células positivas como la produccién de las moléculas. Se muestra la
media y el error estandar. Se utilizé una MANOVA- T cuadrada de Hotelling. Por grupo fueron N=3. *p<0.05;
**p<0.01.

TUMOR IFN-y GZB IL-2

% Relativo gMFI % Relativo gMFI % Relativo gMFI
) con | KL | 6886:a60 | 3033341732 | 1215:196 132.0:23.89 | 43.60t4.40 | 220.3+13.30
21 D'?S Control | 59.7+1.85 252.03.78 10.90+2.26 198.66+36.71 | 39.6+4.04 | 153.33+0.838
tratgr?ﬁento o | KL | 5686+300" | 40466+3089" | 43665306 | 84866458 50" | 59964196 | 27933:1223
Control | 39.86+1.68 | 331.66+3.71 11.76+3.67 596.66:14.25 | 59.96:1.08 | 218.66+10.69
) cour | GKL | 6808+425 | 3693341052 | 1616+169 132.0:12.58 | 51.63%0.16* | 298.3316.94*
28 Dias Control | 57.03t1.24 | 270.33t17.27 | 19.26:2.24 1025263512 | 3553t51 | 176.4+8.83
. tp;?t oo | cop | KL | 6813360 | 458664935 | 6175321 | 8196626550 | 61662141 | 2310:635 %
atamiento Control | 39.46+1.05 | 325.66+1359 | 45.26+1.14 417.0:7.535 | 6166+L.41 | 197.07+8.02

Suplementaria 2 Activacion de linfocitos extraidos de bazo. GK-1 parece no tener un efecto significativo en los
linfocitos de bazo, manteniendo los niveles practicamente iguales. El andlisis se realizé a partir de un gate
(CD3+CD4+) o (CD3+CD8+). Se realizé un analisis multivariable para evaluar en conjunto la cantidad de células
positivas como la produccién de las moléculas. Se muestra la media y el error estandar. Se utilizé una
MANOVA- T cuadrada de Hotelling. Por grupo fueron N=3. *p<0.05; **p<0.01.

BAZO IFN-y GZB IL-2
% Relativo gMFI % Relativo gMFI % Relativo gMFI

21 Dias cDa* GK-1 68.86+4.69 303.33£17.32 13.2+1.23 108.66+28.80 37.264.26 186+7.68
ost Control 54.1+1.46 308.0+17.387 12.9+1.23 180+17.94 39.4+2.05 187.33+684

P K CcDs* GK-1 62.2+3.65 440.33+18.08 62.9+3.73 701.66+55.37 64.16+1.72 323.66+5.89
tratamiento Control 59.00+2.96 369.33+6.84 60.03+3.31 660.66+78 52.06+0.47 | 272.33+16.46
28 Dias CD4* GK-1 81.53+2.46 350.0+7.26 18+1.76 523.0+22.45 45.43+1.80 | 202.33+5.014
ost Control 60.86+2.19 311.66+12.23 13.2+0.76 564.66+13.19 39.30+1.50 197.0+2.84

P K cDps* GK-1 64.56+1.56 461.0+11.55 60.16+1.35 870.33+26.28 62.83+1.48 301.33+5.71
tratamiento Control 52.13+1.6 384.66+12.65 55.05+1.63 582.33+23.14 58.13+0.67 254.0+6.51
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FSC-H : FSC-H

Estrategias de analisis

Inmunofenotipo: Expresion de PD-1
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Suplementaria 2. Estrategia de andlisis para determinar la cantidad de linfocitos T en bazo, linfonodo y tumor,
asf como su expresién de PD-1. Se utilizé una estrategia de dobles eventos sencillos ante la carencia de un
control de viabilidad para citometria, cabe sefialar que la viabilidad fue verificada a través del método de azul
tripan y en todos los casos superaba el 95%. Se eligié las poblaciones francamente positivas, en los casos
donde no se visualizaba una poblacién clara, se pasd a usar el control de isotipo y el de tincién sencilla para
determinar el corte para determinar si una poblacion era positiva para el marcador o no. Se pasaron entre
100,000- 1,000,000 de eventos para obtener la mayor cantidad de linfocitos T, en todos los casos se
normalizé con el conteo celular y el peso de los tejidos.
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Inmunofenotipo: Linfocitos T reguladores
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Estrategia de andlisis para determinar la cantidad de linfocitos T reguladores en bazo, linfonodo y tumor. Los
linfocitos T reguladores se describen como células con expresién de FOXP3 y CD25. Se utilizé una estrategia
de dobles eventos sencillos ante la carencia de un control de viabilidad para citometria, cabe sefialar que la
viabilidad fue verificada a través del método de azul tripan y en todos los casos superaba el 95%. Se eligid las
poblaciones francamente positivas, en los casos donde no se visualizaba una poblacién clara, se pasé a usar el
control de isotipo o en el caso de FOXP3 se utilizdo un FMO (FLuorescence minus one) para determinar el corte
y asi definir si una poblacién era positiva para el marcador o no. Se pasaron entre 100,000- 1,000,000 de
eventos para obtener la mayor cantidad de linfocitos T, en todos los casos se normalizd con el conteo celular
y el peso de los tejidos.
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Citotoxicidad mediada por células en cultivo celular
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Estrategia de andlisis para determinar la capacidad citotéxica de los linfocitos T CD8+ frente a la linea 4T1. Se
cultivaron linfocitos T purificados de tumor o bazo y se evalud la capacidad citotoxica ejercida. Se
identificaron las células 4 T1 tefiidas con calceina en el citémetro a través de una tincién sencilla, estas células
tienen gran diversidad en tamafio y complejidad, asi mismo se identificaron los linfocitos T CD8 y se identificd
una pureza mayor al 98%, pureza similar al muestro realizado durante el sorting. Con el gate de células 4T1 se

cuantifico el % de células vivas y muertas y apartir del control sin linfocitos se cuantificd la citotoxicidad como
muestra la siguiente formula:

% Citotoxicidad=((CF CLE)-(CF P)/((CF CLE) ) x100

Donde:CF-CLE: Células fluorescentes en el control de liberacién espontanea o también llamado control sin
linfocitos., CFP: Células fluorescentes en la prueba. En el caso del control de células 4T1 +Tritén 0.01%, se
utilizé para la liberacion maxima para el método de fluorometria. En esta imagen se observa que al menos el
95% de células perdieron la tincidn de calceina y si es correcto usarlo como un control de liberacion maxima.
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Tincion intracelular para citocinas
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Estrategia de andlisis para la cuantificacién de IL-2, IFNy y GZB de linfocitos T extraidos de tumor o bazo. Se
estimularon linfocitos T extraidos de bazo o tumor durante 6 h con PMA/lonomicina + Brefeldina. Una vez
estimulados se tifieron superficialmente e intracelularmente. La expresién de las proteinas se hizo en
CD3+CD4+ y en CD3+CD8+, en todos los casos el corte de células positivas se realizé con base al control FMO
(marcado en gris). De este anadlisis se obtuvo el % de células positivas a IL-2, IFNy y GZB, asi como la gMFI de
este porcentaje, ambos valores fueron utilizados para hacer el andlisis estadistico. Para cada grupo N= 6
ratones, 3 por 21 dpty 3 por 28dpt. N=12 en total.
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A2. Reactivos y soluciones

PBS (1x) (Buffer de Fosfatos) pH=7.4

NaCl (JT Baker) 138mM
KCI (JT Baker) 3mM
Na2HPO4 (JT Baker) 8mM
KH2PO4 (JT Baker) 1.5mM
dH20 c.b.p. 1.0L

Solucién de lisis de eritrocitos

NH4Cl (JT Baker) 160mM
EDTA (Thermo) 0. 1mM
KHCOs (JT Baker) mM
PBS + 5% SFB

PBS 1x

Suero fetal bovino (SFB) 5%
Solucién salina isotonica CS-PISA

NaCl 0.9%m/v

dH20 c.b.p 1.0L
Paraformaldehido 4%

Paraformaldehido JT Baker 4g

PBS 1x 100mL

Preparar en campana de extraccion hasta ebullicion del liquido,
agitar y filtrar al finalizar.

Solucién de Verseno
PBS 1x
EDTA 0.53mM

Conjunto de tampones de tincion Foxp3/Transcription Factor eBioscience.
Cat. 00552300
Buffer de permeabilizacién 10x . Diluir con ddH20 a 1x

Contiene Saponina

Buffer de fijacion y permeabilizacion 4x. Diluir con diluyente a 1x
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Contiene paraformaldehido

Diluyente para el buffer de permeabilizacion

e BD Cytofix/Cytoperm Plus Kit . Cat. 555028

Buffer de fijacion y permeabilizacion

Buffer de lavado y permeabilizacion 10x. Diluir con ddH20 a 1x

e Leukocyte Activation Cocktail, with BD GolgiPlug™ Cat. 550583
e Medio de cultivo RPMI 1640- GIBCO™. Cat. 11875101

e Suero Fetal Bovino GIBCO™ Cat. 10082139
e Linea celular 4T1. ATCC CRL-2539

¢ Ficoll Plaque Plus (GE) Healthcare. Cat. GE17-144002
e Azul Tripano 0.4% GIBCO™ Cat. 15250061
e Tripsina 0.05% con EDTA 0.53mM Corning®. Cat. 25051Cl

Fluorocromo/

Anticuerpo/Compuesto Clona Marca -
acoplado utilizado
aCD3 APCCy-7 17A2 Biolegend
aCD4 FITC GK1.5 Biolegend
aCD8 PerCP 53-6.7 Biolegend
aCD44 APC IM7 Biolegend
aCD62 AF700 MEL-14 Biolegend
aPD-1 PECy-7 29F.1A12 Biolegend
aCD25 Biotina 7D4 Biolegend
Estreptoavidina APC Biolegend
aFOXP3 PE FJK-16s | ThermoFisher

alL2 AF 488 JES6-5H4 Biolegend
alFNy APC XMG1.2 Biolegend
aGZB PE QA16A02 Biolegend

En las tinciones extracelulares en placa se utilizaron 20uL, mientras que las tinciones
intracelulares se utilizaron 50uL.
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A3. Efecto de GK-1 en células mieloides supresoras (MDSC)
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Cuantificacion de células mieloides derivadas supresoras (MDSC) en bazo a 28 dias post tratamiento. GK-1
disminuyd la cantidad de células mieloides en bazo de manera significativa, tanto a la estirpe monocitica
como a la granulocitica. Este hallazgo se correlaciona con la disminucion de GM-CSF encontrado en el trabajo
de(Torres-Garcia et al. 2017). a. Estrategia de analisis utilizada para identificar a las MDSC, se partié de un
gate CD11b+ para determinar la expresion de Ly6G* para la estirpe granulocitica (G-MDSC), y la expresion de
Ly6CMe" para la estirpe monocitica (M-MDSC). b. Gréfica de cajas de la cantidad de M-MDSC y G-MDSC, se
graficé minimo, maximo y media. Se analizdé con una prueba de U de Mann Whitney a dos colas con un
a=0.05. * p<0.05 ** p<0.01. Control (n=6); GK-1 (n=6).
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A4. Formato de observaciones

Fecha Experimento
Ratén | Caja Peso | Tamaio Pelo Movilidad | Ojos | Bigotes | Distencidon | Observaciones Fecha de
(g) tumoral (mmx erizado erizados | abdominal sacrificio

mm)

Notas:

Sin marca significa normal. Si la suma de signos supera 6, debe evaluarse la posibilidad de retirar al raton del experimento.
Pelo erizado; + ligeramente, ++ moderadamente, +++ severamente
Movilidad: + ligeramente disminuido, ++ moderadamente disminuido, +++ severamente disminuido
Ojos: + ligeramente cerrados ++ medianamente cerrados, +++ severamente cerrados

Bigotes erizados: +ligeramente erizado, ++ medianamente erizado, +++ severamente erizado

Distencién abdominal: +ligeramente distendido, ++medianamente distendido, +++ severamente
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