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ABREVIATURAS

APC Célula presentadora de antigeno. Antigen-presenting cell (siglas en inglés).

CFSE Carboxifluoresceina succinimidil ester. Carboxyfluorescein succinimidyl ester
(siglas en inglés).

DCc Células dendriticas convencionales.

DCp Células dendriticas plasmacitoides.

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos.
GM Ganglio mesentérico.

HER-2 Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano. Human epidermal
growth factor receptor 2 (Siglas en inglés).

IFA Adyuvante incompleto de Freund. Incomplete Freund’s adjuvant (Siglas en inglés).
IMF Intensidad media de fluorescencia.

i.p. Intraperitoneal

i.v. Intravenosa

LPM Large peritoneal macrophages (Siglas en inglés).

LPS Lipopolisacéarido. Lipopolisaccharide (siglas en inglés).

MDSC Células supresoras derivadas mieloides. Myeloid-derived suppressor cells (siglas
en inglés).

MHC Complejo principal de histocompatibilidad. Major histocompatibility complex (siglas
en inglés).

s.c. Subcutanea

SD Desviacion estandar

SEM Error estandar

SFB Suero fetal bovino.

PBS Buffer fosfato salino. Phosphate buffered saline (siglas en inglés).

TAA Antigeno asociado a tumor. Tumor-associated antigen (siglas en inglés).
TLR Receptor tipo toll. Toll-like receptor (siglas en inglés).

TSA Antigeno especifico de tumor. Tumor-specific antigen (siglas en inglés).
TME Microambiente tumoral. Tumor microenviroment (siglas en inglés).

TNBC Cancer de mama triple negativo. Triple negative breast cancer (siglas en inglés).



RESUMEN

El cancer es una enfermedad compleja que se caracteriza por la proliferacion descontrolada
de células malignas o tumorales. En mujeres, el cancer de mama ocupa el primer lugar en
incidencia y la principal causa de muerte por neoplasia. El cAncer de mama triple negativo
es el mas agresivo de los subtipos. La inmunoterapia es un tratamiento que modula el
sistema inmunoldgico para atacar especificamente células tumorales. Un reto actual en la
inmunoterapia del cancer es el microambiente en el tumor y la poca inmunogenicidad que
tienen los antigenos tumorales. El uso de adyuvantes se ha propuesto para mejorar la
respuesta antitumoral en las vacunas. Ademas, la combinacion de adyuvantes con terapias
empleadas en la clinica como la radioterapia y/o quimioterapia podria mejorar la respuesta
en los pacientes. Por lo tanto, es necesario encontrar nuevos adyuvantes, que sean seguros
y capaces de inducir inmunidad antitumoral. La protoxina y la toxina CrylAc son capaces
de activar células presentadoras de antigeno e incrementar la produccion de citocinas pro-
inflamatorias. La protoxina CrylAc puede inducir respuestas de tipo Thl y de linfocitos
TCD8+. Por lo tanto, evaluamos el efecto y el mecanismo conferido por las proteinas
CrylAc en un modelo de cancer de mama triple negativo inducido mediante la inoculacion
de la linea celular 4T1. Para evaluar si la protoxina y la toxina CrylAc tienen efecto
adyuvante in vivo, ratones BALB/c fueron inmunizados con lisados 4T1 + protoxina CrylAc
por la via intraperitoneal e inducen un incremento en el nimero de células dendriticas en el
Omentum y bazo con alta expresion de CD80 e incrementan la proliferacién de linfocitos
TCD4+ y TCD8+ especificos a nivel local (ganglio mesentérico) y a nivel sistémico (bazo).
Mientras que la toxina CrylAc solo fue capaz de incrementar la proliferacién de linfocitos
CD4+ y CD8+ en el ganglio mesentérico. La protoxina CrylAc protege completamente a los
ratones de desarrollar tumores en el esquema largo de inmunizacién profilactica, mientras
gue en el esquema corto la protoxina y la toxina CrylAc como adyuvantes disminuyen el
crecimiento de los tumores. El efecto protector y adyuvante antitumoral de la protoxina
CrylAc estaria relacionado con la capacidad de prevenir la disminucion de linfocitos
TCD3+, TCD4+ y evitar el incremento de MDSC (células supresoras derivadas mieloides).
Evaluamos la respuesta especifica de linfocitos T citotdxicos in vitro en células 4T1.
Sorprendentemente, la toxina CrylAc mostrdé una mejor capacidad que la protoxina CrylAc
de generar citotoxicidad mediada por linfocitos T para eliminar células 4T1. Para evaluar si
los tratamientos de lisado 4T1 + protoxina o toxina CrylAc tenian efecto en las diferentes
células del sistema inmune en el microambiente tumoral, evaluamos distintas poblaciones
de leucocitos en los tumores. Los ratones inmunizados con protoxina CrylAc tuvieron un
incremento de linfocitos T y macréfagos activados, ademas de presentar un bajo namero
de linfocitos T reguladores y MDSC. Dado el potencial de aplicacion de la protoxina CrylAc
en humanos, evaluamos un tratamiento terapéutico combinado con Doxorrubicina. Los
ratones gque recibieron la terapia combinada mostraron menor tamafio en los tumores,
disminucion en la severidad de metastasis en pulmén e incremento en la produccion de IL-
6 y TNF-a en los tumores. Podemos concluir que la protoxina CrylAc tiene potencial como
adyuvante antitumoral y su uso combinado con Doxorrubicina podria mejorar la terapia en
el cancer de mama triple negativo.



ABSTRACT

The CrylAc protoxin from Bacillus thuringiensis is a systemic and mucosal adjuvant, able
to confer protective immunity in different infection murine models and induce both Th1l and
TCD8+ cytotoxic lymphocyte responses, which are required to induce anti-tumor immunity.
The CrylAc toxin, despite having not being characterized as an adjuvant, has also proved
to be immunogenic and able to activate macrophages. Here, we investigated the potential
anti-tumor adjuvant effect conferred by the CrylAc protoxin and CrylAc toxin in a triple
negative breast cancer (TNBC) murine model. First, we evaluated the ability of CrylAc
proteins to improve dendritic cell (DC) activation and cellular response through
intraperitoneal coadministration with the 4T1 cellular lysate. Mice co-administered with the
CrylAc protoxin showed an increase in the number and activation of CD11c+MHCII- and
CD11c+MHCIl+low in the peritoneal cavity and an increase in DC activation
(CD11c+MHCII+) in the spleen. CrylAc protoxin increased the proliferation of TCD4+ and
TCD8+ lymphocytes in the spleen and mesenteric lymph nodes (MLN), while the CrylAc
toxin only increased the proliferation of TCD4+ and TCD8+ in the MLN. Remarkably, when
tested in the in vivo TNBC mouse model, prophylactic immunizations with 4T1 lysates plus
the CrylAc protoxin protected mice from developing tumors. The anti-tumor effect conferred
by the CrylAc protoxin also increased specific cytotoxic T cell responses, and prevented
the typical tumor-related decrease of T cells (TCD3+ and TCD4+) as well the increase of
myeloid derived suppressor cells (MDSC) in spleen. Also in the tumor microenvironment of
mice coadministered twice with CrylAc protoxin were found immunological improvements
such as reductions in immunosupressive populations (T regulatory lymphocytes and MDSC)
along with increases in macrophages upregulating CD86. These results show a differential
anti-tumor adjuvant capability of CrylAc proteins; highlighting the ability of CrylAc protoxin
to enhance local and systemic tumor immunity in TNBC. Finally, using a therapeutic
approach, we evaluated the co-administration of CrylAc protoxin with doxorubicin. A
significant reduction in tumor volume and lung metastasis was found, with increased
intratumoral levels of TNFa and IL-6 with respect to the vehicle group, further supporting its
antitumor applicability.



INTRODUCCION
Cancer

El cancer es una enfermedad compleja, que se caracteriza por un proceso de varios pasos
en el cual una célula normal se transforma en una célula maligna o tumoral. En este proceso
las células tumorales adquieren algunas capacidades como: la autosuficiencia de sefales
de crecimiento, evasion de sefiales supresoras de crecimiento, invasion y metastasis,
induccion de angiogénesis, resistencia a la muerte celular, desregulacién de la energia
celular y evasion a la destruccion por el sistema inmunitario (Hanahan and Weinberg, 2011).

Un tejido normal tiene control de la produccion y liberacion de sefiales que promueven el
crecimiento y division de las células mediante el ciclo celular, por lo tanto, se asegura de
mantener la homeostasis en el nimero, la architectura y funcién del tejido. Sin embargo,
una célula tumoral puede adquirir sefiales de proliferacion de maneras alternativas: pueden
producir sus propios factores de crecimiento (estimulacién autocrina), incrementan el
namero de receptores en la superficie celular, lo cual las hace hiperreactivas a los factores
de crecimiento. También adquieren mutaciones que afectan la sefializacion constitutiva de
vias relacionadas a la proliferacion celular (Lemmon and Schlessinger, 2010, Witsch et al.,
2010, Hynes and MacDonald, 2009).

La célula tumoral tiene que evadir procesos que regulan negativamente la proliferacion,
estos procesos dependen de genes supresores de tumores. Se han caracterizado la
ganancia o pérdida de funcion por mutaciones en algunos de estos genes en modelos
animales. Por ejemplo, el gen RB (Retinoblastoma) y el gen TP53, los cuales regulan la
proliferacion, activan senescencia y programas de apoptosis celular (Sherr and McCormick,
2002).

Debido al proceso descontrolado de proliferacion de las células tumorales se generan
ajustes en el metabolismo energético de las células para llevar a cabo el crecimiento y la
division celular. En condiciones aerobicas, las células normales procesan glucosa, a
piruvato en el citosol a través de la glucolisis y después a diéxido de carbono en las
mitocondrias; en condiciones anaerobias, se favorece la glucolisis y poco piruvato se envia
a las mitocondrias consumidoras de oxigeno. Una célula tumoral reprograma el
metabolismo debido a que tiene que compensar una menor eficiencia 18 veces menor
producido por ATP, por lo tanto, las células tumorales captan y utilizan mas glucosa que
una célula normal (DeBerardinis et al., 2008).

La invasion a otros tejidos (metastasis) por parte de las células tumorales es otra
caracteristica de los tumores. Una de las alteraciones méas caracterizadas en la metastasis
es la perdida de la expresion de moléculas de adhesién célula-célula. Por ejemplo, la
disminucién en la expresién de E-caderina, la cual ayuda a mantener la cohesividad y
adhesividad del tejido epitelial (Berx and van Roy, 2009).

La evasion a la eliminacion por parte del sistema inmunoldgico de las células tumorales son
otra caracteristica importante de los tumores. Las deficiencias en el desarrollo y/o funcion
de linfocitos citotoxicos CD8+, linfocitos cooperadores CD4+ Thl o células NK,
incrementan la incidencia de tumores en ratones (Teng et al., 2008). La epidemiologia
clinica también ha demostrado la existencia de respuesta antitumoral en algunos tipos de
cancer en humanos (Bindea et al., 2010). Por ejemplo, en pacientes con cancer de colon o



de ovario que tienen infiltrados de células NK vy linfocitos citotoxicos tienen un mejor
pronostico que aquellos pacientes que no tienen abundante cantidad de linfocitos
citotéxicos (Pages et al., 2010, Nelson, 2008). Las células tumorales son pueden inhabilitar
componentes del sistema inmune, por ejemplo, secretar TGF-B para disminuir el infiltrado
de linfocitos citotoxicos y células NK en los tumores, reclutar células que suprimen la accion
de linfocitos citotdxicos como linfocitos T reguladores y células supresoras derivadas
mieloides (MDSC) (Yang et al., 2010, Ostrand-Rosenberg and Sinha, 2009, Mougiakakos
et al., 2010).

Estas y otras caracteristicas de las células tumorales se encuentran actualmente en
investigacion y ayudan a establecer nuevos blancos terapéuticos para eliminar los
diferentes tipos de tumores.

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling Suppressors

Deregulating Avoiding

immune
ﬁestrucuon

Resisting Enabling

cell replicative
death immortality
Genome Tumoy-
instability & : promotm_g
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &
metastasis

Caracteristicas de una célula tumoral. Imagen modificada de Hanahan y Weinberg, 2011, Hallmarks of
cancer: the next generation. Cell, 144, 646-74.
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Cancer de mama

El cdncer de mama es conocido como el tipo de cancer mas comudn y se convierte en una
de las principales causas de muerte en mujeres (Forouzanfar et al., 2011). Es clasificado
en diferentes subtipos, de acuerdo con la expresién de sus caracteristicas moleculares, los
cuales incluyen luminal A, luminal B, sobreexpresion de HER-2 y triple negativo. El cancer
de mama triple negativo (TNBC por sus siglas en inglés “Triple Negative Breast Cancer”)
es el mas agresivo de todos los subtipos, tiene una rapida progresion, altas probabilidades
de recurrencia temprana, y metastasis distante (Garrido-Castro et al., 2019). El TNBC es
caracterizado por la falta de expresién del receptor de estrégeno, receptor de progesterona
y el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2). Este subtipo
representa el 15%-20% de los pacientes con cancer de mama (Kondov et al., 2018). La
falta de terapias dirigidas y el bajo pronéstico de los pacientes con TNBC ha provocado un
mayor esfuerzo en el descubrimiento de nuevas terapias para tratar a estos pacientes
(Vidula and Bardia, 2017).

Entre otras caracteristicas del TNBC, se conoce que entre 15-20% de todos los casos de
TNBC estan asociados con las mutaciones germinales en BRC1 o BCRA2 (Pohl-Rescigno
et al., 2020). Los linfocitos infiltrantes de tumor en el estroma y los tumores han sido
identificados como un marcador de mejor prondstico y respuesta a la quimioterapia en el
TNBC (Loi et al., 2019). El TNBC es sensible a la quimioterapia. La quimioterapia
neoadyuvante en pacientes con TNBC temprano incluye la combinacion de antraciclinas
(Doxorrubicina), agentes alquilantes (ciclofosfamida), taxanos (paclitaxel) y anti metabolitos
(5-FU), seguido por la cirugia. Para los pacientes con TNBC refractario, no hay un régimen
de quimioterapia estandar. Las terapias disponibles para pacientes con TNBC avanzado
incluye anti metabolitos (capecitabine y gemcitabine), eribulin y cisplatino (Won and Spruck,
2020).

Cell Proliferation Potential and Tumor Grade

ER+ and PR+/-
[13-21)

Luminal B
ER+ and PR+/-

HER2+/- (Low)

[16,17], [24-27]
HER2+
HR+/- HER2+/-
[13,18], [28-39)]

Poor HR- and HER2- %
Prognosis [39-41] [43-48] 2y
ER&PR HER2 TNBC

Hormonal Expression

Clasificacion molecular del cancer de mama, requerimientos terapéuticos, grado y prondéstico. Imagen
modificada de Zubair M and Wang S, 2021, Advanced approaches to breast cancer classification and diagnosis,
Frontiers in Pharmacology, 11, 632079.
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Doxorrubicina en el tratamiento de cancer de mama

Entre los agentes de la quimioterapia sistémica en el cancer de mama se emplea el uso de
doxorrubicina, la cual es una antraciclina y forma parte de la primera linea de tratamiento
de diferentes tipos de cancer, incluyendo leucemia, linfoma de Hodgkin, cancer de pulmon,
cancer de mama, etc. (Thorn et al., 2011, Nitiss and Nitiss, 2014). Induce la intercalacion
del ADN, inhibicion de la topoisomerasa Il y la formacién de radicales libres (Tacar et al.,
2013).

Los efectos combinados de la quimioterapia y la inmunoterapia han sido reportados con la
mejora de la actividad citotdxica de la inmunoterapia contra células tumorales (Emens and
Middleton, 2015). La sensibilizacion de células tumorales incluye incremento en la
expresion de ligandos activadores, los cuales generan una mayor sensibilidad de las células
tumorales para ser eliminadas por el sistema inmune. Se ha reportado que el tratamiento
con dosis sub-letal de doxorrubicina mostro mayor susceptibilidad de las células tumorales
a la eliminacion por parte de células NK y linfocitos T (Wennerberg et al., 2013).

Se ha reportado que la terapia con doxorrubicina es capaz de inducir muerte celular
inmunogénica, favoreciendo la liberacién de antigenos en el microambiente tumoral (Krysko
et al., 2012), disminuir MDSC y estimular la proliferacion de linfocitos TCD8+ (Alizadeh et
al., 2014, Tacar et al., 2013).

Respuesta inmune en el cancer

Hace 65 afios se conocia que los tumores expresaban antigenos que permitian al sistema
inmune diferenciar entre una célula normal y una célula transformada. Basados en estos
descubrimientos MacFarlane Burnet y Lewis Thomas propusieron que la respuesta inmune
seria capaz de reconocer y eliminar células tumorales antes de su diagndéstico clinico, una
hipétesis llamada “Inmunovigilancia del cancer”. (Burnet, 1957). Sin embargo, esta hipotesis
fue puesta a prueba mediante algunos experimentos realizados por Osias Stutman, quien
comparo tumores inducidos por carcindgenos y tumores espontaneos entre ratones
inmunocompetentes y ratones inmunodeficientes, mostrando que los datos de la
inmunovigilancia no eran los esperados. Posteriormente se desarrollaron mejores modelos
de ratones inmunodeficientes, para estudiar la inmunidad anti tumoral e indiscutiblemente
comenzo a incrementarse la evidencia que apoyaba la conclusién que el sistema inmune
era capaz de prevenir el desarrollo de tumores (Dunn et al., 2002, Dunn et al., 2004). Estos
experimentos llevaron a redefinir la hipétesis de la inmunovigilancia del cancer a un
concepto de “inmunoedicion del cancer”, el cual enfatizaba la habilidad del sistema inmune
no solamente de eliminar células tumorales altamente inmunogénicas, sino también de
generar variantes de células tumorales con niveles muy bajos de inmunogenicidad (Dunn
et al., 2006, Shankaran et al., 2001).

Schreiber describié un nuevo y extendido concepto para entender la dinamica entre los
tumoresy las células del sistema inmunoldgico, la “inmunoedicion” la cual consta de 3 fases:
eliminacion, equilibrio y escape (Schreiber et al., 2011). En la fase de eliminacion, las
células tumorales con relativamente alta inmunogenicidad, son eliminadas antes de su
deteccion clinica. La evidencia mas convincente de este proceso viene a partir de los
descubrimientos de la alta incidencia de tumores inducidos por carcinégenos o tumores
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espontaneos en ratones inmunodeficientes en comparacibn con ratones
inmunocompetentes (Dighe et al., 1994, Kaplan et al., 1998, Shankaran et al., 2001).

La segunda fase de la inmunoedicion del cancer es la fase de equilibrio, en el cual el sistema
inmune no es capaz de eliminar células residuales del tumor, pero puede mantenerlas en
un periodo de inactividad

En la fase de escape, las células del tumor son poco inmunogénicas, y han proliferado para
formar una masa tumoral clinicamente detectable. Existen algunos mecanismos por los
cuales las células tumorales escapan al control de la respuesta inmune. Un ejemplo de
estas caracteristicas es que las células tumorales dejan de expresar moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC, por siglas en inglés), lo que las lleva a evadir la
eliminacioén del sistema inmunoldgico. Estos mecanismos llevan a reducir el reconocimiento
del sistema inmune y/o incrementar la inmunosupresién (Khong and Restifo, 2002, Zitvogel
et al., 2006).

Por la capacidad que tiene el sistema inmunoldgico para eliminar las células tumorales de
manera especifica, la inmunoterapia ha surgido como un tratamiento para tratar pacientes
con ciertos tipos de tumores.

“Danger” Intrinsic tumor suppression
Transformed signals  Tumor  NKR (senescence, repair, Normal
cells * .. antigens ligands and/or apoplosis) tissue

Carcinogens
Radiation
Viral infections
Chronic inflammation
Inherited genetic mutations

Elimination Equilibrium Escape

IL-6, IL-10 TGF-f
Galectin-1 T IDO

Tumor dormancy

and editing e

Innate & IL-12 CTLA4 T
adaptive | TNF e FoRER
immunity | NKG2D : @ PD-1
TRAIL
Perforin 3
4 Tumor growth
Normal cell promotion

Highly immunogenic
transformed cell

Poorly immunogenic

.l] and immunoevasive

Extrinsic tumor
suppression

transformed cells

Cancer Immunoediting

Las 3 E'de la inmunoedicion del cancer- Eliminacion, Equilibrio y Escape. Schreiber et al. 2011, Cancer
immunoediting: integrating immunity's roles in cancer suppression and promotion, Science, 331, 1565-70.
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Inmunoterapia

La inmunoterapia es definida como el uso de moléculas, anticuerpos, células, inhibidores,
etc. que aumentan y/o reestablecen la habilidad para prevenir o eliminar enfermedades
(Lizee et al., 2013). El objetivo de la inmunoterapia en el cancer es lograr un balance del
sistema inmune para eliminar células tumorales mientras no se induce una respuesta
autoinmune no controlada que limite los resultados de la inmunoterapia (Chen and Mellman,
2013).

La inmunoterapia puede ser clasificada como activa o pasiva. La inmunoterapia pasiva no
incrementa la respuesta inmunoldgica del hospedero e incluye la transferencia de
anticuerpos monoclonales, moléculas pequefas o. Al contrario, la inmunoterapia activa
induce un incremento de la defensa del hospedero la cual se puede categorizar en
especifica y no especifica. La inmunoterapia especifica, como las vacunas profilacticas o
terapéuticas, inducen inmunidad hacia antigenos otro ejemplo de terapia activa especifica,
es la transferencia adoptiva de células. La inmunoterapia no especifica encontramos la
administracién de citocinas, inhibidores de puntos de control y adyuvantes, los cuales
aumentan la respuesta inmunolégica del hospedero (Paucek et al., 2019) (Galluzzi et al.,
2014).

En el afio 2013 la inmunoterapia para el tratamiento del cancer fue declarada por la revista
Science como el descubrimiento del afio (Couzin-Frankel, 2013). La historia de la
inmunoterapia se remonta al afo 1891, cuando el Dr. William Coley, ahora considerado “el
padre de la inmunoterapia”, comenzé a investigar un tratamiento en los pacientes con
sarcoma. El Dr. Coley descubrié algunos casos de pacientes diagnosticados con sarcoma
gue desarrollaban eripselas causadas por Treptococcus pyrogenes, quienes presentaban
una larga remision de la enfermedad o incluso habia pacientes que ya no presentaban la
enfermedad. Posteriormente el Dr. Coley comenzé a inyectar los tumores de los pacientes
con la “toxina mezclada de Coley”, que consistia en una mezcla viva e inactivada de
Streptococcus pyrogenes y Serratia mercescens (Coley, 1991). Fue capaz de respuesta e
incluso remisién completa en pacientes con diferentes tipos de tumor que incluyen sarcoma,
linfoma y cancer de testiculo (Coley, 1910).

Existen algunas estrategias que se han empleado en la inmunoterapia para combatir
distintitos tipos de cancer. La interleucina 2 (IL-2) en altas dosis demostré eficacia clinica
cuando se administr6 a pacientes con cancer de riidbn metastasico y melanoma. Sin
embargo, debido a su alta toxicidad y desarrollo de nuevas terapias se dejé de emplear el
uso de IL-2. En el afio de 1998 la FDA aprobo el uso de rituximab, un anticuerpo monoclonal
para el tratamiento de linfoma de no Hodgkin (Ribatti, 2014). Rituximab se une a CD20 en
la superficie de células B inmaduras, posteriormente son eliminadas por células NK. En la
actualidad se cuentan con mas de 12 anticuerpos monoclonales para el tratamiento de
distintos tumores como el linfoma de Hodking, colorrectal, pulmén y cancer de mama. El
descubrimiento de proteinas como CTLA-4 y PD-1 los cuales funcionan como un regulador
(freno) del sistema inmune, llevo al desarrollo de inhibidores de estas proteinas para lograr
que los linfocitos T fueran capaces de eliminar células tumorales (Leach et al., 1996). En
2011 la FDA aprueba el uso de ipilinumab, un inhibidor de CTLA-4 para el tratamiento de
melanoma metastasico y también aprueba la terapia con PD-1y PD-L1 para el tratamiento
de cancer de pulmoén y melanoma.
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Inmunoterapia en cancer de mama triple negativo

El cancer de mama triple negativo (TNBC) suele ser el subtipo de cancer de mama mas
agresivo. Debido a que el TNBC no expresa receptores de progesterona y tampoco HER-
2, en la actualidad no hay tratamientos dirigidos y aprobados, por lo tanto, solamente existe
la opcidn de la quimioterapia. Algunos estudios han revelado que los pacientes con TNBC
tienen una disminucién del 55% en el riesgo de recurrencia, 23% de sobrevida libre de
enfermedad y 17% de sobrevida con la terapia adyuvante (terapia posterior a cirugia) (Berry
et al., 2006). La quimioterapia, en especial con antraciclinas (Doxorrubicina), no solamente
tienen efecto citotoxico, sino que también es capaz de activar linfocitos TCD8+ para eliminar
células tumorales, por lo tanto, los linfocitos infiltrados en el tumor responden bien a la
guimioterapia. Se ha reportado que el TNBC tiene alta expresion de PDL-1. Algunos
anticuerpos monoclonales han comenzado a ser estudiados, dirigidos contra PD-L1
(Atezolizumab, Durvalumab y Avelumab), y dirigidos contra PD-1 (Nivolumab vy
Pembrolizumab). También se ha comenzado a estudiar la aplicacion de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra CTLA-4 (Tremelimumab) (Pardoll, 2012).

Vacunas en cancer de mama

Otra estrategia para estimular la respuesta antitumoral es el uso de vacunas para el cancer,
su objetivo es inducir respuesta tipo TH1de linfocitos TCD4+ y TCD8+ contra antigenos
asociados a tumor (TAA) y antigenos especificos de tumor (TSA). La principal ventaja de
las vacunas para el cancer es su minima toxicidad, la generacion de respuesta inmune
adaptativa altamente especifica y el establecimiento de memoria inmunoldégica (Arab et al.,
2020).

El cancer de mama representa el tercer tipo de tumor mas estudiado, seguido del melanoma
y el cancer cervical (Migali et al., 2016). Los blancos terapéuticos mas comunes en las
vacunas para el cancer de mama son HER-2, Mucin 1, antigeno carcinoembrionario (CEA)
y la transcriptasa reversa de la telomerasa humana (hTERT) (Dafni et al., 2021).

Existen varios tipos de vacunas que son estudiadas para el cancer de mama, entre ellas
encontramos vacunas con péptidos, los cuales pueden ser monovalentes o polivalentes.
Un ejemplo de una vacuna monovalentes que se ha estudiado es con el péptido E75, la
cual se administra en combinacion con GM-CSF (Mittendorf et al., 2012). Otro ejemplo de
una vacuna monovalente que ha sido estudiada es “The sialyl TN” (STn) un péptido de
MUC-1 (Miles et al., 2011).

Otro tipo de vacuna que se encuentra en estudio, son las basadas en DNA o en vectores
virales. Algunas vacunas en fase clinica se han evaluado y demostrado que tienen la
capacidad de inducir respuesta celular y humoral. Vacunas de plasmidos de ADN que
codifican HER-2 o hTERT, son algunos ejemplos de este tipo de vacunas (Norell et al.,
2010, Zhang et al., 2012).

Las vacunas basadas en células dendriticas han tomado gran interés entre los
investigadores, debido a que son capaces de llevar a cabo presentacion cruzada, las cual
es necesaria para el desarrollo de linfocitos T citotdxicos especificos (Cintolo et al., 2012).
La vacuna de células dendriticas HER-2 fue probada en 27 pacientes con carcinoma ductal
en etapas tempranas de la enfermedad, y fue administrada antes de la cirugia. Obteniendo
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como resultado 18.5% de los pacientes no presentaron posteriormente carcinomas,
mientras que el 50% de los pacientes que aun presentaban carcinoma dejaron de expresar
HER-2 (Sharma et al., 2012).

Otras estrategias en las vacunas contra el cancer, son las vacunas basadas en células
completas o lisados de las células tumorales. Estas vacunas son capaces de inducir una
respuesta del sistema inmune hacia una fuente exdégena de células o componentes
modificados de una célula tumoral que pueden provenir de un paciente o un donador. N
ejemplo de este tipo de vacunas es una vacuna basada en células aut6logas de cancer de
mama que son infectadas con el virus de la enfermedad de Newcastle para incrementar la
expresion de interferon-p (Kurtz et al., 2014). GVAX es otro ejemplo de una vacuna basada
en células alogénicas de tumor de humano que expresa GM-SCF, se encuentra en fase 2
de estudio para pacientes con cancer de mama metastasico (McArthur and Page, 2016).

Las vacunas profilacticas también son una estrategia en la busqueda de prevenir el
desarrollo de cancer de mama, la principal dificultad que representa esta estrategia es el
desarrollo de complicaciones autoinmunes.

La a-lactoalbumina es una proteina especifica de diferenciacion en la mama que solamente
se expresa durante la lactancia, pero no en el tejido de mama normal. Estudios han revelado
que la a—lactoalbumina incrementa su expresion en el 55-60% del cancer de mama, y
aproximadamente en el 75% de los TNBC (Jaini et al., 2017). Un estudio mostro que la
vacunacion con a—lactoalbumina previene el desarrollo de cancer de mama en un modelo
de ratdn que genera tumores espontaneos (ratones MMTV), se mejord la infiltracion de
linfocitos Th1l TCD4+ productores de IFN-y y linfocitos TCD8+ citotéxicos (Jaini et al., 2010).
Sin embargo, un reto en las vacunas contra el cancer es el microambiente en el tumor (TME
por sus siglas en inglés “Tumor Microenvironment”) y la poca inmunogenicidad que tienen
los TAA y TSA (Melero et al., 2014). Una propuesta para mejorar la inmunogenicidad de
antigenos tumorales en la inmunoterapia, ha sido el uso de adyuvantes, para mejorar la
habilidad de las células dendriticas de generar una respuesta inmune especifica anti
tumoral adecuada (Banday et al., 2015).
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Adyuvantes en cancer

Un antigeno solo en una vacuna es poco inmunogénica y tiene una baja capacidad de
inducir una respuesta inmune adaptativa. En la ausencia de un adyuvante antigénico
dirigido a DC inmaduras en ausencia de inflamacién cualquier estimulo microbiano induce
tolerancia en lugar de una respuesta inmune potente (Mellman and Steinman, 2001). Tres
maneras en las que un adyuvante puede incrementar el reconocimiento de antigenos
tumorales, y por lo tanto una eficacia en las vacunas contra el cancer, son incrementando
la captacion del antigeno, la presentacion cruzada y la manera en que se esparce el
antigeno (Bowen et al., 2018).

La activacion de la respuesta inmune innata es vital en el desarrollo de una efectiva
respuesta anti tumoral. La activacion de receptores de reconocimiento a patogenos (PRRS),
los cuales incluyen TLRs, receptores tipo NOD (NLRs), receptores tipo RIG (RLRS),
receptores de lectina tipo C (CLRs) que expresan las células epiteliales, neutrofilos,
macréfagos o células dendriticas. Estos receptores se unen a patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPSs) que provienen de virus, bacterias u hongos, o a patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs) como proteinas de choque térmico (HMGB1) que
se liberan después de dafio en algun tejido (Bowen et al., 2018).
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Un tipo de adyuvante que se ha estudiado en los Ultimos afios son los agonistas del
estimulador de genes de interferon (STING). STING es una proteina de transmembrana
localizado en el reticulo endoplasmatico (Dubensky et al., 2013), su activacion lleva a una
respuesta de interferon de tipo | en respuesta al DNA intracelular (Ishikawa and Barber,
2008). Sin embargo, el uso de agonistas de STING puede inducir citotoxicidad sistémica
por lo tanto se prefiere administrarlo en la inyeccién intratumoral (Conlon et al., 2013). El
potencial toxico de los agonistas STING y la falta de blancos especificos han limitado su
uso como adyuvantes en las vacunas contra el cancer.

Otros tipos de adyuvantes que han sido estudiados son los agonistas de los receptores tipo
toll (TLR, por siglas en inglés), como CpG (agonista de TLR9) (Jie et al., 2018, Zhu et al.,
2019), monofosforil lipido A (agonista de TLR2 y TLR4) (Srivastava et al., 2016), Imiquimod
(agonista de TLR7) (Yue et al., 2019, Cho et al., 2017, Doorduijn et al., 2017) y poly I.C
(agonistade TLR3) (Di et al., 2019, Glaffig et al., 2017). Se ha demostrado que tienen efecto
antitumoral o que mejoran la inmunidad antitumoral. Sin embargo, el uso de agonistas de
los TLR es limitado en la inmunoterapia del cancer debido a que algunas células tumorales
expresan TLR’s y su estimulacion lleva a la progresién del tumor (Peyret et al., 2018, Bugge
et al., 2017, Pradere et al., 2014). Ademas, se ha reportado que algunos agonistas de los
TLR tienen efectos téxicos (Qin et al., 2007) y podrian generar inflamacion crénica (Furi et
al., 2013), la cual esté relacionada con la carcinogénesis.

Por lo tanto, es necesario encontrar nuevos y seguros adyuvantes, que sean capaces de
inducir inmunidad antitumoral.

Proteinas CrylAc

Nosotros proponemos a la protoxina CrylAc como un adyuvante alternativo, la protoxina
CrylAc es una delta-endotoxina producida durante la fase de esporulacién de la bacteria
Bacillus thuringiensis, que ha sido utilizada como bioinsecticida y pesa entre 70-130 kDa.
Cuando el insecto blanco ingiere los cristales de la proteina, son solubilizados y procesados
proteoliticamente, generando la toxina CrylAc activa, la cual se une a receptores del
intestino medio del insecto provocando la muerte (Gomez et al., 2014). Esta activaciéon
remueve aproximadamente 40 aminoacidos del amino terminal y 500 aminoacidos del
carboxilo terminal, convirtiendo la protoxina de 130 kDa en la toxina CrylAc activa de 65
kDa (Pardo-Lopez et al., 2013, Gill et al., 1992).

La protoxina CrylAc recombinante es inmunogénica y adyuvante, tanto a nivel sistémico y
de mucosas (Vazquez et al., 1999, Moreno-Fierros et al., 2003, Moreno-Fierros et al., 2000),
es capaz de activar células presentadoras de antigeno (APC, por siglas en inglés) mediante
la sobreexpresién de moléculas coestimuladoras y el incremento de la produccién de
citocinas proinflamatorias (Rubio-Infante et al., 2018, Moreno-Fierros et al., 2013). También,
puede conferir inmunidad contra distintos modelos de infeccion (Legorreta-Herrera et al.,
2010, Rojas-Hernandez et al., 2004, Ibarra-Moreno et al., 2014). En un modelo murino de
brucelosis se ha demostrado que la protoxina CrylAc induce respuestas de tipo Thl y de
linfocitos TCD8+ (Gonzalez-Gonzalez et al., 2015).
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La toxina CrylAc a pesar de no haber sido caracterizado su efecto adyuvante, es
inmunogénica (Guerrero et al., 2004) y capaz de activar macrofagos que inducen la
sobreexpresion de moléculas coestimuladoras e incrementan la produccién de citocinas
proinflamatorias (Torres-Martinez et al., 2016). El potencial efecto adyuvante antitumoral de
las proteinas CrylAc es desconocido. Por lo tanto, evaluamos el efecto y el mecanismo
conferido por las proteinas CrylAc en un modelo murino TNBC inducido con la linea celular
4T1.

3

-

Estructuradelaprotoxinay toxina CrylAc. Tabashnik B.E., 2015, Dual mode of action of Bt proteins: protoxin
efficacy against resistant insects., Science Reports, 5:15107.
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JUSTIFICACION

Debido a la falta de blancos terapéuticos especificos en el tratamiento del cancer de mama
triple negativo, es importante encontrar nuevos tratamientos y herramientas en la
inmunoterapia, como los adyuvantes, para mejorar la respuesta antitumoral, ademas de
gue sean seguros, no toxicos y efectivos para eliminar células tumorales.

HIPOTESIS

La protoxina y la toxina CrylAc tienen efecto adyuvante antitumoral mediado por su
capacidad de incrementar la activacion de células presentadoras de antigeno y en
combinacion con Doxorrubicina pueden incrementar el efecto antitumoral.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el mecanismo adyuvante antitumoral profilactico de la protoxina CrylAc y su uso
como terapia combinada con Doxorrubicina en un modelo murino de cancer de mama

OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar la activacion de células dendriticas ante la coadministracion por via
intraperitoneal de lisado 4T1 + protoxina o toxina CrylAc

» Evaluar la proliferacion de linfocitos TCD4+ y TCD8+ en la coadministracion de
lisado 4T1 + protoxina o toxina CrylAc ante un re-estimulo in vitro con péptidos
tumorales

» Evaluar en un modelo in vivo de cancer de mama triple negativo si la
coadministracion de lisado 4T1 + protoxina o toxina CrylAc induce inmunidad
antitumoral

» Evaluar la citotoxicidad mediada por linfocitos T in vitro en ratones inmunizados con
lisado 4T1 + protoxina o toxina CrylAc

» Evaluar el microambiente tumoral en el tratamiento profilactico de lisado 4T1 +
protoxina o toxina CrylAc

» Evaluar el efecto adyuvante antitumoral de la protoxina CrylAc en la terapia
combinada con Doxorrubicina
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METODOLOGIA

Protoxina y toxina CrylAc recombinante

La protoxina CrylAc recombinante fue purificada a partir de cultivos de Escherichia coli
(Pos9300) (Rojas-Hernandez et al., 2004). Las bacterias se cultivaron en medio “Luria
Broth” (US Biological Swampscott, MA 01907) adicionado con ampicilina (100 pg/mL).
Fueron incubadas a 37 °C por 48hrs a 300 rpm en agitacion constante. Las bacterias son
centrifugadas a 10,000 rpm a 4 °C por 15 min, las bacterias son tratadas 2 veces con buffer
(Tris-HCI 0.05 M, EDTA 1Mm, pH 8.0). Posteriormente, las bacterias son lisadas e
incubadas a 37 °C durante 1 h con lisozima + sacarosa al 15% por ciclos de 5 mina una
amplitud de 100Htz. Los cuerpos de inclusion se recuperan mediante

centrifugacién a 10,000 rpm, posteriormente se lavan 5 veces con 50 mL  Protoxina CrylAc

de NaCl 0.5M + Triton X-100 al 1% y sonicada entre cada uno de los MP P T
lavados. La pastilla es suspendida en 30 mL de agua bidestilada 4 °C.

Para obtener la protoxina CrylAc, la pastilla se solubiliza en 5 mL de |5 130%e=

buffer de carbonatos (carbonato de sodio Na2CO3 0.1M, pH 9.6, 10 Mm 100 e

de DTT) por 30 min a 37 °C en agitacién constante (300 rpm). La 15 esxoa] TOXINA
protoxina CrylAc solubilizada se obtiene por centrifugacion a 10,000 rpm % CrylAc
a 4 °C por 15 min y posteriormente recuperando el sobrenadante. La .
toxina CrylAc se obtiene mediante la tripsinizacion de la protoxina 3

CrylAc (Torres-Martinez et al., 2016). Las proteinas CylAc fueron

tratadas con una resina de Polimixina B (Bio-Rad, Hercules, CA.) para %

eliminar endotoxinas, los niveles de endotoxinas (LPS) fueron evaluados ”

mediante el uso del kit E-toxate, encontrando niveles inferiores a 0.1

EU/mL. Finalmente, las proteinas se evaluaron mediante SDS-PAGE y la

concentracion total de proteina fue determinada mediante el método de
Bradford.

Animales

Ratones hembra BALB/c (6 a 8 semanas de edad) se utilizaron en este estudio. Los
animales se mantuvieron en cajas con filtro, alimentados con comida estéril (2019 Teklad
Global 19% Protein Extruded Rodent Diet, Harlan Laboratories Inc. Indianapolis, IN), agua
ad libitum y cuidados de acuerdo con los lineamientos del reglamento Federal de
Experimentacion y Cuidado Animal (NOM-062-ZO0-1999; Secretaria de Agricultura,
México). El nimero (n) de ratones utilizados por grupo experimental se indica en el pie de
cada figura. Solicitud:283319 a la Comisién de Etica con Oficio: CE/FESI/0920117/1197.

Linea celular y lisado 4T1

Las células de carcinoma mamario 4T1 de ratén (ATCC, Manassas, Virginia, USA) fueron
cultivadas en medio RPMI-1640 con penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL),
fungicida (0.75 pg/mL) y suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco,
Gaithersburg, MD). Las células 4T1 en cultivo se obtuvieron y fueron lavadas mediante

21



centrifugacion con medio RPMI y PBS. La pastilla de células 4T1, con 5x10’ células, fue
suspendidas en 3 mL de PBS estéril con 5mM de 4cido p-hroxymercuribenzenoico (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) para evitar la protedlisis, y sonicada por 1 minuto (Sonic
Dismembrator Model 300 Fisher, Pittsburgh, PA) en hielo. Los lisados fueron alicuotados y
guardados a -80 °C. Las proteinas fueron evaluadas mediante SDS-PAGE y la
concentracion de proteina fue determinada mediante el método de Bradford.

Obtenciéon de leucocitos de cavidad peritoneal, omentum, ganglio mesentérico y
bazo.

Para evaluar la activacion de células dendriticas, una aplicacion intraperitoneal (i.p.) con
protoxina o toxina CrylAc (50 pg) + lisado de células 4T1 (50ug), en un volumen total de
100 uL. 48 hrs después se obtuvieron distintos ganglios. Los ratones que recibieron las
inmunizaciones por via i.p. con los lisados de células 4T1 y coadministrados con las
proteinas CrylAc, fueron sacrificados bajo anestesia 48 hrs. o 10 dias después de la
primera o la segunda inyeccion para obtener leucocitos de los distintos ganglios para el
andlisis de la activacion de células dendriticas y la proliferacion de linfocitos,
respectivamente. Los leucocitos del exudado del peritoneo fueron recuperados mediante
lavados del peritoneo con 5 mL de solucién salina (PBS) frio con 5% de suero fetal bovino
(SFB), la cavidad peritoneal fue ligeramente agitada por 3 minutos antes de remover el
fluido peritoneal. El bazo y el ganglio mesentérico (GM) fueron obtenidos y disgregados con
un filtro estéril de malla de nylon usando 5 mL de medio RPMI-1640 suplementado con 5%
SFB, L-Glutamina y aminoacidos esenciales (GIBCO BRL NY14072, Grand Island, NY). El
omentum fue obtenido como fue reportado por Carlow et al (Carlow et al., 2009).
Brevemente, el omentum fue obtenido mecanicamente y disgregado con un filtro estéril de
malla de nylon, lavado Yy filtrado 2 veces con medio de cultivo RPMI-1640 suplementado
con 5% de SFB.

Activacion de celulas dendriticas

o Inmunizaciones:
Inmunizacion

intra-peritoneal ++ PBS
++ Lisado celular 4T1 (50 pg)
SACRIFICIO  ++ |isado celular 4T1 (50 pg) + protoxina Cry1Ac (50 ug)

. ) +» Lisado celular 4T1 (50 pg) + toxina Cry1Ac (50 ug)
-48 hrs 0
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Ensayo de proliferaciéon de linfocitos T

Para la evaluacion de respuesta proliferativa de linfocitos T en bazo y ganglio mesentérico
(GM), los ratones fueron inmunizados con las mismas concentraciones de lisado y protoxina
o toxina CrylAc, con 2 inmunizaciones, una cada semana y fueron sacrificados 48 hrs.
después de la segunda inmunizacién. El ensayo de proliferacion de linfocitos T se realiz6
en el 15% dia, mediante el marcaje de células del GMy del bazo con CFSE (5uM) (Molecular
probes, Eugene, OR, cat #:11524217). La densidad de células fue ajustada a 2x10°
células/mL, las células fueron cultivadas en placas de 12 pozos y estimuladas con 10 pg/mL
de una mezcla de péptidos sintéticos expresados por la linea tumoral 4T1 (Tmte2, Gprcbha,
Qars and survivina) por 72 hrs, 37 °C y 5% CO.,. Posteriormente, las células fueron
obtenidas y tefiidas para el analisis mediante citometria de flujo.

Proliferacion de linfocitos T

Inmunizaciones:
“ PBS
Inmunizacién %+ Lisado celular 4T1 (50 pg)
intra-peritoneal ++ Lisado celular 4T1 + protoxina Cry1Ac (50 pg)

f /f sacriFicio + Lisado celular 4T1 + toxina Cry1Ac (50 pg)

"~ 10dia -3dia >

- 0

Inmunizacién profilactica

Para evaluar el efecto antitumoral de las proteinas CrylAc en el modelo in vivo con la linea
tumoral 4T1, se utilizaron 2 esquemas de inmunizacién, consistieron en 3 inmunizaciones
profilacticas por la via i.p. con protoxina o toxina CrylAc (50 pg) + lisado de células 4T1 (50
Kg) en un volumen final de 100 pL. El grupo control se le administré solamente PBS. En el
primer esquema, la inmunizacion fue aplicada cada tercer dia, mientras que en el segundo
esquema las inmunizaciones fueron cada séptimo dia. Siete dias después de la Ultima
inmunizacion, los tumores fueron inducidos mediante la inyeccion subcutanea de 3 x 103
células 4T1 en la mama de las ratonas BALB/c. El crecimiento de los tumores fue
monitoreado cada tercer dia con un Vernier digital y el volumen fue obtenido de acuerdo a
la siguiente formula: V=0.52 (A2 x L), (A=ancho, L=largo) (Kij et al., 2018, Nigjeh et al.,
2019). Todos los ratones fueron sacrificados 40 dias después de la inoculacién de las
células 4T1. Un esquema de inmunizacién profilactico similar (aplicaciones cada séptimo
dia) fue usado para evaluar el efecto en el crecimiento del tumor solamente al aplicar las
proteinas CrylAc, este esquema consistié en 3 inyecciones subcutaneas peritumorales,
aplicadas a partir de la segunda semana de haber inducido los tumores con 3 x 103 células
4T1.
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ESQUEMA PROFILACTICO CORTO

Inmunizacidn profilactica Inoculacidn células 4T1
intra-peritoneal Via sub-cutanea (3x103)
f f /ff SACRIFICIO
Dias -9 0 40
ESQUEMA PROFILACTICO LARGO
Inmunizacién profilactica Inoculacién células 4T1
intra-peritoneal Via sub-cutanea (3x103)
SACRIFICIO

Dias -2 -14 0 40 a
Inmunizaciones:
++ PBS
++ Lisado celular 4T1 (50 pg)
+»+ Lisado celular 4T1 + protoxina CrylAc (50 ug)
+¢+ Lisado celulatr4T1 + toxina Cry1Ac (50 ug)

Péptidos 4T1

Los péptidos corresponden a epitopos identificados en las células 4T1 mediante la
secuenciacion, Tmtc2 (QGVTVLAVSAVYDIFVFHRLKMKQILP), GPRC5a
(FAICFSCLLAHALNLIKLVRGRKPLSW) y Qars (FPPDAINNF) los cuales fueron
identificados como neoepitopos para TCD8+ y Survivin (GWEPDDNPI). La mezcla de
péptidos fue utilizada para evaluar la respuesta de células especifica en el bazo y el GM.
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Microambiente tumoral

Los tumores de ratones que recibieron inmunizacion de lisado 4T1 + pCrylAc cada 7™ dia,
fueron obtenidos 3 semanas después de haber inducido los tumores. Los tumores fueron
extirpados, disgregados en un filtro estéril de nylon y lavados dos veces con medio de
cultivo RPMI, y finalmente, la solucion se filtr6 con la malla de nylon estéril. La suspensién
de células fue contada y dividida para la evaluacién de poblaciones inmunolégicas como
linfocitos, macréfagos y células supresoras derivadas mieloides (MDSC, siglas en inglés,
Myeloid-derived suppressor cells), las cuales han sido relacionadas con la inmunidad
tumoral.

EVALUACION MICROAMBIENTE TUMORAL

Inmunizacién profilactica Inoculacién células 4T1
intra-peritoneal Via sub-cutdnea (1x10%)
ok f f SACRIFICIO
Dias -14 -7 0 22

Inmunizaciones:

< PBS

+ Lisado celular 4T1 (50 ug)

» Lisado celular 4T1 (50 ug) + protoxina Cry1Ac (50 pg)
Lisado celulatr4T1 (50 pg) + toxina Cry1Ac (50 pg)

D

B

D

.
o

Ensayo in vitro de citotoxicidad de linfocitos T en células 4T1

El andlisis de citotoxicidad de células mediado por linfocitos T fue realizado como se
describié anteriormente (Jimenez-Chavez et al.,, 2019). Los leucocitos de bazo fueron
obtenidos el dia 21 posterior a la induccion de los tumores con las células 4T1, de los
ratones que recibieron 2 inmunizaciones i.p. profilcticas (aplicadas cada 7™ dia) con
lisados de células 4T1 solo o coadministrados con la protoxina o toxina CrylAc. Las células
no adherentes de bazo de ratones inmunizados y sanos se utilizaron para enriquecer la
poblacién de linfocitos T mediante una seleccién negativa con micro-perlas MACS CD19
(Miltenyi Biotec, Bergisch, Germany, cat # 130-121-301), las células T fueron contadas y
co-cultivadas a diferentes proporciones con 2 x 10* células 4T1 teflidas con CFSE por 4 hrs
en tubos de cultivo. Las células fueron recuperadas, tefiidas con Anexina V-APC y
analizadas mediante citometria de flujo (FACS Calibur), se registraron 50,000 eventos, de
la regién 4T1 CFSE+.
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Analisis de la citometria de flujo

Los leucocitos obtenidos para la proliferacion de linfocitos T y el ensayo de activacion de
células dendriticas fueron contados mediante un contador de células automatizado, (Bio-
Rad TC10™) y fueron centrifugadas a 1500 rpm por 5 min a 4 °C. Para evitar la unién
inespecifica de inmunoglobulinas al receptor Fc y II/1ll, la pastilla de células fue tratadas por
30 min con 1ug/mL del anticuerpo monoclonal anti-CD16/32 (Biolegend, San Diego, CA,
Cat#101302) en PBS-BSA al 0.5%. Las células fueron lavadas con PBS-BSA 0.5% e
incubadas con los siguientes anticuerpos conjugados contra las moléculas indicadas (anti-
CD4-PeCy5, anti-CD8-APC y anti-CD19-PE) para la proliferacion de linfocitos T y (anti-
CD11c-FITC, anti-MHCII-APC, anti-CD80-PeCy5 y anti-CD86-APC) para el ensayo de la
activacion de células dendriticas por 30 min a 4 °C en oscuridad. Para evaluar el efecto de
la inmunizacion en el microambiente tumoral, los tumores fueron disgregados
mecanicamente y filtrados con una maya de nylon por 3 ocasiones. Posteriormente las
células de los tumores fueron incubadas con la siguiente tincion: 1) anti-CD3-APC, anti-
CD4-FITC, anti-CD8-PE y anti-CD69-PeCy5, 2) anti-CD3-APC, anti-CD4-PeCy5, anti-
CD25-FITC, anti-FoxP3-PE, 3) anti-CD11b-PeCy5, anti-F4/80-FITC, anti-Grl-PE, anti-
CD86-APC. Las células fueron lavadas con PBS-BSA y suspendidas en 300 pL de
paraformaldehido en PBS al 1%. Todos los datos fueron analizados usando el citmetro de
flujo FACS Calibur (Becton Dickinson, San Jose, CA) y el software BD CellQuest Pro.5.1.1.
A menos gue se especifique otra cantidad de eventos registrados en general, se registraron
100 000 eventos por muestra.

Viabilidad celular

Para determinar si la protoxina y la toxina CrylAc tienen efecto citotoxico en las células
4T1, se llevaron a cabo ensayos de MTT (Sigma-Aldrich), el cual fue descrito previamente
(Bautista-Jacobo et al., 2021). Las células 4T1 (1x10%) células/pozo fueron incubadas con
diferentes concentraciones de las proteinas CrylAc, lavadas con PBS e incubadas después
con MTT (0.5 mg/mL en el medio de cultivo sin suero fetal bovino) por 4 hrs a 37° C.
Posteriormente, se agregaron 100 uL/pozo de MTT, la placa se mezcl6 por 2 minutos para
disolver el MTT. La densidad o6ptica fue registrada a 570 nm, con referencia a 655 nm
(EL800BIo-Tek Instruments, Inc.). La actividad mitocondrial de las células tratadas fue
normalizada con la de las células del control negativo (células incubadas con el vehiculo).
Para evaluar si la protoxina o toxina CrylAc podrian provocar apoptosis en células 4T1, la
incorporacion de Anexina V fue determinada en células incubadas por 24 hrs con distintas
concentraciones de las proteinas CrylAc. El control positivo de apoptosis fueron celulas
4T1 incubadas con peréxido de hidrogeno 500 uM (H20.); células no tratadas sirvieron
como control negativo. Después de 24 hrs de estimulo, las células fueron incubadas con 25
pL de Anexina V (Sigma-Aldrich-A9460; diluido 1:50 en buffer de union: 0.1M HEPES,
0.14M NacCl, y 0.0025M CacCl2) por 25 minutos en oscuridad, las células fueron registradas
con el uso de un citdmetro de flujo (FACS Calibur).
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Terapia de Doxorrubicina + protoxina Cry1Ac

Ratones hembra BALB/c de 6 a 8 semanas de edad fueron inyectados con 2 x 10* células
4T1 para inducir el crecimiento tumoral, cuando los tumores fueron palpables, los ratones
fueron separados en 3 grupos: no tratados (PBS, grupo vehiculo), Doxorrubicina (sola),
Doxorrubicina + protoxina CrylAc, (5 ratones por grupo). La Doxorrubicina fue administrada
por via intravenosa (i.v.) a una concentracion de 5 mg/kg in 100 pL en los dias 9 y 17
después de la inoculacion de las células 4T1. La protoxina CrylAc fue administrada
después de la terapia con doxorrubicina en los dias 10, 12 y 18 después de la induccién de
los tumores mediante la ruta peri tumoral a una concentracién de 50 pug en 50 pL y también
se administro por la via i.p. a una concentracioén de 50 pug en 100 pL. El crecimiento de los
tumores fue monitoreado cada 3er dia. Los ratones fueron sacrificados el dia 24 posterior
a la inoculacion de las células tumorales.

Terapia combinada protoxina Cry1Ac + Doxorrubicina

DOXORRUBICINA

Inoculacién células 4T1 Via intravenosa (5mg/kg)
Via sub-cutanea (2x10%)
S AN 9 17 SACRIFICIO

10 12 18
f? v f ’
. . PROTOXINA CrylAc
Inmunizaciones: Via peri tumoral y via intraperitoneal (50ug)

% PBS
¢ Doxorrubicina (5mg/kg)
++ Doxorrubicina (5mg/kg) + protoxina CrylAc (50 ug)

Evaluacion de citocinas en el tumor

Los tumores de los ratones que recibieron los diferentes tratamientos (terapia solamente
con doxorrubicina, terapia combinada de doxorrubicina + protoxina CrylAc y ratones control
sin tratamiento) fueron obtenidos el dia 24 posterior a la inoculacién de las células tumorales
4T1. Los tumores fueron pesados y sonicados con pulsos de 10s y 50% de amplitud (Sonic
Dismembrator Model 300 Fisher, Pittsburg, PA) para obtener lisados. Se realiz6 una
relacion entre el peso del tumor y el volumen del medio agregado al lisado, tomando en
cuenta la heterogeneidad en el tamafio de los tumores (0.58gr de tumor/300 pL de medio
suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas complete™ (mini protease
inhibitor tablets) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Los lisados de los tumores fueron
centrifugados por 10 min a 10,000 rpm, los sobrenadantes se recuperaron, fueron
alicuotados y guardados a -70 °C hasta su uso. Los niveles de MCP1, IL-12, TNF-a, IFN-y,
IL-10 e IL-6 fueron medidos usando BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse inflammatory
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Kit (BD Bioscience, cat # 552364 BD) acorde a las instrucciones del fabricante:
Comenzamos la curva estdndar a una concentracion de 5 pg/mL para determinar
concentraciones por debajo de la curva recomendada por el fabricante. La concentracién
de citocinas fue medida mediante citometria de flujo (FACS Calibur) y el software CB BDA.

Metastasis en plumon

Para el andlisis de macro-metéstasis en los pulmones se evaluaron en los ratones que
recibieron los diferentes tratamientos (terapia solamente con doxorrubicina, terapia
combinada de doxorrubicina + protoxina CrylAc y ratones sin tratamiento). Durante el
sacrificio, los pulmones fueron rellenados con 1 mL de una solucién de tinta india al 10%
(Winsor & Newton, London, UK), en PBS, a través de la traquea con ayuda de una canula.
La traquea fue bloqueada mediante hilo quirtrgico y los pulmones fueron extraidos y
lavados 3 veces con 10 mL de solucion Fekete (85 mL etanol al 70%, 10 mL
paraformaldehido al 10% y 5 mL de acido acético) y los pulmones fueron fijados en la misma
solucién durante la noche. Los focos de metastasis fueron contados con un microscopio
estereoscopio, OLYMPUS SZ CTV (Olimpus, Tokyo, Japan). El indice de metastasis fue
calculado con el numero de nodos metastasis en el pulmon.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con Gradhpad Prism software version 7.0. ANOVA de 1 via fue
aplicada para la comparacién mdultiple y una post-prueba de comparacion multiple de
Dunnett fue utilizada para comparar el resto de los grupos, los cuales fueron indicados
cuando p-value *<0.1, **<0.005, ***<0.01, ****<0.001. Los resultados son mostrados como
la media + error estdndar (SEM) o desviacion estandar (SD).
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RESULTADOS

La inmunizacién intraperitoneal con la protoxina CrylAc incrementa la expresion de
CD80 en células dendriticas (CD11c+/MHCII+) del bazo

Es necesaria la activacion y maduracion de APC para inducir linfocitos T citotoxicos
especificos de antigenos tumorales capaces de eliminar las células de los tumores. Por lo
tanto, decidimos evaluar si la inmunizacioén por la via i.p. con lisado de la linea tumoral 4T1
como fuente de antigenos tumorales coadministrado con la protoxina o la toxina CrylAc
como adyuvantes, eran capaces de incrementar la activacion de células dendriticas en la
cavidad del peritoneo y el bazo de ratones BALB/c. La poblacion de células dendriticas
maduras fue considerada como aquella en la que la expresion de los marcadores
CD11c+/MHCII+ fue alta (Merad et al., 2013). Después de 48 horas de la inmunizacion
analizamos la activacion de células dendriticas, elegimos evaluarlo a este tiempo debido a
gue en previos reportes se ha observado la activacion de células dendriticas y macréfagos
en la cavidad del peritoneo después de la inmunizacion i.p. con protoxina Cry1lAc (Moreno-
Fierros et al., 2013).

Los “dotplots” representativos de las regiones analizadas para cada tratamiento que fue
analizado en la cavidad del peritoneo, bazo, Omentum y ganglio mesentérico, se muestran
en la figura 1. No observamos diferencias significativas entre los diferentes tratamientos en
la activacion y numero de células dendriticas en el GM (Figura 1D). Usando los marcadores
CD11c y MHCII, distinguimos 4 poblaciones de células en la cavidad del peritoneo con
diferente expresion de estos marcadores: (CD11lc+/MHCII+ (R1), CD11lc-/MHCIl+ (R2),
CD11c+/MHCII™ (R3) y CD11c+"°"/MHCII- (R4)); también la expresion de los marcadores
de activaciéon CD80 y CD86 fueron analizados por separado (Figura 2), para determinar con
precision los cambios en la activacion después de los diferentes tratamientos.

En los ratones inmunizados con protoxina CrylAc como adyuvante, la cantidad de células
dendriticas (CD11c+/MHCII+) no incrementaron en la cavidad del peritoneo. Sin embargo,
se observo un incremento en la proporcion de células que expresan CD11c+/MHCII"™™ (R3)
y CD11c+°“/MHCII- (R4), en los cuales CDS80 tiene una baja expresion y una
sobreexpresion, respectivamente, comparados al grupo control (vehiculo, PBS) (Figura 2A
y 2B). Mientras que los ratones que recibieron la toxina CrylAc como adyuvante tuvieron
una sobreexpresion de CD80 en las células CD11c+""“/MHCII- (R4), y una baja expresion
de CD86 en R3 y R4 con respecto al vehiculo (Figura 2B).

De manera notoria, los ratones que habian recibido los lisados 4T1+ la protoxina CrylAc
mostraron un incremento en la expresion de CD80 en células dendriticas del bazo
(CD11c+/MHCII+ (R1)) y en las regiones R2 y R3 en comparacion al grupo control (vehiculo,
PBS) (Figura 2D). En contraste, los ratones que recibieron la inmunizacién con el lisado
4T1 + la toxina Cry1lAc mostraron una disminucién en la expresién de CD86 en la poblaciéon
R1 (células dendriticas) (Figura 2D).

Estos resultados indican que la inmunizacion con la protoxina CrylAc incrementa la
proporcion de CD11c+/MHCII+°" y CD11c+°“/MHCII- (con alta expresién de CD80) de
manera local en la cavidad del peritoneo e induce un incremento en el nUmero y activacion
de células dendriticas a nivel sistémico (bazo). Es importante tener en cuenta que las
diferentes poblaciones analizadas pueden tener una funcion distinta en cada uno de los
sitios analizados.
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Figura 1. Inmunizacion con lisado 4T1 + protoxina CrylAc no incrementa el niumero de células
dendriticas (CD11c+/MHCII+) en el ganglio mesentérico. Los ratones BALB/c fueron inyectados por la via
i.p. con una dosis de lisado 4T1 + protoxina CrylAc o toxina CrylAc. Después de 48 hrs. Los ratones fueron
sacrificados y se obtuvieron leucocitos de la cavidad del peritoneo, bazo, Omentum y ganglio mesentérico. Las
células fueron tratadas para su analisis mediante citomeria de flujo como se describe en el apartado de material
y métodos con anticuerpos anti-CD11c, anti-MHCII, anti-CD80 y anti-CD86 para evaluar la activacion de células
dendriticas. A) “Dot Plots” representativos muestran la expresion diferencial de CD11c y MHCII en la cavidad
del peritoneo, bazo B), Omentum C), y ganglio mesentérico D). Los valores mostrados representan la media
+SD expresados como la intensidad media de fluorescencia (IMF). En la figura se muestran datos
representativos de dos experimentos independientes.

La inmunizacién intraperitoneal con protoxina CrylAc incrementa la cantidad de
células dendriticas en el Omentum

Para determinar si la activacion de células dendriticas ocurre con mayor magnitud en otros
sitios cercanos al de la inmunizacion intraperitoneal (lisados 4T1 + protoxina o toxina
Cry1Ac), decidimos analizar la poblacion de células dendriticas en el Omentum y el ganglio
mesentérico (GM). Estos sitios fueron elegidos debido a que se ha descrito que posterior a
la inmunizacion intraperitoneal con un estimulo inflamatorio, como LPS, el tioglicolato, o
incluso con la misma protoxina CrylAc, parece inducir la migracién de la poblacion de
macrofagos residentes del peritoneo hacia el Omentum (Rubio-Infante et al., 2018) (Ghosn
et al., 2010). Observamos que los ratones que recibieron la protoxina CrylAc mostraron un
incremento en el nimero de células dendriticas en el Omentum comparado al grupo control
(PBS) y a los ratones que recibieron solamente el lisado 4T1 (Figura 1C y Figura 2E) (Figura
complementaria 1 muestra las graficas de las proporciones obtenidas en cada uno de los
sitios analizados). En los ratones inmunizados con lisado 4T1 + toxina CrylAc no
encontramos diferencias significativas (Figura 2E).

Estos resultados muestran la activacion de células dendriticas inducida por la protoxina
CrylAc, en la cavidad del peritoneo, bazo y omentum, por lo que nos llevo a proponer el
uso de la protoxina CrylAc como un posible adyuvante que podria inducir una respuesta
antitumoral mediado por linfocitos T.
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Figura 2. Inmunizaciéon con lisado 4T1 + protoxina CrylAc incrementa la activacion de células
dendriticas (CD11c+/MHCII+) y la cantidad de células CD11c+ en Omentum y bazo. Ratones BALB/c fueron
inyectados por la via i.p. con una sola dosis de lisado 4T1 solo o coadministrado con protoxina o toxina Cry1Ac.
El lisado 4T1y las proteinas fueron administrados a una concentracion de 50 pg cada una. Después de 48 hrs.,
los ratones fueron sacrificados, y se obtuvieron leucocitos de la cavidad del peritoneo A) y B), bazo C) y D) y
del Omentum E) y F). Las células fueron tefiidas para ser analizadas mediante citometria de flujo, como se
describe en el apartado de materiales y métodos, con anti-CD11c, anti-MHCII, anti-CD80 y anti-CD86 para
determinar la activacion de células dendriticas. Cien mil eventos (100,000) fueron registrados en cada muestra.
Los “Dot Plots” representativos de la diferente expresion de CD11c y MHCII se muestran en la figura 1. En el
peritoneo, cuatro regiones fueron distinguidas (R1, R2, R3 y R4), mientras que en el bazo y el Omentum se
definieron tres poblaciones (R1, R2 y R3). Estas regiones fueron analizadas por separado para evaluar la
expresion de CD80 y CD86. Las gréaficas de barra en A, C y E muestran el porcentaje de células en cada region,
expresados como la media + SD (“standar deviation”). Los valores mostrados en B y D representan la intensidad
media de florescencia (IMF), expresada como media + SD. Se utilizaron ANOVA, prueba multiple de Dunnett y
prueba de t. Los datos mostrados son representativos de dos experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01,
**+*n<0.0001 contra el grupo indicado.

El tratamiento con protoxina CrylAc incrementa la proliferacién de linfocitos TCD4 y
TCD8 en bazo y ganglio mesentérico

La generacion de respuesta celular por linfocitos TCD4+ y TCD8+ es requerida para inducir
una adecuada respuesta antitumoral, ya que los linfocitos T mejoran la produccién de
citocinas y eliminan las células tumorales, respectivamente. Para determinar si la protoxina
o la toxina CrylAc como adyuvantes coadministradas con lisados 4T1 son capaces de
inducir un incremento en la respuesta celular después de la inmunizacion, evaluamos la
proliferacion sistémica y local de linfocitos TCD4+ y TCD8+ en el bazo y el ganglio
mesentérico, los cuales fueron re-estimulados in vitro con una mezcla de péptidos
correspondientes a epitopos expresados por la linea tumoral 4T1 (Kreiter et al., 2015).

Observamos que los ratones inmunizados con lisado 4T1 + protoxina CrlAc induce un
incremento en la proliferacion de linfocitos TCD4+ (45.1%) en el bazo en comparacion a los
ratones que fueron inmunizados solo con el lisado 4T1 (29.5%) y el grupo control PBS
(9.8%). La alta proporcién de proliferacién registrada posiblemente se deba a que las
células de bazo de ratones habian recibido la segunda inmunizaciéon dos dias antes del
sacrificio. Por consiguiente, no se observo un incremento en la proliferacion después del re-
estimulo in vitro con los péptidos expresados por la linea tumoral 4T1, con respecto a las
células que no recibieron el estimulo, posiblemente debido a que los linfocitos T estaban ya
en proliferacién (Figura 3A). Notablemente, la proliferacién de linfocitos TCD8+ en el bazo
fue mas alta en los ratones que recibieron el tratamiento con el lisado 4T1 + protoxina
CrylAc (55%) en comparacién con los ratones que recibieron la inmunizacién solamente
con el lisado 4T1 (41.9%) y los que recibieron el vehiculo PBS (16.7%), aungque no se
observaron diferecnias con respecto al lisado solo, es necesaria la presencia del adyuvante
para observar los cambios observados (Figura 3A). Ademas de evaluar la respuesta celular
en el bazo, evaluamos la proliferacion de linfocitos TCD4+ y TCD8+ en el ganglio
mesentérico, el cual es un ganglio linfoide localizado al sitio de inmunizacion (via
intraperitoneal). Encontramos que los ratones que recibieron el lisado 4T1 + protoxina
CrylAc o toxina CrylAc tuvieron un incremento en la proliferacion de linfocitos TCD8+
(18.7% y 11%, respectivamente) y linfocitos TCD4+ (2% y 1.6%, respectivamente) en
comparacion con los ratones inmunizados solamente con el lisado 4T1 (Figura 3B).

33



Bazo

Bl Vehiculo (PBS)
I Lisado 4T1

Vehiculo Lisado 4T1 Lisado 4T1
A (PBS) L sado 4T1 + + B Lisado 4T1 + pCry1Ac
- R . . P.rotoxma CrylAc Toxina Cry1Ac B Lisado 4T1 +tCry1Ac
o ‘98/0 il ~45.1% 2w 10' 0w 0, »
+1.2 *nk* 16.7%
. § 12 z +5.1 » — 80 %
Medio} - v g 4 °\° b
. ~ 60 *kk
e R e [T M - + | %
~203% | <“F285% | “[~4a5%] & <[ qs589 in (]
i 7 x241 ’ +8 9.27 ;"1 +4.9
Estimulo}: p 8 20
péptidos| ’ |
E ‘‘‘‘‘ e 5 5 % Estimulo - + -+ -+ -+
—_— — ) CoON peptidos
CFSE
Lisado 4T1 Lisado 4T1
Vehiculo isa +o isa +o *
(PBS) Lisado 4T1 Protoxuna Cry1Ac Toxlna Cry1Ac —
" 16.7% : i i 31.5% e °' |—*|
+1.4 R +4.4 o\ Jedede
60 xx
w'q -+
o Jn B co
i T Q30
e 37.7% 20.1%| - O
1 %26 | . £3 -
2 T Estimulo -+ -+ - + - +
°Q° o i, - o e - . .., coh peptidos
CFSE
Bl Vehiculo (PBS)
- r = I Lisado 4T1
Ganglio mesentérico - Lisado 4TI + pCryiAc
Bl Lisado 4T1 +tCry1Ac
B ) Vehiculo Lisa:io 4T1 Llsalio 4T1 %
(PBS) Lisado 4T1 Protoxina Cry1Ac Toxina Cry1Ac t *4|**
S s 0.3% " o W O 1.6% S [ A LA
e ™ 21 0.7 *
Medio ‘ ° Kk
. o +
<r
0 1
Estimulo] . (I__>
péptidos E |
3 . Estimulo -+ -+ -+ -+
O wor oroe . con peptidos
CFSE
Vehiculo Lisa‘i" 411 Lisado 4T1
+
(PBS) i} l Llsado 4T1 Protoxina Cry1Ac Cry1Ac toxm
n; shan w\ w3 g0f G " Sl 119% ~ .—<**:
. .1 04 .
G ey ] v — *
i i ., Q)
) ) <20
. , o ‘ 1ot i ~
B e I e e ; g +
o e 2.2% Lo 4.7% . g9 -
R 1 o#12 R X O 10
. »? EEE F
‘D“-m > 0% o o Jehes o Estimulo - + -+ - + -+
O et T - con peptidos
— >




Figura 3. La inmunizacion con lisado 4T1 + protoxina CrylAc induce incremento en la proliferacion de
linfocitos TCD4+y TCD8+ en el bazo y ganglio mesentérico. Ratones BALB/c fueron inmunizados con lisado
4T1 o coadministrado con protoxina o toxina CrylAc (a una concentracion de 50 pg cada dosis) por la via i.p.,
las inmunizaciones fueron aplicadas una vez a la semana, por dos semanas. Los ratones fueron sacrificados 2
dias después de la segunda inmunizacién, se obtuvieron linfocitos del A) bazo y B) ganglio mesentérico y
teflidos con CFSE. Para analizar la proliferacion, los linfocitos fueron cultivados en placas de 96 pozos y
estimulados con una mezcla de péptidos (10 pug/lmL) (como se describe en el apartado de material y métodos),
72 hrs después los linfocitos fueron obtenidos y tefiidos con anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8 y
analizados mediante citometria de flujo. Cien mil (100,000) eventos fueron registrados por muestra. n= 3 por
grupo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 contra el grupo indicado. “Dot Plots” que se muestran corresponden a los
representativos para cada tratamiento con la media expresada en porcentaje £SD. Los valores mostrados en la
grafica de barras indican la media expresada en porcentaje + SD.

Por lo tanto, estos resultados sugieren que los ratones que reciben la protoxina o toxina
como adyuvantes incrementan la proliferacion de linfocitos TCD4+ y TCD8+ a nivel local
(GM) y a nivel sistémico (bazo).

La protoxina CrylAc tiene efecto adyuvante antitumoral en un modelo in vivo

Para evaluar si la protoxina y la toxina CrylAc tienen efecto adyuvante in vivo, usamos un
modelo triple negativo de cancer de mama inducido por la inyeccion de la linea tumoral 4T1;
y medimos el tamafio de los tumores en los ratones que recibieron un tratamiento
profilactico mediante la inmunizacion de lisados 4T1 + protoxina o toxina CrylAc, evaluando
dos diferentes esquemas de inmunizacién. El esguema corto, consisti6 en tres
inmunizaciones cada 3er dia, que fue basado en reportes en la literatura en el cual
evaluaron la respuesta antitumoral de algunos adyuvantes (Soliman et al., 2015) (Yin et al.,
2016) (Figura 4A, 4B y 4C). El esquema largo, en el cual las inmunizaciones fueron cada
7™° dia, fue evaluado para mejorar la respuesta adaptativa (Figura 4D, 4E y 4F).

En el esquema profilactico corto, observamos que los ratones que recibieron el lisado 4T1
+ protoxina o toxina CrylAc mostro 60% de ratones libres de tumor (6 de 10) y los ratones
gue desarrollaron tumores fueron mas pequefios comparados a los ratones que solamente
recibieron el lisado 4T1, el cual tuvo 20% de ratones libres de tumor (2 de 10) (Figura 4A,
4B). Interesantemente, con el esquema profilactico largo, los ratones que recibieron el
lisado 4T1 + protoxina CrylAc se protegieron completamente al desarrollo de tumores. Los
ratones que recibieron el lisado 4T1 + toxina CrylAc en el esquema largo tuvieron 20% de
ratones libres de tumor y el tamafio de los tumores fue similar al de los ratones que
solamente recibieron el lisado 4T1 (Figura 4D, 4E, 4F). Es importante mencionar que los
ratones que recibieron solamente el lisado 4T1 mostraron tumores mas pequefios en el
esquema largo de inmunizacion en comparacion con el esquema corto, sugiriendo que el
espaciamiento de las inmunizaciones mejoré la respuesta inmune adaptativa.

La inmunizacién profilactica intraperitoneal de la protoxina CrylAc o toxina CrylAc solas
(sin ser coadministradas con el lisado 4T1) no tuvo efecto en el crecimiento de los tumores,
confirmando el efecto adyuvante de ambas proteinas (Figura 4G).

Es importante mencionar que el potencial in vivo terapéutico del efecto adyuvante
antitumoral de la protoxina CrylAc fue evaluado mediante la inyeccion de 3 dosis solamente
con la protoxina CrylAc por la via peritumoral (50ug/100 pL, una vez a la semana por 3
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semanas), sin embargo, no observamos alguna disminuciéon en el crecimiento de los
tumores (Figura 4H), Solamente observamos efecto en el crecimiento del tumor después
de la coadministracion profilactica con la protoxina Cry1Ac, pero no cuando estas proteinas
fueron administradas solas, sugiriendo que por si solas no tienen efecto terapéutico. El nulo
efecto de las proteinas podria ser explicado por las caracteristicas del modelo de cancer de
mama 4T1, el cual es muy agresivo, ya que representa un estado avanzado de la
enfermedad, donde la respuesta inmune en el microambiente tumoral y a nivel sistémico
esta disminuido.

También evaluamos si las proteinas CrylAc tenian algun efecto toxico para las células
tumorales 4T1 como se ha reportado el efecto citotoxico en otras lineas tumorales
(Mendoza-Almanza et al., 2019). El resultado del ensayo de viabilidad celular mediante MTT
mostré un minimo o nulo efecto citotéxico de la protoxina y toxina CrylAc, respectivamente,
sobre las células 4T1. Mediante un ensayo de Anexina V, la protoxina y toxina CrylAc no
inducen apoptosis sobre las células tumorales 4T1 (Figura 5).

El tratamiento profilactico de lisado 4T1 + protoxina CrylAc como adyuvante
previene la disminucién de linfocitos TCD3+y TCD4+ en bazo

Una caracteristica bien descrita del modelo triple negativo de cancer de mama con la linea
tumoral 4T1, es la marcada reduccion de linfocitos T en los ganglios y sangre periférica
(Tao et al., 2008). Por lo tanto, para conocer cdmo se encontraban las poblaciones de
linfocitos T en los ratones que se protegieron del desarrollo de tumores, evaluamos cambios
en las poblaciones de linfocitos TCD3+, TCD4+ y TCD8+ en el bazo de los ratones que
recibieron el esquema largo de inmunizacién profilactica.

Observamos que los ratones que recibieron la protoxina CrylAc como adyuvante, no
presentaron disminucién en la proporcién de linfocitos TCD3+ (38%) en el bazo, en
comparacion a los ratones que desarrollaron tumores, el grupo control PBS (16.3%), lisado
4T1 (37.1%), y lisado 4T1 + toxina CrylAc (19%) (Figura 6A). También, analizamos el
numero total de linfocitos TCD3+ y las subpoblaciones de TCD4+ y TCD8+. Encontramos
diferencias estadisticamente significativas en los ratones que recibieron la inmunizacion
con la protoxina CrylAc como adyuvante, ya que no mostraron una disminucion en el
numero de linfocitos TCD3+ y TCD4+, en comparacion con los ratones que recibieron el
vehiculo PBS, mientras que los ratones que reciben la toxina CrylAc como adyuvante
mostraron una disminucién en el porcentaje y nimero de linfocitos TCD3+, TCD4+y TCD8+
(Figura 6B).
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Viabilidad

Figura 4. La protoxina CrylAc tiene efecto adyuvante antitumoral en dos diferentes esquemas de
inmunizacion profilactica. En ambos esquemas (corto y largo), los ratones BALB/c recibieron tres
inmunizaciones con lisado 4T1 (50 pg) solo, lisado 4T1 coadministrado con protoxina CrylAc o toxina CrylAc
como adyuvantes y el grupo administrado con vehiculo (PBS). Las proteinas fueron administradas a una
concentracion de 50 pg cada dosis, como se especifica en el apartado de materiales y método. En el esquema
corto se administraron tres inmunizaciones, una cada tercer dia (A y B); mientras que, en el esquema largo, se
administraron tres inmunizaciones, una cada séptimo dia (C y D). Posteriormente, los tumores de mama fueron
inducidos mediante la inyeccion de 3x10° células 4T1 por la via subcutanea (s.c.), el crecimiento de los tumores
fue medido cada tercer dia. Crecimiento del tumor A), y el porcentaje de ratones libres de tumor B) del esquema
corto de inmunizacion, cada punto representa la media del volumen del tumor (mm?3) +SEM. ANOVA y prueba
multiple de Dunnett fueron realizadas. **p<0.01, ***p<0.001 indican diferencias significativas con respecto al
grupo PBS. Fotos de los tumores de ratones que recibieron la inmunizacion en el esquema corto, grupo control
(PBS) y lisado 4T1 + protoxina Cry1Ac 30 dias después de haber sido inyectadas las células tumorales 4T1 C).
Crecimiento del tumor D) y porcentaje de ratones libres de tumor E) en el esquema de inmunizacion largo, cada
punto representa la media del volumen del tumor (mm?3) + SEM. F) Foto del tumor de los ratones que recibieron
el esquema largo de inmunizacion, grupo control (PBS) y lisado 4T1 + protoxina CrylAc 30 dias después de
haber sido inyectadas las células tumorales 4T1. G) Crecimiento de los tumores en ratones con tratamiento
profilactico que recibieron la protoxina o toxina CrylAc solas (esquema largo), vehiculo (PBS) o lisado 4T1. H)
Crecimiento del tumor en ratones que recibieron terapia con protoxina CrylAc, 14 dias después de hacer sido
inyectadas las células tumorales 4T1. La protoxina CrylAc fue aplicada una vez por semana durante tres
semanas. Crecimiento del tumor incluye solo las mediciones de los ratones que desarrollaron tumores. ANOVA
y prueba miultiple de Dunnett fueron realizadas. ***p<0.001. * Indica diferencias significativas con respecto al
grupo PBS.
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Figura 5. La protoxina y la toxina CrylAc tienen un ligero y nulo efecto citotoxico, respectivamente,
sobre las células tumorales 4T1. Para analizar el efecto citotoxico de las proteinas CrylAc sobre las células
tumorales 4T1, se realizaron ensayos de MTT y de Anexina V, como se describe en el apartado de material y
métodos. Para el ensayo de MTT, las células tumorales 4T1 (1x10* células/pozo) fueron incubadas durante 24
hrs con diferentes concentraciones de las proteinas CrylAc. El control positivo de citotoxicidad y apoptosis
fueron células incubadas con 500 pM de peroxido de hidrogeno (H202); A) Ensayo de MTT. La grafica
representa el porcentaje de viabilidad de las células 4T1 incubadas con protoxina o toxina Cry1Ac. B) Apoptosis
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en células 4T1 incubadas con proteinas CrylAc. La incorporacion de Anexina V fue determinada en células 4T1
incubadas por 24 hrs con distintas concentraciones de las proteinas CrylAc. La gréfica de barras muestra el
porcentaje de células 4T1 positivas para Anexina V+. Para este ensayo, tres experimentos independientes
fueron realizados con la técnica de duplicado para cada tratamiento.

Evaluamos una poblacion de células conocidas como células supresoras derivadas
mieloides (MDSC), las cuales tienen un rol importante en el mantenimiento de
inmunosupresion en el microambiente tumoral. Las MDSC son una poblacién heterogénea
de células progenitoras de origen mieloide, los cuales comprenden granulocitos inmaduros,
macroéfagos y células dendriticas (Filipazzi et al., 2007). En ratones, las MDSC expresan
marcadores de linaje mieloide, como Grl+y CD11b+ (Youn et al., 2008). En el modelo triple
negativo de cancer de mama, las MDSC se incrementan en la sangre periférica, bazo,
ganglios linfoides, el tumor, mejorando el crecimiento de los tumores y la metéstasis, y
favorecen la evasion del reconocimiento por parte del sistema inmunoldgico (Hsu et al.,
2019). Notablemente, observamos que los ratones que habian recibido el lisado 4T1 +
protoxina CrylAc, no mostraron incremento de MDSC (7.5%) comparado con los ratones
gue desarrollaron tumores, grupo control PBS (53.4%), lisado 4T1 (25.6%), y lisado 4T1 +
toxina CrylAc (39.4%) (Figura 6C). El incremento en el nimero de MDSC esté relacionado
al incremento en el tamafio del bazo, el cual fue observado en dia del sacrificio (Figura 6D).

Estos resultados sugieren que el efecto protector y adyuvante antitumoral de la protoxina
CrylAc estaria relacionado con su habilidad de mejorar la respuesta inmune celular, con la
capacidad de prevenir la disminucién de linfocitos TCD3+ y TCD4+ y evitar el incremento
de MDSC a nivel sistémico.
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Figura 6. El esquema largo del tratamiento profilactico in vivo con lisado 4T1 + protoxina CrylAc evita
la disminucién de linfocitos TCD3+, TCD4+y TCD8+ y el incremento de MDSC en el bazo. Las poblaciones
de linfocitos en bazo fueron obtenidas de ratones sanos, ratones que recibieron el vehiculo (PBS) y de los que
fueron inmunizados con el esquema largo profilctico (una inmunizacion cada semana, durante tres semanas)
con lisado 4T1 o coadministrado con toxina o protoxina CrylAc (50 pg cada dosis). A) “Dot Plots” representativos
del porcentaje de linfocitos TCD3+ en el bazo de ratones que recibieron los diferentes tratamientos. B) nimero
total de linfocitos TCD3+, TCD4+ y TCD8+ obtenidos del bazo, media +SEM. Conteo total de células fue
estimado mediante el andlisis de cien mil (100,000) eventos registrados para cada muestra. C) “Dot Plots”
representativos del porcentaje de células supresoras derivadas mieloides (MDSC) en el bazo. D) Tamafio de
los bazos obtenidos de los ratones que recibieron los diferentes tratamientos. Linfocitos TCD3+ fueron obtenidos
de la region correspondiente a linfocitos definido en base a los pardmetros de tamafio y granularidad. Linfocitos
TCD4+ y TCD8+ fueron calculados de la region de linfocitos TCD3+. La region de MDSC fue definida como
Grl1+/CD11b+. Grafica de barras muestra la media del porcentaje o del nimero total +SEM correspondientes a
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la region CD3+ o a la poblacién de MDSC. ANOVA y prueba miltiple de Dunnett fueron realizadas. *p<0.05,
***p<0.001. n=7-10.

Los ratones que fueron inmunizados con lisado 4T1 + protoxina o toxina CrylAc en el
esquema de inmunizacién corto, mostraron una ligera disminuciéon en la cantidad de
linfocitos TCD3+, TCD4+ y TCD8+ en comparacion con los ratones que recibieron
solamente el lisado 4T1 y el grupo control PBS (los cuales desarrollaron tumores de mayor
tamano) (Figura 7B). Los niveles de citocinas (TNF-a e INF-y) fueron mayor en los ratones
con tumor (de cualquier tratamiento) mientras que los ratones que recibieron la protoxina
Cry1lAc como adyuvante (los cuales desarrollaron tumores de menor tamafio), tuvieron una
baja produccion de estas citocinas, mostrando niveles similares a ratones sanos (Figura
7C). Por lo tanto, falta caracterizar el perfil de citocinas para determinar si el efecto
adyuvante antitumoral de la protoxina CrylAc estéa relacionado con el incremento de IFN-y,
TNF-a o de alguna otra citocina. Las condiciones experimentales usadas en el presente
estudio podrian no haber sido las Optimas, posiblemente la evaluacién de las citocinas
deberia realizarse en un punto mas temprano, antes o después de inducir los tumores, o
quiza utilizar un estimulo con péptidos tumorales, o algiin ensayo que incluya la activacion
de linfocitos mediante anti-CD3/anti-CD28, o con 12-miristato 13-acetato de forbol (PMA).
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Figura 7. Esquema corto profilactico in vivo de lisado 4T1 + protoxina CrylAc evita la disminucion de
linfocitos TCD3+, TCD4+ y TCD8+ en el bazo. A) “Dot Plots” representativos del porcentaje de linfocitos
TCD4+ y TCD8+ en el bazo de los ratones que recibieron los diferentes tratamientos. B) Numero total de
linfocitos TCD3+, TCD4+ y TCD8+ obtenidos del bazo +SD. ANOVA y prueba multiple de Dunnett fueron
realizadas. C) La grafica de barras representa la cantidad de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-10 del sobrenadante de
leucocitos obtenidos del bazo de los ratones con los diferentes tratamientos que recibieron el esquema corto de
inmunizacién por el método de ELISA. D) La gréfica de barras representa el niumero de linfocitos TCD4+ y
TCD8+ productores de IFN-y, asi como de los leucocitos de bazo productores de TNF-a evaluado mediante
citometria de flujo. ANOVA y prueba multiple de Dunnett fueron realizadas. **p<0.01. n=7-10.
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SSC-H

Annexin V - APC

Lainmunizacién con lisado 4T1 + protoxina o toxina Cry1Ac incrementa la respuesta
especifica de linfocitos T citotoxicos

Evaluamos la respuesta especifica de linfocitos T citotoxicos in vitro en células 4T1
marcadas con Carboxifluoresceina succinimidil ester (CFSE, siglas en inglés), en el cual
confirmamos un incremento de linfocitos T citotdxicos especificos aislados de los bazos de
ratones que recibieron la inmunizacion profilactica de lisado 4T1 + protoxina o toxina Cry1Ac
en comparacion con linfocitos T de ratones no inmunizados o inmunizados solamente con
el lisado 4T1 (Figura 8B y 8C).

Sorprendentemente, la toxina CrylAc mostré una mejor capacidad de activar linfocitos T
para eliminar células 4T1 in vitro, que la protoxina CrylAc. El incremento de apoptosis fue
evaluado mediante la expresion de Anexina V en células 4T1 marcadas con CFSE
incubadas con distintas proporciones de linfocitos T obtenidos de ratones con los diferentes
tratamientos y de linfocitos de ratones no inmunizados (Figura 8B y 8C).
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Figura 8. La protoxina CrylAc y la toxina CrylAc coadministradas con lisado 4T1 inducen citotoxicidad
mediada por células T de bazo in vitro. Para el andlisis de citotoxicidad mediada por linfocitos T, los ratones
fueron inmunizados con lisado 4T1 solo o coadministrado con protoxina o toxina CrylAc (50 pg cada dosis).
Los ratones recibieron dos inmunizaciones, una cada semana y fueron sacrificados el dia 21. Los leucocitos de
bazo de ratones sanos o de ratones inmunizados fueron recuperados y los linfocitos T fueron aislados por
seleccion negativa con perlas magnéticas y fueron co-cultivados con células 4T1 tefiidas con CFSE durante
cuatro horas. Las células fueron recuperadas y tratadas con Anexina V-APC y analizadas mediante citometria
de flujo, en el cual se registraron cien mil (100,000) eventos por muestra. A) estrategia de region mediante
citometria de flujo, la figura muestra las regiones usadas para aislar células 4T1 CFSE+ para el andlisis
mostrado en B. B) “Dot Plots” representativos de células 4T1 CFSE+ para Anexina V con diferentes
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proporciones de linfocitos T, media de los cuadrantes CFSE+ - Anexina V+ son mostrados. C) Porcentaje de
citotoxicidad de células 4T1, los datos en la gréfica de barras son representativos de la media +SEM. n=3.
***n<(0.01 y p<0.001**** muestran diferencias significativas.

La coadministraciéon de lisado 4T1 + protoxina CrylAc activa células inmunes en el
microambiente tumoral

Para evaluar si el tratamiento de lisado 4T1 + protoxina o toxina CrylAc tenia efecto en las
diferentes células del sistema inmune implicados en el microambiente tumoral, evaluamos
distintas poblaciones de leucocitos asociados con el mejoramiento en la capacidad para
inducir inmunidad antitumoral. Para este objetivo se utilizé un protocolo de inmunizacion
diferente en el que se administraron solamente 2 inmunizaciones profilacticas (con la
finalidad de que el grupo anteriormente inmunizados con protoxina CrylAc, los cuales no
desarrollaron tumores, en esta vez pudieran crecer con este esquema), se inmuniz6 con
lisado 4T1 o coadministrado con la protoxina o la toxina CrylAc, posteriormente, inducimos
los tumores, y tres semanas después, se analizaron en los tumores los siguientes
parametros inmunolégicos: el nimero de linfocitos T y su activacion, la cantidad de linfocitos
T reguladores, el numero de macrofagos F4/80, su activacion y el nimero de MDSC. Los
ratones no inmunizados presentaron una baja cantidad de linfocitos T, mientras que los
ratones inmunizados con protoxina CrylAc presentaron una alta cantidad de linfocitos T,
seguidos por los ratones que recibieron solamente el lisado 4T1. Los ratones que recibieron
el lisado 4T1 + toxina CrylAc mostraron cantidades bajas de linfocitos T, similares a los
ratones que recibieron el vehiculo PBS (Figura 9A). Sin embargo, la cantidad de linfocitos
TCD4+ fue alta en los ratones inmunizados solamente con el lisado 4T1, seguidos de los
ratones que recibieron el lisado 4T1 + protoxina CrylAc, mientras que los ratones no
inmunizados y los que recibieron el lisado 4T1 + toxina mostraron las cantidades mas bajas
de linfocitos TCD4+ (Figura 9A). No encontramos diferencias significativas en cuanto a
linfocitos TCD8+ de los diferentes tratamientos, sin embargo, es importante estudiar el
fenotipo que tienen los linfocitos TCD8+ de los diferentes tratamientos (linfocitos T
residentes de memoria, centrales de memoria, efectores de memoria, etc.).
Interesantemente, los ratones que recibieron la protoxina CrylAc tuvieron bajo namero de
linfocitos T reguladores (CD4+/FoxP3+ y CD4+/CD25+) (Figura 9B), los cuales estan
relacionados con la inmunosupresion en el microambiente tumoral (Quail and Joyce, 2013).
Los linfocitos T reguladores se encuentra en altas cantidades en los demas tratamientos
(ratones no inmunizados, inmunizados solamente con los lisados 4T1 o inmunizados con
lisado 4T1 + toxina CrylAc), sin encontrar diferencias estadisticamente significativas,
aungue se observa una tendencia a incrementarse en los ratones que solamente recibieron
el lisado 4T1. El nimero de MDSC también ha sido relacionado con efectos de
inmunosupresion en los tumores, los ratones que recibieron la protoxina CrylAc y la toxina
CrylAc como adyuvantes mostraron una reducida cantidad de MDSC (Figura 9B). En
contraste, los ratones que recibieron el vehiculo PBS y los inmunizados solamente con el
lisado 4T1 presentaron un marcado incremento de MDSC en los tumores.
Interesantemente, los ratones que fueron inmunizados con el lisado 4T1 + protoxina Cry1lAc
como adyuvante presentaron alta cantidad de macréfagos con una sobreexpresion de
CD80 en relacién con el resto de los tratamientos (Figura 9C).
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Figura 9. Inmunizacion con lisado 4T1 + protoxina CrylAc activa células inmunes en el microambiente
tumoral. El efecto de la inmunizacion en las poblaciones de leucocitos del microambiente tumoral fue evaluado
mediante citometria de flujo. Los ratones fueron inmunizados con el esquema largo, el cual consistié en una
inmunizacién cada semana durante tres semanas con lisado 4T1 solo, o coadministrado con protoxina o toxina
CrylAc, siete dias después de la Ultima inmunizacion, los ratones fueron inyectados con 1x10* células 4T1 por
via s.c. y los ratones fueron sacrificados 3 semanas después para obtener los tumores. La poblacion analizada
fue la cantidad de linfocitos A) TCD3+, TCD4+, TCD8+, B) Treg TCD4+/CD25+, TCD4+/FoxP3+, MDSC
(Gr1+/CD11b+), C) macréfagos (F4/80+) y la expresion de CD86 en macrofagos. Los valores mostrados
corresponden a la media +SD expresados como ndmero de células o intensidad media de fluorescencia (IMF)
de CD86 en el histograma representativo de la region de macrofagos F4/80+. En la figura se representan datos
de dos experimentos independientes. Namero de células totales de cada poblacion analizada fueron estimados
mediante el registro de cien mil (100,000) eventos por muestra.
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La terapia combinada de Doxorrubicina + protoxina CrylAc reduce el crecimiento de
los tumores y disminuye la gravedad de las metastasis

Dado el potencial de aplicacién de la protoxina CrylAc en humanos, en un enfoque
profilactico podria ser limitado, debido a la heterogeneidad de los tumores entre los
pacientes y la falta de antigenos especificos de cancer de mama. Por lo tanto, decidimos
evaluar un tratamiento terapéutico para determinar si el efecto adyuvante antitumoral de la
protoxina CrylAc puede mejorar la terapia con Doxorrubicina, la cual es una antraciclina
usada en pacientes con cancer de mama triple negativo. Ratones hembra BALB/c de 6 a 8
semanas de edad fueron inyectados con 2x10* células tumorales 4T1. Cuando los tumores
fueron palpables, los ratones fueron separados en tres grupos: sin tratamiento (Vehiculo,
PBS), solamente doxorrubicina y doxorrubicina + protoxina CrylAc. Los ratones que
recibieron la terapia combinada de doxorrubicina + protoxina CrylAc mostraron un menor
crecimiento y peso de los tumores (Figura 10A y 10B) y disminucion de la incidencia de
metastasis en pulmoén (Figura 10C), comparado con los ratones que solamente recibieron
la doxorrubicina o el vehiculo. Por lo tanto, el efecto adyuvante de la protoxina CrylAc en
combinacion con la terapia con doxorrubicina ofrece un beneficio terapéutico en un modelo
triple negativo de cancer de mama.

No observamos efecto terapéutico en los ratones que recibieron la terapia solamente con
doxorrubicina; en efecto, este grupo mostré un alto nimero de metastasis en pulmén. La
ausencia de efecto antitumoral, podria estar relacionado con la agresividad del modelo y/o
posiblemente al nUmero elevado de células 4T1 inyectadas en el experimento para inducir
los tumores.

El microambiente tumoral tiene un papel muy importante en la terapia y en la eliminacién
de las células tumorales. Por lo tanto, evaluamos la produccion de citocinas en los tumores
de los ratones que recibieron la terapia combinada de doxorrubicina + protoxina CrylAc.
Los ratones que recibieron la terapia de doxorrubicina + protoxina CrylAc mostraron una
alta produccion de IL-6 y TNF-a en los tumores, comparado a los ratones que solamente
recibieron doxorrubicina y los que no recibieron tratamiento (Figura 10D).
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Figura 10. La terapia combinada con Doxorrubicina + protoxina CrylAc reduce el crecimiento de los
tumores y disminuye la gravedad de la metastasis en pulmén. Los ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de
edad fueron inyectados con 2x10* células 4T1 por la via s.c. para inducir el crecimiento de los tumores. Cuando
los tumores fueron palpables los ratones fueron separados en tres grupos: sin tratamiento (Vehiculo PBS),
Doxorrubicina y Doxorrubicina + protoxina CrylAc. La Doxorrubicina fue administrada por la via i.v. a una
concentracion de 5mg/Kg en 100 pL los dias 9 y 17 después de la induccion del tumor. La protoxina CrylAc fue
administrada después de la terapia con Doxorrubicina los dias 10, 12 y 18 después de la induccién del tumor,
por la via peri tumoral a una concentracion de 50 pg en 50 pL y por la via intraperitoneal a una concentracion
de 50 pg en 100 pL. El crecimiento de los tumores fue monitoreado cada tercer dia. Los ratones fueron
sacrificados el dia 24 después de la induccion del tumor. Los tumores fueron obtenidos de los ratones que
recibieron los diferentes tratamientos y procesados como se describe en el apartado de material y métodos para
evaluar la produccion de citocinas en el tumor. El volumen fue normalizado de acuerdo con la masa tumoral,
revisar material y métodos. Los pulmones de los ratones fueron obtenidos y tefiidos con tinta de la India para
evaluar la metastasis. A) Crecimiento de los tumores en la terapia combinada. Cada punto representa la media
del volumen del tumor (mm?3) + SEM. ANOVA de 2 vias y prueba muiltiple de Dunnett fueron realizadas.
***n<0.0001. n=5 B) Peso de los tumores. C) Metastasis en el pulmén. D) Produccion de citocinas en el tumor
(TNF-q, IFN-y, IL-12, IL-6, IL-10 y MCP1). ANOVA y prueba mudltiple de Dunnett fueron realizadas. *p<0.05,
**p<0.01. n=5
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DISCUSION

El principal hallazgo del presente estudio es la evidencia que muestra el significativo efecto
adyuvante antitumoral conferido por la coadministracion profilactica de la protoxina CrylAc
con lisado 4T1 en un modelo triple negativo de cancer de mama. Este efecto esta
relacionado con su capacidad de mejorar la inmunidad antitumoral y es mayor su efecto en
comparacion con el que confiere la toxina CrylAc.

Estos hallazgos son relevantes porque, aunque existen varias estrategias para mejorar la
inmunidad tumoral, como los agonistas de TLR, anticuerpos monoclonales anti-CDA40,
citocinas, como IL-2, interferones, o factores de crecimiento como GM-CSF (Factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos), que han sido investigados
(Berinstein, 2007), en general, han mostrado limitaciones en su capacidad, seguridad,
costos o estabilidad (Geller et al., 2010, Dillon et al., 2017). Una condicion deseada para un
adyuvante capaz de mejorar la inmunidad antitumoral es la capacidad de activar alas APCs.

Debido a que el peritoneo cuenta con numerosos vasos sanguineos, la cavidad del
peritoneo se usa a menudo como una via de inyeccion sistémica en ratones de laboratorio.
Después de la inyeccion i.p., las DC del peritoneo son las responsables de capturar,
procesar y presentar los antigenos a los linfocitos T (Schmidt et al., 2016). La cavidad del
peritoneo es un compartimento especializado cerrado que alberga multiples tejidos y células
inmunes. Los macréfagos y las células B1 constituyen la mayoria de las células inmunes
del peritoneo, y otras como los linfocitos T, neutrdfilos, células NK y DC se encuentran en
menor namero (Ghosn et al., 2010). En estado basal, las células dendriticas representan
el 1% de células residentes en la cavidad del peritoneo en rata (van Vugt et al., 1991),
mientras que en ratones, los macréfagos pueden representar mas del 50% de células, y la
mayoria corresponde a una poblacion de macrofagos denominados “large peritoneal
macrophages” (LPM) (Ghosn et al., 2010).

En el presente estudio, pudimos distinguir cuatro poblaciones con diferente expresién de
MHCIl y CD11c en la cavidad del peritoneo. Las poblaciones que incrementaron con el
tratamiento de lisado 4T1 + protoxina CrylAc fueron CD1lc+MHC+" (R3) vy
CD11c+°"MHCII- (R4) con un aumento en la expresion de CD80 en la poblacion R4, la cual
podria corresponder a células dendriticas inmaduras. Sin embargo, podrian ser
macrofagos, ya que algunos macréfagos en la cavidad del peritoneo también expresan
CD11c (Bain et al., 2016, Kim et al., 2016).

Las DC son un grupo heterogéneo de células con varias subpoblaciones que son
diferenciadas por su ontogenia, localizacién y funciones inmunolégicas. Las DC pueden ser
divididas en 3 poblaciones principales: las DCc (células dendriticas convencionales), las
cuales procesan y presentan antigenos en estado basal. Las DC derivadas de monaocitos,
se desarrollan y funcionan bajo condiciones inflamatorias; y las DCp (células dendriticas
plasmacitoides), que producen interferones de tipo | para facilitar la respuesta inmune
contra virus. Dentro de las DCc podemos encontrar dos subpoblaciones, DCcl y DCc2. Las
DCc1, son mejores para la presentacion cruzada de antigenos para inducir respuestas de
linfocitos TCD8+, mientras que las DCc2 son eficientes para promover la proliferacion y
diferenciaciéon de linfocitos TCD4+. Las distintas subpoblaciones de DC han sido
identificadas en varios tejidos bajo diferentes condiciones y por lo tanto pueden realizar
funciones especializadas (Merad et al., 2013). La DCcl son requeridad para la
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diferenciacion de una respuesta tipo Thl (Maldonado-Lopez et al., 1999, Igyarto et al., 2011,
Reis e Sousa et al., 1997). Las CDcl migratorias y residentes de ganglios linfaticos se
localizan en la zona de linfocitos T (ganglio linfoide), que es un lugar donde se activan los
linfocitos TCD8+ (lgyarto et al., 2011, Schlitzer et al., 2013).

Aunque nosotros pensamos que la activacion de células dendriticas podria ser mejor
apreciada en el GM, considerado un determinante clave en el flujo de la cavidad del
peritoneo, los efectos generados por la inyecciéon de la protoxina CrylAc no fueron
detectados en el ganglio mesentérico, pero si fueron observados en el Omentum. Después
de la administracion intraperitoneal de un estimulo inflamatorio, como LPS, thioglicolato, o
incluso con la protoxina CrylAc, se incrementa principalmente la cantidad de monocitos en
la cavidad del peritoneo, pero la principal poblacion de macréfagos residentes en el
peritoneo parece migrar al Omentum (Rubio-Infante et al., 2018, Ghosn et al., 2010). Los
leucocitos encontrados en el Omentum de ratdén estédn concentrados en “milky spots”,
compuestas de células mieloides y linfoides; estos “milky spots” incrementan en tamario y
namero después de un estimulo inflamatorio. El bajo nimero de células dendriticas
encontradas en el Omentum de un ratén que no ha recibido un estimulo inflamatorio ha
llevado a proponer que el Omentum es una estructura linfoide inducida por inflamacién (Van
Vugt et al., 1996, Platell et al., 2000).

Observamos cuatro poblaciones con diferente expresion de MHCIl y CD11c en el
Omentum, los ratones inmunizados con la protoxina CrylAc mostraron un incremento en el
numero de leucocitos en el Omentum de las 4 regiones analizadas, entre ellas células
dendriticas (MHCII+. CD11c+) (R1). Se ha reportado que el omentum tiene células
dendriticas capaces de llevar a cabo la presentacion cruzada de antigenos, la cual
promueve una rapida activacién temprana de linfocitos T. Ademas, existe un constante flujo
de linfocitos T y B que van desde la cavidad del peritoneo hasta el Omentum (Carlow et al.,
2009). De manera similar, observamos un incremento en el nimero de células dendriticas
en el omentum, pero solamente en los ratones que recibieron lisado 4T1 + protoxina
CrylAc; es posible que estas células dendriticas realicen presentacion cruzada de
antigenos tumorales y contribuyan a una mejor respuesta antitumoral. Interesantemente,
en el bazo, también observamos que solamente los ratones que habian recibido la protoxina
CrylAc como adyuvante, tenian un incremento en la expresion de CD80 en células
dendriticas, comparado al grupo PBS.

El incremento en el nimero de células y activacion de DC en el bazo de los ratones
inmunizados con protoxina CrylAc como adyuvante podria sugerir la presencia de células
especializadas para inducir un tipo de respuesta Thl y la presentacién cruzada de
antigenos. Sin embargo, hace falta una mejor caracterizacion de las células dendriticas de
bazo que incrementaron su activacion después de la inmunizacion i.p con la protoxina
CrylAc como adyuvante. Las DCs/CD8a+ en el bazo estan especializadas en inducir la
activacion de linfocitos TCD8+ citot6xicos especificos. Mientras que las DCs/CD8- del bazo
promueven una respuesta sistémica de tipo Thl (Cohn and Delamarre, 2014, Lirussi et al.,
2017).

Es importante mencionar que las poblaciones analizadas en los diferentes tejidos (Cavidad
del peritoneo, GM, omentum y bazo) pueden tener distinto papel al momento de inducir una
respuesta de tipo antitumoral. Por lo tanto, la caracterizacion y funcion de las células
dendriticas y otras posibles células presentadoras de antigeno, que muestran un
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incremento en namero y activacion después de la inmunizacién con la protoxina y toxina
CrylAc como adyuvante, es de vital importancia para entender cuél de ellas podria tener
un rol clave en la respuesta de tipo antitumoral que generaron cada una de ellas.

Algunas evidencias indican que, para lograr una efectiva inmunidad antitumoral, no
solamente se requiere una respuesta inmune local en el tumor, también es requerida una
respuesta a nivel sistémico (sangre periférica, 6rganos linfoides secundarios y médula
O0sea) de linfocitos TCD4+ y TCD8+ (Spitzer et al., 2017, Ostroumov et al., 2018).
Notablemente, observamos que solamente los ratones que recibieron lisado 4T1 +
protoxina CrylAc como adyuvante incrementaron la respuesta de linfocitos TCD4+ vy
TCD8+, obtenidos tanto del tejido sistémico y local (bazo y GM, respectivamente). Estos
resultados mostraron que la protoxina CrylAc promueve el incremento en la activacion de
células dendriticas, acompafiado con una mejor respuesta proliferativa de linfocitos T, lo
cual nos sugiri6 que la protoxina CrylAc podria conferir una apropiada respuesta
antitumoral, como fue demostrado en el presente estudio. Ciertamente, la protoxina Cry1Ac
a diferencia de la toxina CrylAc, confiere un mayor efecto adyuvante, previniendo el
desarrollo de tumores cuando fue evaluado el efecto en un modelo murino de cancer de
mama inducido por la linea tumoral 4T1. Estos resultados son muy interesantes, debido a
gue el modelo de cancer de mama 4T1, evaluado en ratones BALB/c inmunocompetentes,
asemeja el estadio IV del cancer triple negativo de mama en humanos, el cual es el
responsable de la mayoria de muertes por cancer de mama debido a la agresividad de la
enfermedad y la falta de terapias disponibles (Vidula and Bardia, 2017). En este modelo de
cancer inducido por la linea tumoral 4T1, de manera similar como ocurre en humano, el
tumor triple negativo de cancer de mama crece in situ y genera metastasis al pulmén,
higado, hueso y cerebro (Eckhardt et al., 2005, Aslakson and Miller, 1992). Debido a su
agresividad, no existen muchas estrategias de vacunas capaces de prevenir el desarrollo
de cancer de mama triple negativo, usando un esquema de inmunizacién profilactico. Dos
de los principales factores conocidos para contribuir en la eficacia de las vacunas contra el
cancer son el tipo de antigeno asociado a tumor (TAA) y el adyuvante empleado (Schijns
et al., 2014, Khong and Overwijk, 2016). En este trabajo, elegimos el lisado de la linea
tumoral 4T1 como fuente de antigenos debido a que el modelo de tumores con la linea 4T1
son considerados poco inmunogénicos y en algunos enfoques terapéuticos el uso de
lisados de tumor ha sido efectivo para inducir una fuerte respuesta antitumoral y prevenir el
escape de las células tumorales al reconocimiento del sistema inmunolégico, en
comparacion con el uso de algunas vacunas basadas en péptidos. El efecto de esta
estrategia ha sido atribuido a la gran cantidad de TAA presentes en los lisados de tumor. El
efecto antitumoral logrado en el esquema largo de inmunizacidon en comparacion en el
esquema corto puede ser atribuido a la efectiva induccion de la inmunidad adaptativa. La
toxina CrylAc mostré un efecto adyuvante antitumoral parcial en ambos esquemas de
inmunizacion, mientras que el efecto adyuvante antitumoral de la protoxina CrylAc fue
parcial solamente en el esquema corto de inmunizacion ya que en el esquema largo los
ratones se protegieron completamente al desarrollo de tumores. Estos resultados apoyan
el efecto adyuvante antitumoral de la protoxina CrylAc y son relevantes debido a que es
complicado lograr una completa inmunidad en un modelo de cancer de mama triple
negativo. Por ejemplo, en el mismo modelo TNBC, se evalué una vacuna de DNA dirigida
hacia la cadena 2 de la interleucina-13 como un antigeno tumoral, esta vacuna no logré una
completa proteccion contra el desarrollo de los tumores, pero fue capaz de reducir el
crecimiento de los tumores comparado con el grupo control. En este estudio la vacuna fue
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coadministrada con IFA (Incomplete Freund’s adjuvant) y CpG como adyuvantes en un
esquema terapéutico y profilactico (Nakashima et al., 2010). De manera similar, se estudié
el efecto profilactico de una vacuna heterogénea (vacuna de DNA multiepitépica y vacuna
basada en péptidos) coadministrada con IFA con adyuvante, en el cual observaron una
disminucion en el crecimiento de los tumores, pero no observaron una completa proteccion
al desarrollo de los tumores (Safavi et al., 2020).

Una caracteristica del modelo TNBC con las células 4T1 es la disminucion sistémica de
linfocitos en los ratones que desarrollan tumores (Tao et al., 2008). Un mecanismo que se
ha propuesto para explicar esta disminucion es la atrofia del timo, la cual causa una rapida
disminucion de linfocitos TCD4+ y TCD8+ en érganos periféricos, como el bazo (Fu et al.,
1989, Wang et al., 2020). El timo es un 6rgano linfoide primario del cuerpo humano, es el
sitio de diferenciacion de células mieloides y linfoides. Anteriormente se pensaba que el
timo se degeneraba gradualmente después de la pubertad y se reemplazaba por tejido
adiposo, sin embargo, en estudios se ha encontrado que el timo en adultos todavia tiene la
funcién de reconstruccion de linfocitos T (Douek and Koup, 2000). Se ha sugerido que
factores liberados por células tumorales son capaces de directamente o indirectamente
afectar el desarrollo de linfocitos T en el timo (Fu et al., 1989).

Notablemente, observamos que los ratones inmunizados con lisado 4T1 + protoxina
CrylAc, previene la disminucion en el porcentaje y numero de linfocitos TCD3+ y TCD4+
en el bazo, comparado al grupo control PBS. Estos resultados sugieren que la inmunizacion
con antigenos tumorales mejora la inmunidad antitumoral, seguido del mantenimiento
normal en el funcionamiento y numero de linfocitos. Igualmente, la inducciébn de una
respuesta especifica de linfocitos citotdxicos capaz de inducir apoptosis de células 4T1 se
logro particularmente después de la coadministracion de la protoxina y toxina CrylAc. El
analisis de las células inmunes obtenidas en el microambiente tumoral refuerza esta
propuesta, particularmente después de la inmunizacién con lisado 4T1 + protoxina CrylAc
se encontraron cambios en las poblaciones que han sido asociadas con un mejoramiento
de la inmunidad antitumoral, como el incremento de macréfagos que sobre expresan CD86,
y una reduccion en el nimero de células inmunes con funcién supresora, como las MDSC
y linfocitos T reguladores.

El marcado efecto en la reduccién de la poblacién inmunosupresora de MDSC, observada
después de la coadministracion del lisado 4T1 + protoxina CrylAc, es un efecto relevante
gue requiere de una mayor investigacion, ya que la eliminacién de MDSC es considerado
una estrategia eficiente para poder inducir una respuesta antitumoral (Alizadeh et al., 2014,
Geng et al., 2020). Es importante mencionar que a pesar de que ambas proteinas (protoxina
y toxina CrylAc) tengan una capacidad similar para activar macrofagos (Rubio-Infante et
al., 2018, Moreno-Fierros et al., 2013, Torres-Martinez et al., 2016), solamente la protoxina
CrylAc tiene la capacidad de evitar el desarrollo de tumores mediante una mejor respuesta
antitumoral. A pesar de que la toxina CrylAc usada como adyuvante, mostré un efecto
adyuvante antitumoral parcial in vivo, la induccién de la respuesta de citotoxicidad mediada
por linfocitos T fue mejor que la observada con la protoxina CrylAc, estas diferencias
posiblemente se deban a que los efectos en la activaciéon de APC son distintos para cada
proteina (Ibarra-Moreno et al., 2021).

Los resultados indican que la protoxina CrylAc confiere un mejor efecto adyuvante
antitumoral en comparacion con la toxina CrylAc en un modelo TNBC con la linea tumoral
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4T1, ya que los ratones inmunizados de manera profilactica con el lisado 4T1 se protegieron
completamente al desarrollo de los tumores. Este efecto protector se correlaciona con el
mantenimiento del nimero normal de linfocitos, evitar el incremento de MDSC, una mejor
capacidad para activar células dendriticas, la induccion de una respuesta proliferativa de
linfocitos, un mejoramiento inmunoldgico en el microambiente tumoral y una baja cantidad
de células supresoras en los tumores. Las distintas capacidades entre la protoxina y la
toxina CrylAc para mejorar la respuesta antitumoral podrian también ser explicadas debido
a la diferente capacidad para inducir respuesta a nivel local y a nivel sistémico. La protoxina
CrylAc es capaz de inducir activacion de células dendriticas a nivel local (cavidad del
peritoneo, Omentum y GM) y a nivel sistémico (en bazo), acompafiado con una mejor
respuesta de linfocitos T, de manera diferente a la toxina Cry1Ac, la cual solamente induce
activacion local en la respuesta de linfocitos T (ganglio mesentérico).

Una limitacion de los resultados obtenidos, es el no haber determinado el alcance del efecto
antitumoral prominente conferido por la coadministracion del lisado 4T1 + protoxina CrylAc,
este punto critico deberia ser examinado con estudios de memoria inmunolégica llevado a
cabo mediante la inoculacion de células 4T1 a distintos tiempos en ratones que no
desarrollan tumor, los cuales resistieron la primera inoculacion de 3x102 células 4T1. Se
requerira de mas estudios para validar si el efecto adyuvante antitumoral observado en el
modelo TNBC con la linea 4T1, se puede observar con un modelo distinto de cancer de
mama, como el modelo EMT®6, el cual es menos invasivo y ligeramente metastasico (Erin
et al., 2015).

El potencial uso profilactico de la protoxina CrylAc administrado con lisados de tumores en
humanos es limitado, ya que existen algunas dificultades, como la heterogeneidad de los
tumores entre los pacientes, o la falta de antigenos especificos para el cancer de mama.
Por lo tanto, decidimos evaluar en un enfoque terapéutico si el efecto adyuvante antitumoral
de la protoxina CrylAc podria mejorar la terapia con doxorrubicina, una antraciclina que se
usa en el tratamiento de pacientes con cancer de mama triple negativo. Los resultados
indican que la protoxina CrylAc posiblemente podria conferir un beneficio para la
inmunoterapia del cancer, ya que los ratones que recibieron la terapia combinada de
doxorrubicina + protoxina CrlAc mostraron menor crecimiento de los tumores y menor
incidencia en la metastasis en pulmén. Una posible explicacion para este efecto podria ser
debido al efecto adyuvante de la protoxina CrylAc, la cual podria mejorar la presentacion
de antigenos tumorales, tanto en el microambiente tumoral como a nivel sistémico, ya que
se ha reportado que la terapia con doxorrubicina es capaz de inducir la liberacién de
antigenos en el microambiente tumoral (Krysko et al., 2012). A pesar de los resultados
positivos obtenidos, se necesitan mas estudios para describir los mecanismos especificos
por los cuales la protoxina es capaz de mejorar la respuesta antitumoral en la terapia
combinada con doxorrubicina.

La presencia de citocinas en el microambiente tumoral tiene un rol importante para inducir
respuesta antitumoral. Los ratones que recibieron la terapia combinada de doxorrubicina +
protoxina CrylAc tuvieron una alta produccion de IL-6 y TNF-a en los tumores. Aunque
TNF-a y particularmente IL-6 estan ampliamente descritos como citocinas involucradas en
promover el crecimiento del tumor y favorecer la metéstasis (Gopinathan et al., 2015, Isobe
etal., 2015, Cruceriu et al., 2020, Ma et al., 2017), también se ha reportado que la presencia
de IL-6 puede provocar una respuesta inflamatoria “aguda” que favorece la eliminacion de
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las células tumorales (Liu et al., 2018). La IL-6 podria contribuir a la inmunidad antitumoral
mediante la movilizacion de la respuesta de linfocitos T, promoviendo sobrevida,
diferenciacion, sefiales de reclutamiento y proliferacion para algunas poblaciones de
leucaocitos (Fisher et al., 2014). Se ha reportado que la presencia de TNF-a en tumores
puede tener un efecto vasomodulador que mejora la concentracion de diferentes farmacos
en el tejido tumoral, favoreciendo la eliminacion de los tumores (Greish et al., 2018). La
evaluacion de la produccién de citocinas en el tumor en diferentes etapas del crecimiento
podria ayudarnos a describir mejor el efecto adyuvante de la protoxina CrylAc en
combinacion con la terapia de doxorrubicina.

Los ratones que recibieron solamente la terapia con doxorrubicina mostraron incluso una
mayor cantidad de metastasis que los ratones que no recibieron ningun tratamiento, una
posible explicacién de este efecto puede ser que la doxorrubicina tiene algunos efectos que
favorecen la metéstasis mediante la liberacion de vesiculas extracelulares que favorecen
nichos de pre-metastasis en el pulmoén (Karagiannis et al., 2017, Keklikoglou et al., 2019).
Estos resultados en conjunto sugieren que la terapia combinada de doxorrubicina con
protoxina Cry1Ac puede retrasar el crecimiento de los tumores y disminuir la metastasis en
los pulmones.
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CONCLUSION

La protoxina CrylAc tiene efecto adyuvante antitumoral en ambos esquemas de
inmunizacion profilactica en el modelo de cancer de mama triple negativo, el posible
mecanismo de la protoxina CrylAc para conferir este efecto, es debido a su capacidad de
incrementar la cantidad y activacion de células dendriticas y otras células presentadoras
(monocitos) tanto a nivel local (Omentum y cavidad del peritoneo) como sistémico (bazo).
Estos datos concuerdan con la capacidad de la protoxina CrylAc como adyuvante para
incrementar la proliferacion de linfocitos TCD4+ y TCD8+ especificos y la citotoxicidad
mediada por linfocitos T. Mientras que la toxina CrylAc muestra un efecto adyuvante
antitumoral parcial, posiblemente debido a que solamente tuvo efecto a nivel local, en el
cual se observé un ligero aumento en la cantidad y activacion de células dendriticas y
monocitos en el Omentum y el incremento en la respuesta de linfocitos TCD4+ y TCD8+
especificos solo se observé en el ganglio mesentérico.

La protoxina CrylAc en la terapia combinada con Doxorrubicina mostré tener mejor efecto
gue la terapia solamente con Doxorrubicina, en la cual los ratones tuvieron un retraso en el
crecimiento de los tumores y una disminucion en la gravedad de la metastasis a los
pulmones. Es importante continuar los estudios del mecanismo de accién que la protoxina
CrylAc confiere su efecto antitumoral, ademéas de evaluarlo en diferentes modelos de
cancer de mama y otros tipos de tumor.

PERSPECTIVAS

» Caracterizar y evaluar las diferentes poblaciones de células en la cavidad del
peritoneo, Omentum y bazo, para conocer qué tipos de células tiene mayor
relevancia en el desarrollo de la respuesta antitumoral.

» Evaluar la dinamica de la produccién de citocinas en suero de los ratones
inmunizados con lisado 4T1 + protoxina CrylAc como adyuvante.

» Analizar los diferentes fenotipos de linfocitos TCD8+ en los ratones que se protegen
al desarrollo de tumores.

» Adecuar la terapia combinada con doxorrubicina, otros farmacos y la administracion
de protoxina CrylAc con una menor cantidad de células tumorales inyectadas.

» Evaluar el efecto adyuvante antitumoral de la protoxina y toxina CrylAc en un
modelo de cancer de mama menos agresivo y de algun estadio mas temprano.
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Figura suplementaria 1. Inmunizacién con lisado 4T1 + protoxina CrylAc incrementa el nimero de
células CD11c+MHCII+"°" (R3) y CD11c+°*MHCII- (R4) en la cavidad del peritoneo. Ratones BALB/c fueron
inyectados por la via i.p. con una sola dosis de lisado 4T1 solo o coadministrado con protoxina o toxina Cry1Ac.
El lisado 4T1y las proteinas fueron administrados a una concentracion de 50 pg cada una. Después de 48 hrs.,
los ratones fueron sacrificados, y se obtuvieron leucocitos de la A) cavidad del peritoneo. Las células fueron
teflidas para ser analizadas mediante citometria de flujo, como se describe en el apartado de materiales y
métodos, con anti-CD11c, anti-MHCII, anti-CD80 y anti-CD86 para determinar la activacion de células
dendriticas. Cien mil eventos (100,000) fueron registrados en cada muestra. En el peritoneo, cuatro regiones
fueron distinguidas (R1, R2, R3 y R4), mientras que en B) el omentum se definieron tres poblaciones (R1, R2 'y
R3). Estas regiones fueron analizadas por separado para evaluar la expresion de CD80 y CD86. Las gréficas
de barra en A muestran el nimero de células en cada region, expresados como la media + SEM (“standar error
of the mean”). Los valores mostrados en B representan la intensidad media de florescencia (IMF), expresada

como media + SEM. Se utilizaron ANOVA, prueba multiple de Dunnett. Los datos mostrados son representativos
de dos experimentos independientes. *p<0.05 contra el grupo indicado.
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ABSTRACT: The Cry1Ac protoxin from Bacillus thuringiensis is a systemic and mucosal adjuvant, able to confer protective immunity in different
infection murine models and induce both Th1 and TCD8+ cytotoxic lymphocyte responses, which are required to induce antitumor immunity. The
Cry1Ac toxin, despite having not being characterized as an adjuvant, has also proved to be immunogenic and able to activate macrophages.
Here, we investigated the potential antitumor adjuvant effect conferred by the Cry1Ac protoxin and Cry1Ac toxin in a triple negative breast cancer
(TNBC) murine model. First, we evaluated the ability of Cry1Ac proteins to improve dendritic cell (DC) activation and cellular response through
intraperitoneal (i.p.) coadministration with the 4T1 cellular lysate. Mice coadministered with the Cry1Ac protoxin showed an increase in the number
and activation of CD11c+MHCII- and CD11c+MHCII+win the peritoneal cavity and an increase in DC activation (CD11c+MHCII+) in the spleen.
Cry1Ac protoxin increased the proliferation of TCD4+ and TCD8+ lymphocytes in the spleen and mesenteric lymph nodes (MLN), while the Cry1Ac
toxin only increased the proliferation of TCD4+ and TCD8+ in the MLN. Remarkably, when tested in the in vivo TNBC mouse model, prophylactic
immunizations with 4T1 lysates plus the Cry1Ac protoxin protected mice from developing tumors. The antitumor effect conferred by the Cry1Ac
protoxin also increased specific cytotoxic T cell responses, and prevented the typical tumor-related decrease of T cells (TCD3+ and TCD4+) as well
the increase of myeloid-derived suppressor cells (MDSC) in spleen. Also in the tumor microenvironment of mice coadministered twice with Cry1Ac
protoxin immunological improvements were found such as reductions in immunosupressive populations (T regulatory lymphocytes and MDSC)
along with increases in macrophages upregulating CD86. These results show a differential antitumor adjuvant capability of Cry1Ac proteins, high-
lighting the ability of Cry1Ac protoxin to enhance local and systemic tumor immunity in TNBC. Finally, using a therapeutic approach, we evaluated
the coadministration of Cry1Ac protoxin with doxorubicin. A significant reduction in tumor volume and lung metastasis was found, with increased

intratumoral levels of tumor necrosis factor-a. and IL-6 with respect to the vehicle group, further supporting its antitumor applicability.
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Introduction
Triple-negative breast cancer (TNBC) is characterized by a
lack of expression of the estrogen receptor, progesterone recep-
tor, and human epidermal growth factor receptor 2 (HER2),
accounting for approximately 15% to 20% of breast cancer
patients.! The lack of specific targeted therapies and poor
prognosis of patients with TNBC has fostered a major effort to
discover new therapies to treat these patients.?
Immunotherapy has emerged as an attractive therapy for
some types of cancer. Active immunotherapy broadly refers to
stimulation of the immune system against cancer cells.
However, a current challenge in cancer immunotherapy is the
immunosuppressive tumor microenvironment (TME) and
poor immunogenicity to tumor-associated antigens (TAAs).3
One approach is tumor antigen-based vaccines administered
with appropriate adjuvants that can induce specific T-cell
responses against TAAs. A key component of these vaccines is
an effective adjuvant to enhance the ability of dendritic cells
(DC) to generate specific immune responses.* Nevertheless,
classical approved adjuvants, such as aluminum hydroxide,

mainly induces Th2-type responses but have not been effec-
tive in producing Thl-type and TCD8+ cytotoxic responses,
the kind of immune responses required for the removal of
tumors. Other types of adjuvants that have been studied are
TLR agonists, such as CpG (TLR9 agonist),>® monophos-
phoryllipid A (MPL, TLR2, and TLR4 agonists),” Imiquimod
(TLR 7 agonist),?10 and poly I:C (TLR 3 agonist),'"!> which
have been shown to enhance or have antitumor effects by
themselves. Nonetheless, the use of Toll ike receptor (TLR)
agonists is a limitation in cancer immunotherapy because the
expression of TLRs in many tumors and their stimulation
might result in tumor progression.'3> In addition, it has been
reported that some TLR agonists have toxic effects!® and
could generate chronic inflammation,'” which is related to
carcinogenesis. Therefore, it is necessary to find new, safe
adjuvants capable of inducing tumor immunity.

The CrylAc protoxin, which is a delta-endotoxin produced
during the sporulation phase of Bacillus thuringiensis, has been
proposed as an effective and safe alternative adjuvant. When
ingested by susceptible larvae, the crystal protein is solubilized
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and proteolitically processed, generating the CrylAc toxin,
which has been widely used as a bioinsecticide.'® The recombi-
nant CrylAc protoxin is immunogenic and adjuvant at the sys-
temic and mucosal level'®?! and is able to activate antigen
presenting cells (APCs) by upregulating costimulatory mole-
cules and increasing the production of pro-inflammatory
cytokines.?>?3 It is able to confer protective immunity against
distinct infection models?*2¢ and remarkably in a murine bru-
cellosis model, it showed the capacity to induce both Th1 and
TCD8+ cytotoxic lymphocyte responses,?’ suggesting a
potential utility to improve tumor immunity. The CrylAc
toxin, despite having not being characterized as an adjuvant, is
immunogenic?® and able to activate macrophages, inducing
upregulation of costimulatory molecules and increasing the
production of pro-inflammatory cytokines.?? The potential
antitumor adjuvant effect of CrylAc proteins has not been
explored before. Therefore, here we investigated the potential
of CrylAc protoxin and CrylAc toxin to confer antitumor
adjuvant effect in the TNBC murine model induced with the
breast cancer cell line 4T1. To this aim, first we evaluated the
capacity to induce activation of DC and to improve cellular
responses. Afterward, we tested whether the coadministration
of CrylAc proteins with 4T1 lysates in prophylactic immuni-
zation schemes could improve tumor immunity TNBC mouse
model. Later, we evaluated the influence of immunization
treatments on immunological populations within tumor envi-
ronment. Finally, we performed a therapeutic approach, to
evaluate the coadministration of CrylAc protoxin with doxo-
rubicin in TNBC mouse model. The outcomes indicate a dif-
ferential adjuvant capacity of CrylAc proteins to improve
tumor immunity, being the effect of CrylAc protoxin out-
standing compared with that of CrylAc toxin. In addition,
CrylAc protoxin may confer therapeutic benefit when coad-
ministered with doxorubicin.

Material and Methods
Materials

Fetal bovine serum (FBS), L-Glutamine, and essential amino
acids were obtained from GIBCO BRL (NY14072) (Grand
Island, NY). Polymyxin B resin was purchased from Bio-Rad
(Hercules, CA). Sodium chloride (NaCl), sodium carbonate,
sodium bicarbonate, and sodium phosphate were purchased
from J.T. Baker Corp (South Plainfield, NJ). RPMI-1640
medium, E-toxate, penicillin, streptomycin, ethylenediamine-
tetraacetic acid (EDTA), and all other chemicals were pur-
chased from Sigma Chemical Co (St Louis, MO).

Recombinant CrylAc protoxin and CrylAc toxin

The recombinant CrylAc protoxin was purified from Isopropil
$-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)-induced FEscherichia coli
(pOS9300) cultures as previously described.? The CrylAc pro-
toxin was solubilized and the CrylAc toxin was activated with

trypsin, performed as previously described.?? Endotoxin levels of
CrylAc proteins were tested using the E-toxate kit and were
found to be below 0.1 EU/mL. The CrylAc proteins were then
treated with a polymyxin resin to remove any possible endotoxin
remnants and finally examined by sodium dodecyl sulphate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and the total

protein concentration was determined by the Bradford method.

Animals

Female BALB/c mice (6-8weeks old) were used throughout
this study. Animals were maintained in filter-topped cages,
provided with sterile food (2019 Teklad Global 19% Protein
Extruded Rodent Diet; Harlan Laboratories Inc, Indianapolis,
IN) and water ad libitum and cared for according to the guide-
lines of the Federal Regulations for Animal Experimentation
and Care (NOM-062-ZO0-1999; Ministry of Agriculture,
Mexico). The number (n) of mice used per group is indicated

in each figure legend.

Cell line and 4T1 lysate

The 4T1 mouse mammary carcinoma cells (ATCC, Manassas,
VA) were cultured in RPMI-1640 medium containing penicil-
lin (100 U/mL), streptomycin (100 pg/mL), fungicide (0.75
pg/mL), and supplemented with 10% FBS (Gibco,
Gaithersburg, MD). The 4T1 cells in culture were obtained
and washed by centrifugation with RPMI medium and phos-
phate buffered saline (PBS). The pellet containing 5 X 107
cells were suspended in 3 mL of sterile PBS containing 5 mM
p-hydroxymercuribenzoic acid (Sigma Chemical Co) to pre-
vent proteolysis and sonicated (Sonic Dismembrator Model
300 Fisher, Pittsburgh, PA) for 1minute in ice. The lysates
were stored in aliquots and stored at -80°C and examined by
SDS-PAGE, and the protein concentration was determined by
the Bradford method.

Prophylactic immunizations

Single i.p. application with the CrylAc protoxin or CrylAc
toxin (at 50 pg doses each) + 4T1 cell lysate (50 pg), in 100 pL
volumes were used to evaluate the activation of DC in distinct
tissues which were recovered after 48 hour. For the evaluation of
proliferative T-cell responses in spleen and MLN, mice were
immunized at the same antigen doses twice at 1 week intervals
and killed 48 hours after the second immunization. For the eval-
uation antitumor effects, we used 2 immunization schemes that
consisted of 3 prophylactic immunizations via i.p. application
with the CrylAc protoxin or CrylAc toxin (at 50 pg doses
each) +4T1 cell lysate (50 pg), in 100 pL volumes, as well as
control groups administered with only the vehicle (PBS). In the
first scheme, immunizations were applied every third day and in
the second scheme, immunizations were applied every seventh
day. Seven days after the last immunization, the tumors were
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induced by subcutaneous injection, into the breast of BALB/c
mice with 3 X 103 4T1 cells that were freshly obtained from cell
cultures. The tumors were measured every third day with a digi-
tal caliper, and the tumor volume was obtained according to the
formula V=0.52 (A2 X L) (L=length X A=width).3%31 All
mice were killed 40days after 411 cell inoculation. A similar
prophylactic immunization scheme (applied every seventh day)
was used to evaluate the effect on tumor growth of administra-
tion of the CrylAc proteins alone (at 50 pg doses each). We also
evaluated a therapeutic immunization scheme at the same doses
of CrylAc protoxin; this scheme consisted of 3 peritumoral sub-
cutaneous injections applied every week from the second week
after tumor induction with 3 X 103 4T1 cells.

Finally, to be able to evaluate immunological tumor envi-
ronment, we tested a 2 subcutaneous immunization scheme,
(spatiated by a week) at the same antigen doses (50 pg doses
each), and then to ensure tumor induction, we injected on day

21 alarger number of 4T1 cells (1 x 10* cells).

Leukocyte isolation from the peritoneal cavity,
omentum, mesenteric lymph nodes, and spleen

The mice i.p. injected with the 4T1 lysate alone or coadminis-
tered with the CrylAc protoxin or CrylAc toxin were killed
under anesthesia 48 hours or the 10th day after the first or sec-
ond injection of each treatment to collect leukocytes from dis-
tinct tissues for analysis of the activation of DC and the
proliferation of lymphocytes, respectively. Peritoneal exudate
cells were collected by peritoneal lavage with 5 mL of ice-cold
PBS containing 5% FBS; the peritoneal cavity was gently agi-
tated for 3 minutes before retrieval of the peritoneal fluid. The
spleen and mesenteric lymph nodes (MLN) were excised and
disaggregated through a sterile nylon mesh filter using 5 mL of
RPMI-1640 medium supplemented with 5% FBS. Omentum
was obtained as reported by Carlow et al.3? Briefly, Omentum
were mechanically excised and disaggregated through a sterile
nylon mesh filter and washed twice in culture media, and finally
the suspension was passed through a nylon mesh filter.

4T1 peptides

The peptides corresponding to epitopes identified in 4T1 cells
were synthetized in Tmtc2 (QGVTVLAVSAVYDIFVFHRLK
MKQILP), GPRC5a (FAICFSCLLAHALNLIKLVRGRK
PLSW), and Qars (FPPDAINNF), in which sequences were
identified as neoepitopes for CD8 by next generation sequencing
of the 4T1 line® and surviving tumor-associated antigen
(GWEPDDNPI). The pooled peptides were used to evaluate spe-
cific cellular responses in the spleen and mesenteric lymph nodes.

T cell proliferation assay
AT cell proliferation assay was performed on the 15th day

(24hours after the second immunization of mice that were
weekly immunized) by labeling 4 X 10° mesenteric lymph

node cells and splenocytes with carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester (CFSE) (5 uM) (Molecular probes, Eugene,
OR, Cat#: 11524217). The cell density was adjusted to 2 X 10°
cells/mL, and cells were cultivated in 12-well plates and stimu-
lated with 10 pg/mL of a pool of synthetic peptides expressed
by the tumor line 4T1 (Tmte2, Gprc5a, Qars, and surviving)3
for 72hours, 37°C, and 5% CO,. Subsequently, the cells were

recovered and stained for analysis by flow cytometry.

Tumor microenvironment

Tumors from mice receiving a 2 immunization scheme every
seventh day, were collected 3weeks after tumor induction.
Tumors were mechanically disaggregated through a sterile
nylon mesh filter and washed twice in culture media and finally
the suspension was passed through a nylon mesh filter. Cell
suspensions were counted and divided for the evaluation of
immunological parameters on lymphocyte populations, mac-
rophages, and myeloid-derived suppressor cells (MDSC)

which had been linked with tumor immunity.

Flow cytometry analysis

Leukocytes obtained for T cell proliferation and the DC acti-
vation assay were counted by a Bio-Rad TC10 automated cell
counter (Hercules, CA). Cells (1 X 10°) were centrifuged at
400g for 5 minutes at 4°C. To prevent the nonspecific binding
of immunoglobulins, the pellet cells were treated for 30 min-
utes with 1 ug/mL of the anti-CIDD16/32 monoclonal antibody
to the Fe vy II/III receptor (Fec block) (Biolegend, San Diego,
CA, Cat#:101302) in 0.5% BSA-PBS. The cells were washed
with BSA-PBS and incubated with (CD4-PeCy5, CD8-
APC, and CD19-PE) for T cell proliferation and (CD11c-
FITC, MHCII-APC, CD80-PeCy5, and CD86-PE) for the
DC activation assay at an appropriate dilution for 30 minutes
at 4°C in the dark. To evaluate the effect of immunization on
immune cells in tumor environment, tumors cells were incu-
bated with one of the following stainings: (1) CD3-APC,
CD4-FITC, CDS8-PE, and CD69-PeCy5; (2) CD3-APC,
CD4-PeCy5, CD25-FITC, and FoxP3-PE; (3) CD11b-
PeCy5, F4/80-FITC, Gr1-PE, and CD86-APC. The cells
were washed with BSA-PBS and suspended in 300 pL of 1%
paraformaldehyde in PBS. All dates were analyzed using a
FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA)
and (BD CellQuest Pro .5.1.1 software, 2000, Becton,
Dickinson and Company, San Jose, CA). Unless other thing

specified in general, 100 000 events per sample were recorded.

Cell viability

To determine whether CrylAc protoxin and CrylAc toxin
have cytotoxic effects on 4T1 cells, the 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yD)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) was used as previously described.?*
The 4T 1cells (1 X 10* cells/well) were incubated with different
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concentrations of CrylAc proteins, washed with PBS, and
incubated with MT'T (0.5 mg/mL in the cell culture medium
without FBS) for 4hours at 37°C. Subsequently, isopropanol
(100 pL/well) was added and mixed the plate for 2 minutes to
dissolve the MTT. The optical density was read on a micro-
plate reader at 570nm, with a reference at 655nm (ELS800,
Bio-Tek Instruments, Inc, Winooski, VT'). The mitochondrial
activity of treated cells to that of the negative control (cells
incubated with vehicle) was normalized. To test whether
CrylAc protoxin or CrylAc toxin could provoke apoptosis in
4T1 cells, the incorporation of Annexin V was determined in
cells incubated for 24 hours with distinct concentrations of
CrylAc proteins. The positive control for apoptosis was 500
pM hydrogen peroxide (H,0,); untreated cells served as a
negative control. After 24 hours of stimulation, the cells were
incubated with 25 uLL of Annexin V (Sigma-Aldrich-A9460;
diluted 1:50 in binding buffer: 0.1M HEPES, 0.14 M NaCl,
and 0.0025 M CaCl,) for 25 minutes in the dark, then the cells
were acquired (counting 30 000 events per sample) using a
flow cytometer (FACSCalibur). For these assays, 3 independ-
ent experiments were performed with technical duplicates for
each treatment.

In vitro cytotoxicity assay of 4171 cells by T
lymphocytes

The analysis of cell cytotoxicity mediated by T cells was assayed
as described previously.®> The spleens were collected on the
21th day post tumor induction with 4T1 cells, of animals that
had received two i.p. prophylactic immunizations (applied
every seventh day) with the 4T1 lysate alone or coadministered
with the CrylAc protoxin or CrylAc toxin. Nonadherent cells
from the spleen of immunized or healthy mice were used to
isolate T lymphocytes by negative selection with MACS CD19
microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch, Germany, cat no 130-
121-301); T cells were counted and cocultured at different
ratios with 2 X 10* 4T1 cells stained with CFSE for 4 hours in
culture tubes. Cells were recovered, stained with Annexin
V-APC, and analyzed by flow cytometry with a FACSCalibur
cytometer, in which 50000 events, from 411 CFSE + region,

were obtained.

Doxorubicin + CrylAc profoxin therapy

BALB/c mice 6 to 8weeks of age were injected with 2 X 10*
4T1 cells to induce tumor growth, when tumors were palpable;
the mice were separated into 3 groups: no treatment (PBS
vehicle group), doxorubicin, and doxorubicin + CrylAc pro-
toxin (5 mice per group). Doxorubicin was administered intra-
venously (i.v.) at a concentration of 5 mg/kg in 100 pL on days
9 and 17 after tumor induction. CrylAc protoxin was adminis-
tered after doxorubicin therapy on days 10, 12, and 18 after
tumor induction by intratumoral route at a concentration of
50 pg in 50 pL and intraperitoneally at a concentration of 50 pg

in 100 pL. The growth of the tumors was monitored every
third day. Mice were killed on day 24 after tumor induction.

Cytakine measurements in tumor

The tumor of the mice that received the combined therapy of
doxorubicin + CrylAc protoxin was obtained on day 24 after
the induction of the tumors. The tumors were weighed and
sonicated to obtain lysates with a pulse 10 s and 50% ampli-
tude (Sonic Dismembrator Model 300 Fisher, Pittsburgh,
PA). A relationship was made of the weight of the tumor and
the volume of medium to be added, taking into account the
heterogeneity of tumor sizes (0.58g of tumor / 300uL
medium supplemented with cOmplete, Mini Protease
Inhibitor Cocktail (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
The tumor lysates were centrifuged for 10 minutes at 4000 g
and the supernatants recovered were aliquoted and stored at
-70°C until use. The levels of, MCP1, IL-12, tumor necrosis
factor-a. (TNF-a), interferon-y (IFN-y), interleukin (IL)-
10, and IL-6 were measured using the BD Cytometric Bead
Array (CBA) Mouse Inflammation Kit (BD Bioscience, San
Jose, CA) cat. No. 552364 BD) according to the manufac-
turer’s instructions: We started the standard curve at a con-
centration of 5pg/mL to determine concentrations below
the curve recommended by the manufacturer. Concentration
of cytokines was measured using a FACSCalibur cytometer
and BD CBA software (Cytometric Bead Array software ©
1999-2003, Becton, Dickinson and Company, San José, CA).

Lung metastasis

For the analysis of the macro-metastases in the lungs, the ther-
apeutic doxorubicin + CrylAc protoxin scheme described
above was used. During killing, the lungs were filled with 1 mL
of a 10% India ink solution (Winsor & Newton, London, UK),
in PBS, through the trachea with the help of a cannula. The
trachea was blocked by surgical thread and the lungs were
extracted and washed 3 times with 10 mL of Fekete’s solution
(85mL 70% ethanol, 10mL 10% paraformaldehyde, and 5mL
acetic acid), and the lungs were fixed in the same solution over-
night. The macroscopic foci were counted with a stereoscopic
microscope, OLYMPUS SZ CTV (Olympus, Tokyo, Japan).
Metastatic index was calculated with the number of lung meta-
static nodes.

Statistical analyses

Data were analyzed with Graphpad Prism software version 7.0,
San Diego, CA. One-way analysis of variance (ANOVA) was
applied for multiple comparisons, and post multiple compari-
son Dunnett’s and 7 test were used to compare all other groups,
which were indicated when the P value *<.1, **<.05, ™*<.01,
skl

<.001. The results are shown as mean = standard error of
the mean (SEM).
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Results

Intraperitoneal immunization with the CrylAc
rotoxin increases CD80 expression in dendritic

cells (CD11c+/MHCII+) of the spleen

To induce tumor antigen-specific cytotoxic T' lymphocytes capa-
ble of killing tumor cells, the maturation and activation of APCs
capable of activating T' lymphocytes is required. Therefore, we
evaluated whether the i.p. immunization of the CrylAc protoxin
or CrylAc toxin as adjuvants with 411 lysates as a source of
tumor antigens were capable of increasing the amount and activa-
tion of DC in the peritoneal cavity and spleen in BALB/c mice.
The population CD11c+MHCII+ was considered mature DC

because of high levels of expression in these markers.3¢ We chose
48hours after injection as an adequate time point to analyze the
activation of DC because in previous reports significant activa-
tion of peritoneal DC37 and peritoneal cavity macrophages
(PeC)? was detected following CrylAc protoxin i.p. injection.
Using CD11c and MHCII markers, 4 populations with dif-
ferential expression of these markers were distinguished in
peritoneal cavity cells: CD11c+MHCII+(R1), CD11c+
MHCII+Pv (R3), CD11c-MHCII+(R2), and CD11c+
lowMHCII-(R4); so the expression of CD80 and CD86 activa-
tion markers was analyzed separately (Figure 1), to determine
more precisely the changes in activation elicited by the injec-
tion treatments. Representative dot plots of the analyzed
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Figure 1. Immunization with 4T1 lysate + Cry1Ac protoxin increases the activation of dendritic cells (CD11c+MHCII+) and the amount of CD11c+ in
omentum. BALB/c mice were intraperitoneally (i.p.) injected with a single administration of 4T1 lysate alone or with Cry1Ac protoxin (pCry1Ac) or Cry1Ac
toxin (tCry1Ac). Lysates and proteins were administered at 50 pg doses each. After 48 hours, mice were killed, and leukocytes were obtained from the
peritoneal cavity (A and B), spleen (C and D), and omentum (E and F). Cells were stained for flow cytometry analysis as described in the material and
methods section with anti-CD11c, anti-MHCII, anti-CD80, and anti-CD86 antibodies to determine activation of dendritic cells (DC). One hundred thousand
events per sample were recorded. Representative dot plots showing the regions displaying differential expression of CD11c and MHCII are shown in
Supplementary Figure 2. In the peritoneum, 4 regions were distinguished, while in the spleen and omentum 3 main populations were defined. These
regions were analyzed separately to evaluate CD80 and CD86 expression. The values in the bar plots in A, C, and E show the percentage of cells in each
region, expressed as mean =+ SD. Values shown in the bar plots (B and D) represent the mean fluorescence intensities, expressed as the means = SD.
One-way ANOVA and Dunnett’s multiple comparison test and t test were used. Representative data of 2 independent experiments are shown. *P <.05,

**P <.01, ****P <.0001 versus the indicated group.

regions for each treatment in the distinct tissues analyzed are
shown in Supplementary Figure 1.

In mice immunized with the CrylAc protoxin as an adju-
vant, the amount of DC (CD11c+MHCII+) did not increase
in the peritoneal cavity. However, we observed an increase in
the proportion of cells expressing CD11c+/MHCII+%(R3)
and CD11c+!"MHCII-(R4), in which CD80 was low and
upregulated, respectively, compared with the vehicle control
group PBS (Figure 1A and B). Whereas, mice that received the
CrylAc toxin as an adjuvant showed upregulation of CD80 in
CD11c+wMHCII- (R4) cells.

Notably, the mice that received the 4T1 lysate + CrylAc
protoxin showed an increase in the expression of CD80 in DC
CD11c+MHCII+(R1) in the spleen compared with the con-
trol group (Figure 1D). In contrast, mice that were immunized
with 4T1 lysate + CrylAc toxin showed a decrease in CD86
expression (Figure 1D).

These results indicate that mice immunized with the
CrylAc protoxin showed an increase in the number of
CD11c+MHCII+v and CD11lc+PvMHCII- (with
upregulation of CD80) locally in the peritoneal cavity and an
increase in the activation of DC at the systemic level in the
spleen.

Intraperitoneal immunization with the Cryldc
protoxin increases dendpritic cells (CD11c+/
MHCII+) of the omentum

To determine whether the activation of DC occurred in major
magnitude in other nearby sites following i.p. injection with
tumor lysate plus CrylAc proteins, the population of DC in the
omentum and MLN was analyzed. These sites were chosen
because it has been described that following i.p. injection with
diverse inflammatory stimuli, such as lipopolysaccharide (LPS),
thioglycolate, or even with CrylAc protoxin, monocytes are
recruited but the main resident population of macrophages
appear to migrate mainly to the omentum.?>% It was observed
that mice that received the CrylAc protoxin showed an increase
in the number of DC in the omentum compared with the con-
trol group PBS and with the mice that received only 4T1 lysate.
In mice immunized with 4T1 lysate + CrylAc toxin, we did not
find any significant differences (Figure 1E). No differences were
found in the number and activation of DC recorder in the MLN
by any experimental treatment (Supplementary Figure 1D).

Altogether, these results showing protoxin-induced DC
activation, in the peritoneal cavity, spleen, and omentum, led us
to propose the use of the CrylAc protoxin as an adjuvant that
could activate the prime-T cell antitumor response.
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CrylAc protoxin treatment increases the
proliferation of TCD4+ and TCDS8+ in spleen
and MILN

The induction of cellular responses of TCD4+ and TCD8+
lymphocytes is required to induce adequate antitumor immune
responses, as these T lymphocytes improve cytokine produc-
tion and eliminate tumor cells, respectively. To determine
whether the CrylAc protoxin or CrylAc toxin used as adju-
vants coadministered with 4T1 lysate were able to induce an
increase in the cellular response after immunization, we evalu-
ated local and systemic proliferation of TCD4+ and TCD8+
lymphocytes in the spleen and MLN, which were re-stimulated
in vitro with a pool of peptides corresponding to tumor epitopes
described in the 4T'1 tumor line.33

It was observed that mice immunized with 4T1 lysate +
CrylAc protoxin induced a marked increase in the proliferation
of TCD4+ lymphocytes (45.1%) in the spleen in comparison
with mice that were immunized only with 4T1 lysate (29.5%)
and control group PBS (9.8%) treatment. The high proliferative
rate recorded was probably due to the in vivo stimulus as spleen
cells were collected from mice receiving the second immuniza-
tion 2 days before the killing. Consequently, no further increase
in proliferation was observed after re-stimulation with the pool
peptides corresponding to tumor epitopes described in 411 cells,
possibly because the specific T cells were already proliferating
(Figure 2A). Notably, proliferation of TCD8+ lymphocytes
in the spleen was higher in mice that received the 4T1
lysate + CrylAc protoxin treatment (55%) in comparison with
mice immunized only with the 4T1 lysate (41.9%) and those
that received the vehicle (PBS) (16.7%) (Figure 2A).

In addition to evaluating the cellular response in the spleen,
we evaluated proliferation of TCD4+ and TCD8+ lympho-
cytes in mesenteric lymph nodes (MNL), as these lymphoid
nodules are located near the immunization site (i.p. immuniza-
tion). It was observed that mice immunized with both the 4T'1
lysate + CrylAc protoxin or CrylAc toxin had increased pro-
liferation of TCD8+ lymphocytes (18.7% and 11%, respec-
tively) in comparison with immunization of 4T1 lysate alone
(3.4%) (Figure 2B). Therefore, these results show that mice
immunized with the CrylAc protoxin or CrylAc toxin as
adjuvants increase the local (MLN) and systemic (spleen) pro-
liferation of TCD4+ and TCD8+ lymphocytes.

CrylAc protoxin has a significant antitumor
adjuvant effect in vivo

To evaluate whether the CrylAc protoxin and CrylAc toxin
had an adjuvant antitumor effect in vivo, we used the TNBC
model induced by injection of 4T1 cells and measured the size
of tumors in mice that received prophylactic immunization of
the 4T1 lysate + CrylAc protoxin or CrylAc toxin with 2 dif-
ferent immunization schemes. The first scheme, a short pro-
phylactic scheme in which immunizations were administered

every 3 days, was based on the reported literature in which the
antitumor response of some adjuvants’®# was evaluated (Figure
3A to C). The second scheme, a long prophylactic scheme in
which immunizations were administered every 7days, was
evaluated to improve the adaptive response (Figure 3D to F).

In the short prophylactic immunization scheme, we
observed that mice that received the 4T1 lysate + CrylAc pro-
toxin or CrylAc toxin showed 60% tumor-free mice (6 out of
10) and the mice that developed tumors were smaller com-
pared with the mice that only received the 4T1 lysate, which
had 20% tumor-free mice (2 out of 10) (Figure 3A and B).
Interestingly, with the long prophylactic immunization scheme,
mice that received the 4T1 lysate + CrylAc protoxin were
completely protected from the development of tumors (Figure
3D to F).

Mice that received the 4T1 lysate + CrylAc toxin had
20% tumor-free mice and the size of the tumors was similar
to mice that only received the 4T1 lysate (Figure 3D to F). It
is important to mention that the mice that received only the
4T1 lysate showed lower tumor growth compared with the
short immunization scheme, indicating that the extended
immunization allowed the development of adaptive immune
responses. Intraperitoneal prophylactic immunization of the
CrylAc protoxin or CrylAc toxin alone (without coadminis-
tration of the 4T1 lysate) had no effect on tumor growth,
confirming the adjuvant effect of both proteins (Figure 3G).

In addition, the potential in vivo therapeutic antitumor
effect of the CrylAc protoxin was also evaluated by injection of
3 peritumoral doses (50 pg/100 uL, once a week for 3 weeks);
however, we did not observe any decrease in the growth of
tumors (Figure 3H). The null therapeutic effect observed could
be explained by the characteristics of the 4T1 breast cancer
model, which is very aggressive, since it represents an advanced
stage, in which the TME and the antitumor response at a sys-
temic level are diminished.

We also tested whether these proteins had any cytotoxic
effect on 411 cells as this antitumor activity has been reported*!
in other tumor cell lines. The results of M'T'T assay show slight
or null cytotoxic effects of CrylAc protoxin and CrylAc toxin,
respectively, on 4T1 cells. While by MTT viability assay and
Annexin V assay, no significant effects on apoptosis were
induced by CrylAc toxin nor by CrylAc protoxin
(Supplementary Figure 2). In these assays, relative high doses
of CrylAc proteins from 50 to 500 pg/mL were tested.
Although with the protoxin at the higher doses a reduction of
mitochondrial succinate dehydrogenase activity of 411 cells by
the MTT assay was observed, this activity was unaffected by
the toxin even at the highest doses tested. Notwithstanding, we
consider that no direct cytotoxic effects of the protoxin on 4T1
cells, might participate on the antitumor adjuvant effect
observed, since these antitumor effects were only observed by
the prophylactic coadministration of CrylAc protoxin, that
was long before the inoculation of 4T1 cells.
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Figure 2. Immunization with the 4T1 lysate + Cry1Ac protoxin induces an increase in the proliferation of TCD4+ and TCD8+ lymphocytes in the spleen
and MLN. BALB/c mice were immunized with 4T1 lysate alone or with Cry1Ac protoxin or Cry1Ac toxin (at 50 pg doses each) by intraperitoneal (i.p.) route;
immunizations were applied once a week for 2 weeks. Mice were killed 2days after the second immunization and leukocytes were obtained from the (A)
spleen and (B) mesenteric lymph node (MLN) and stained with CFSE. To analyze proliferation, lymphocytes were cultivated in 96-well plates and
stimulated with a pool of peptides (10 pg/1mL) (as described in the materials and methods), 72hours after the lymphocytes were obtained and stained
with anti-CD3, anti-CD4, and anti-CD8 antibodies and analyzed by flow cytometry. One hundred thousand events per sample were recorded. n=3 per
group. *P<.05, **P <.01, **P <.001 versus the indicated group. Representative dot plots are shown. Values shown in the right bar graphs indicate the

means * SD, expressed as percentages.
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Prophylactic treatment of the 411 lysate + CrylAc
protoxin as an adjuvant prevents the decrease of

TCD3+ and TCD4+ lymphocytes in the spleen

A well-described characteristic of the 411 breast tumor model
is the marked reduction of T lymphocytes.#> Therefore, to
know how the populations of T' lymphocytes were found in the
mice protected from the development of tumors, we evaluated

changes in population of TCD3+, TCD4+, and TCD8+
lymphocytes in the spleens of mice that received the long
(Figure 4) or short (Supplementary Figure 3) prophylactic
immunization schemes.

With the long scheme, the mice that received the CrylAc
protoxin as an adjuvant did not present a decrease in the pro-
portion of TCD3+ lymphocytes (38%) in the spleen, in
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Figure 3. Cry1Ac protoxin has adjuvant antitumor effects in 2 different prophylactic immunization schemes. In both (short and long) schemes, BALB/c
mice received 3 administrations of the vehicle (PBS) or the 4T1 lysate alone or coadministered with the Cry1Ac protoxin or Cry1Ac toxin as adjuvants,
proteins were administered at 50 ug doses each as specified in materials and methods. In the short scheme, each dose was applied every third day (A
and B); while in the long scheme each dose was applied every seventh day (C and D) for 3 weeks. Subsequently, breast cancer was induced by the
inoculation of 3 X 108 4T1 cells by the subcutaneous (s.c.) route; the growth of the tumors was monitored every third day. Growth of tumors (A) and
percentage of tumor-free mice (B) of the short immunization scheme, each point represents the mean tumor volume (mm3) = SEM. ANOVA and Dunnett’s
multiple comparison test. **P < .01, ***P < .001. * indicates significant differences with respect to the PBS group. Tumor photos of mice that received
immunizations in the short scheme, control group (PBS) and 4T1 lysate + Cry1Ac protoxin 30days after inducing tumors (C). Growth of tumors (D) and
percentage of tumor-free mice (E) of the long immunization scheme, each point represents the mean tumor volume (mm3) = SEM. (F) Tumor photos of
mice that received immunizations in the long scheme, vehicle group (PBS), and 4T1 lysate + Cry1Ac protoxin 30days after inducing tumors PBS, 4T1
lysate, and 4T1 lysate + Cry1Ac protoxin (n=10). (G) Growth of tumors in mice prophylactically administered with Cry1Ac protoxin or Cry1Ac toxin alone
(with long scheme) or with vehicle or 4T1 lysate. (H) Growth of tumors in mice therapeutically administered with Cry1Ac protoxin 14 days after tumor
induction. Cry1Ac protoxin was applied once a week for 3weeks. Tumor growth curves include only values from tumor-bearing mice. ANOVA and
Dunnett’s multiple comparison test. ***P < .001. * indicates significant differences with respect to the PBS group.

comparison with the mice that developed tumors, control
group PBS (16.3%), 4T1 lysate (37.1%), and 4T1
lysate + CrylAc toxin (19%) (Figure 4A). When the total
number of TCD3+, TCD4+, and TCD8+ lymphocyte sub-
populations were analyzed, we found statistically significant
differences in the mice that received the immunization with
the CrylAc protoxin as an adjuvant, as they did not show a
decrease in the number of TCD3+ and TCD4+ lymphocytes
in comparison with mice that received the control group PBS,
while mice that received the CrylAc toxin as an adjuvant
showed a decrease in both the percentage and number of
TCD3+,TCD4+,and TCD8+ lymphocytes (Figure 4B).

While the analysis of T cell populations, in mice prophylac-
tically immunized with the short scheme (performed in the
groups immunized with 4T1 lysate alone or with CrylAc pro-
teins or just receiving the vehicle; that were then inoculated
with 4T1 cells and killed 30 days after), showed that mice coad-
ministered with 4T1 lysate + CrylAc protoxin or+ CrylAc
toxin presented a minor reduction in the percentage of TCD8
lymphocytes and significantly higher numbers of T' lympho-
cytes than the vehicle group (Supplementary Figure 3A and B
respectively).

We also examined the lymphocyte proliferative responses
and the cytokine production in lymphocyte culture superna-
tants in the same mice prophylactically immunized with the
short scheme and killed at day 30. However, similar lympho-
cyte proliferative responses were elicited among the distinct
treatments (data not shown), while the cytokine levels

(TNF-a and IFN-y) tended to be higher in mice with tumors
(in any of the treatments) while mice immunized with CrylA
protoxin (which did not develop tumors) had a lower produc-
tion of these cytokines similar to the one presented in healthy
mice (Supplementary Figure 3 C and D). Therefore, further
characterization of cytokine profile rest to be done, to deter-
mine, at early time points after immunization, whether or not
the antitumor adjuvant of CrylAc is related with its ability to
increase the levels of TNF-o and IFN-y or of other cytokines.
The experimental conditions used in present study may not
have been optimal for assessing changes in cytokines due to
the adjuvants; possibly cytokine evaluation should have been
performed at earlier time points after tumor induction, or
perhaps should have been assessed prior to tumor induction;
or it may be necessary to include some type of stimulation in
the assay, such as tumor peptides, or anti CD3/anti CD28 or
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA).

We also analyzed a population of cells known as myeloid-
derived suppressor cells (MDSC), which play a critical role in
maintaining the immunosuppressive tumor environment.
These cells are a heterogeneous population of myeloid progeni-
tor cells, comprising immature granulocytes, macrophages, and
DC.# In mice, MDSCs express both the myeloid lineage dif-
ferentiation antigens, Grl and CD11b.#* In the 4T1 TNBC
model, MDSCs increase in the peripheral blood, spleen, lym-
phoid nodes, and improve the growth of tumors and metastasis,
and favors the evasion of recognition by the immune system.*
Remarkably, we observed that mice that received the 4T1
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Figure 4. Prophylactic immunization with the long scheme, with 4T1 lysate + Cry1Ac protoxin prevents tumor-induced decline of TCD3+, TCD4+, and
TCD8+ lymphocytes and increased MDSC in the spleen. Spleen lymphocyte populations were obtained from healthy mice, mice receiving the vehicle or
were immunized with the long prophylactic scheme (1 immunization every week for 3 weeks) with 4T1 lysate alone or coadministered with Cry1Ac protoxin
or toxin (at 50 pg doses each). Tumors were induced by inoculation of 3 X 102 4T1 cells and killed at day 30. (A) Representative dot plots of the
percentage of TCD3+ lymphocytes in the spleen of mice that received different treatments. (B) Total number of TCD3+, TCD4+, and TCD8+ lymphocytes
obtained from the spleen = SEM. Total cell counts were estimated by analysis of equal cell counts, 100 000 events per sample were acquired. (C)
Representative dot plot of the percentage of myeloid-derived suppressor cells (MDSC) in the spleen. (D) Size of spleen obtained from mice that received
different treatments. TCD3+ cells were gated from lymphocyte region defined on basis of FSH and SSH parameters. CD4 and CD8 were calculated from
CD3 + gated cells. MDSC region was defined as F4/80+CD11b+ cells. Bar graphs show mean percentages or number = SEM of gated CD3+ or MDSC
populations. ANOVA and Dunnett’s multiple comparison test. *P < .05, ***P < .001. n=7-10.

lysate + CrylAc protoxin treatment did not have an increase in
MDSC (7.5%) compared with mice that developed tumors,
control group PBS (53.4%), 4T1 lysate (25.6%), and 4T1
lysate + Cry1Ac toxin (39.4%) (Figure 4C). The increase in the

number

of MDSC s is related to an increase in the size of the

spleens, which was observed on the day of killing (Figure 4D).
These results suggest that the protective and adjuvant
antitumor effect of the protoxin CrylAc is related to
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Figure 5. Cry1Ac protoxin and Cry1Ac toxin administrated with 4T1 lysates induce spleen T cell-mediated cytotoxicity in vitro. For the analysis of cell
cytotoxicity mediated by T cells, the mice were immunized with 4T1 lysate alone or coadministered with Cry1Ac protoxin or toxin (at 50 ug doses each).
Mice received 2 immunizations or vehicle administrations 1 per week and were killed on day 21. The spleens of healthy mice or from immunized mice
were collected and T lymphocytes were isolated by negative selection with magnetic beads and were cocultured with 4T1-CFSE cells for 4 hours. Cells
were recovered, stained with Annexin V-APC, and analyzed by flow cytometry with a FACSCalibur cytometer, in which 10000 events per sample were
recorder. (A) Flow cytometry gating strategy, the figure shows the regions used to isolated 4T1- CFSE+ cells for the analysis shown in B. (B)
Representative dot plots of 4T1- CFSE+ cells positives to Annexin V with different ratios of T cells, mean of the CFSE+-Annexin V+ quadrants are shown.
(C) Percentage of cytotoxicity of 4T1 cells; the data in bar graphs are represented as mean = SEM. N=3. *** and **** denote significant differences, where

the P value was <.01 or .001, respectively.

the ability to improve cellular immune responses, with the
capability to prevent the decrease of TCD4+ and TCD3+
lymphocytes and to avoid the increase of MDSCs at a sys-
temic level.

Immunization with the 411 lysate+ CrylAc
proteins increases specg"ic cytotoxic T-cell responses

Furthermore, the in vitro evaluation of the cytotoxic response
of T lymphocytes on CFSE labeled 4T1 cells confirmed the
increased specific cytotoxic capacity of T lymphocytes iso-
lated from spleen of prophylactically immunized mice with
the 4T1 lysate coadministered with the CrylAc protoxin or
CrylAc toxin in comparison with T cells from unimmunized
mice or immunized with 4T1 lysate alone. Surprisingly,
CrylAc toxin showed a better capacity to activate T cells to
kill 4T1 cells in vitro, than CrylAc protoxin, which promotes
a better antitumor response. The increased apoptosis was
evaluated by the expression of Annexin V in CFSE-stained
4T1 cells incubated with distinct ratios of T cells from mice
immunized in comparison with lymphocytes from unimmu-
nized mice (Figure 5).

Improved antibody-mediated cytotoxicity of 4T1 tumor
cells might be an additional immune mechanism participating
in the enhanced antitumor response elicited by the adjuvant
CrylAc protoxin, but this will require further investigation.

The coadministration of CrylAc protoxin activate
immune cells in tumor microenvironment

To evaluate whether the distinct immunization treatments had
effects on the immunological cells in the tumor environment,
we evaluated populations which may be associated with
improvements in the capability to induce tumor immunity. To
this aim, a 2 immunization protocol with 4T1 lysates alone or
with CrylAc protoxin toxin was performed, then we induced
tumors, and after 3 weeks, were analyzed in the tumors the fol-
lowing immunological parameters: the number of T lympho-
cytes and its activation, the amount of regulatory T cells, the
number of macrophages F4/80 and its activation, and the num-
ber of MDSC (Figure 6). Unimmunized mice presented a low
amount of T cells, while mice immunized with CrylAc pro-
toxin presented the highest amount of T cells, followed by the
mice immunized with lysate alone and finally mice immunized
with the CrylAc toxin presented a low amount similar to the
found in immunized mice. However, the amount of CD4T
cells was higher in mice immunized with lysate alone followed
by the group coadministered with CrylAc protoxin and unim-
munized mice and mice coadministered with CrylAc toxin
presented the lowest amounts of CD4T cells. While no statis-
tically significant changes were recorded for CD8 T cells.
Interestingly, mice immunized with the CrylAc protoxin
presented the lowest amount of regulatory T cells CD4
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Figure 6. Immunization with 4T1 lysate + Cry1Ac activate immune cells in tumor environment. The effect of immunization in the immune populations in
tumor environment was evaluated by flow cytometry. In this experiment was performed a two i.p. immunization scheme, applied once a week with 4T1
lysate alone or coadministered with Cry1Ac toxin or protoxin, 7 days after mice were inoculated with 1 X 104 4T1 cells and mice were killed to collect
tumors 3weeks after induction. The populations analyzed were T lymphocytes TCD3+, TCD4+, TCD8+, or T regulatory lymphocytes TCD4 + CD25 +,
TCD4 + FoxP3 +, the population of MDSC cells CD11b + Gr1 + cells and the population of macrophages F4/80 +. We estimated the amount of all these cell
populations and the amount of F4/80 + upregulating CD86. Values shown are means = SD expressed as number of cells or the mean fluorescence
intensities of CD86 in the representative histograms of gated macrophages F4/80+ . In the figure, representative data of 2 independent experiments are
shown. Total cell counts of each analyzed population were estimated by analysis of equal cell counts, 100 000 events per sample were acquired.

FoxP3+ and CD25+ which had been associated with immu-
nosuppression in tumor environment.*® While these popula-
tions of regulatory T cells were higher in the rest of the groups
(unimmunized or immunized with lysate alone or with CrylAc
toxin), but without significant differences among groups,
although in mice immunized with lysate alone tended to be
higher. The number of MDSC which also had been related
with immunosuppressive effects within the tumors was reduced
in mice immunized with CrylAc protoxin and also in mice
immunized with the toxin but in lesser magnitude. In contrast,
mice administered with the vehicle or immunized with the
4T1 lysate alone presented a marked increase of MDSC popu-
lations within the tumors. Mice immunized with Cry1Ac pro-
toxin presented higher number macrophages with upregulation
of CD86 in relation with the rest of treatments.

CrylAc protoxin and doxorubicin therapy reduces tumor growth and
decreases the severity of metastases. Given that the potential appli-
cation of CrylAc protoxin in humans, in a prophylactic approach
would be limited, due to the heterogeneity of tumors between

patients and the lack of specific antigens for breast cancer. We
decided to evaluate a therapeutic approach to determine whether
the adjuvant antitumor effect of CrylAc protoxin could improve
therapy with doxorubicin, an anthracycline used in patients with
TNBC. BALB / ¢ mice 6 to 8week old were injected with 2 X
10* 4T1 cells, when the tumors were palpable; the mice were
separated into 3 groups: no treatment (PBS vehicle), doxoru-
bicin and doxorubicin + CrylAc protoxin. Mice that received
doxorubicin + CrylAc protoxin combination therapy showed
less tumor growth and tumor weight (Figure 7A and B) and
decreased incidence of lung metastases, compared with mice that
only received doxorubicin or the vehicle. Therefore, the adjuvant
effect of CrylAc protoxin in combination therapy with doxoru-
bicin offers therapeutic benefit in TNBC (Figure 7C).

No significant benefit was observed in mice that only
received doxorubicin therapy; indeed this group showed the
highest number of lung metastases. The absence of antitumor
effect may be related to the high number of 4T1 cells used in
this experiment to induce tumors, along with the aggressive-
ness of the model.
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Figure 7. Cry1Ac protoxin and doxorubicin therapy reduces tumor growth and decreases the severity of metastases. BALB/c mice 6 to 8 weeks of age
were injected with 2 X 104 4T1 cells to induce tumor growth, when the tumors were palpable, the mice were separated into 3 groups: no treatment (PBS
vehicle group), doxorubicin, and doxorubicin + Cry1Ac protoxin. Doxorubicin was administered intravenously (i.v.) at a concentration of 5mg /kg in 100 pL
on days 9 and 17 after tumor induction. Cry1Ac protoxin was administered after doxorubicin therapy on days 10, 12, and 18 after tumor induction by
intratumoral route at a concentration of 50 ug in 50 pL and intraperitoneally at a concentration of 50 pg in 100 pL. The growth of the tumors was monitored
on the third day. Mice were killed on day 24 after tumor induction. Tumors were obtained and processed from the mice with the different treatments as
described in materials and methods to evaluate the production of cytokines in the tumor. Volume was normalized by tumor mass as described in methods.
Mice lungs were obtained for staining with India ink and assessing metastasis. (A) Growth of tumors in the therapy protocol. Each point represents the
mean tumor volume (mm?3) = SEM. Two-way ANOVA and Dunnett’s multiple comparison test. ***P < .0001. n=5. (B) Weight of tumors. (C) Metastasis in
the lung. (D) Cytokines in mice tumor (TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-6, IL-10, and MCP1). ANOVA and Dunnett’s multiple comparison test. *P < .05, **P < .01.

n=5.

The TME has a very important role in the therapy and
elimination of tumor cells; therefore, we decided to evaluate
the cytokine production in the tumor of the mice that received
the combined Doxorubicin + CrylAc protoxin therapy. Mice
that received doxorubicin + CrylAc protoxin combination
therapy had greater production of IL-6 and TNF-a in the
tumor, compared with mice that received no treatment and
those that received only doxorubicin (Figure 7D).

Discussion
The major findings in the present study is, first, the evidence
showing the significant antitumor adjuvant effect conferred by

the prophylactic coadministration of the CrylAc protoxin with
4T1 lysate in a TNBC model. This effect is related to its capac-
ity to improve tumor immunity and is much higher than the
one conferred by the CrylAc toxin. Moreover, using a thera-
peutic approach with doxorubicin protoxin CrylAc also con-
ferred antitumor benefit.

These findings are relevant because, although there are vari-
ous strategies to enhance tumor immunity, such as TLR ago-
nists, anti-CD40 antibodies, cytokines, like IL-2 and IFN-a,
or growth factors, such as granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), that have been investigated,*’
in general, these have shown limitation in capacity, safety, costs,
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or stability.*$4 A desired condition for an adjuvant capable of
enhancing antitumor immunity is the capacity to activate
APCs. In agreement with this requirement, we found that both
proteins CrylAc protoxin and CrylAc toxin were able to acti-
vate DC following i.p. coadministration with 4T1 lysate. We
chose the i.p. route because the administration of adjuvants by
the i.p. route has been reported to induce DC activation and a
strong TCD8+ lymphocytes response in the spleen.”®

The differential capability between CrylAc toxin and
CrylAc protoxin to induce the activation and recruitment of
DC may explain the higher adjuvant effect conferred by the
CrylAc protoxin compared with the CrylAc toxin. Since in the
spleen, MLN, and peritoneal cavity, the recruitment and activa-
tion of DC upon i.p. injection occurred particularly with
CrylAc protoxin, unlike with CrylAc toxin. It is important to
mention that in steady conditions, DC represents 1% of the
resident cells in the rat peritoneum cavity,’! while in mice, mac-
rophages can represent up to 50% of cells and the majority cor-
respond to the called large peritoneal macrophage population
(LPM).38 In the present study, 4 populations with differential
expression of MHCII and CD11c¢ were distinguished in the
peritoneal cavity. The populations that increased in number
withCrylAcprotoxinplus4T1lysatewereCD11c+ MHCII+ov
and CD11c+"*MHCII- cells with the upregulation of CD80
in the latter, which might correspond to immature DC.
However, they also could be macrophages, as some macrophages
in serous cavities also express CD11¢.>2°3

Although we presumed that the activation of DC could be
better appreciated in the MLN, considered a key determinant
of the flow of the peritoneal cavity,’* changes upon CrylAc
protoxin injection were not detected in this tissue but were
detected in the omentum. Likewise, following i.p. injection
with diverse inflammatory stimuli, such as LPS, thioglycolate,
or even with the CrylAc protoxin, mainly monocytes are
recruited to the peritoneal cavity but the main resident popu-
lation of macrophages appeared to migrate mainly to the
omentum.?>3 Leukocytes found in the murine omentum are
concentrated in milky spots, composed of both myeloid and
lymphoid cells; these spots increase in size and number upon
peritoneal inflammatory stimuli. While the low number of
DC found in the omentum of unstimulated mice led to pro-
pose that the omentum is an inflammatory-induced lymphoid
structure.>>5¢ In accordance with these notions, we observed
that the size and total number of leukocytes recovered from
omentum were increased in CrylAc protoxin stimulated mice.
It has been reported that the omentum contains DC that are
able to cross-present exogenous antigens that promote rapid
early activation of T lymphocytes. In addition, there is a
constant flow of T and B lymphocytes from the peritoneal
cavity to the omentum.3? Similarly, we observed an increase in
the number of DC in the omentum but only in mice that
received the CrylAc protoxin plus 4T1 lysate; it is possible
that these DC might have cross presented tumor antigens and

contributed to the enhanced tumor immunity observed in this
group. Interestingly, in the spleen, we also observed that only
mice that received the CrylAc protoxin enhanced CD80
expression in DC, compared with the control group PBS.
These results indicate that the CrylAc protoxin, unlike the
CrylAc toxin, increases the activation of DC and other APCs,
locally (in the peritoneal cavity and omentum) and systemi-
cally (spleen), and this effect might be related to the better
antitumor response.

Some evidence indicates that to achieve effective antitumor
immunity, not only a local immune response (within the tumor)
is required but a systemic response (at blood, secondary lym-
phoid organs, and bone marrow) of TCD4+ and TCD8+ lym-
phocytes®”*8 also contributes. Notably, we observed that only use
of the CrylAc protoxin as an adjuvant with the 411 lysate
increased the specific response of TCD4+ and TCD8+ lym-
phocytes, obtained from both systemic and local tissues (spleen
and MLN, respectively). These results showed that the CrylAc
protoxin promotes the increment and activation of DC accom-
panied with enhanced proliferative responses of T lymphocytes,
which led us to presume that it could confer an antitumor adju-
vant effect, as it was evidenced. Certainly, the CrylAc protoxin,
unlike the CrylAc toxin, conferred a significant adjuvant effect,
preventing tumor induction when the effect was tested in the
murine breast cancer model induced by 4T1 cells. These results
are outstanding because this 411 model, done in the immuno-
competent BALB/c mice, resembles stage IV human TNBC,
which provokes most deaths due to breast cancer because of its
aggressiveness and lack of therapeutic targets available.? In this
4T1-induced tumor model, similarly as occurs in women, the
TNBC tumor grows in situ and generates metastasis to the lung,
liver, bone, and brain.”>% Due to its aggressiveness, there are no
known vaccine strategies able to prevent tumor development in
TNBC as we accomplished in the present work in TNBC model,
using the prophylactic scheme. Two of the main factors known
to contribute in the efficacy of cancer vaccines are the type of
TAAs and the adjuvants employed.®1.02 In the present study, we
chose tumor cell lysates as a source of TAAs because the 411
tumor model is considered non-immunogenic, and in therapeu-
tic approaches, this strategy has proved to be effective to induce
a strong antitumor response and prevent tumor escape, in com-
parison with the use of some peptide vaccines. This greater effect
had been attributed to the large amount of TAAs. The higher
antitumor effect achieved with the longer prophylactic immuni-
zation schedules in comparison with the short scheme may be
attributed to the effective induction of adaptive immunity with
the former. This antitumor effect was significantly enhanced by
the coadministration of CrylAc proteins but the CrylAc toxin
showed partial antitumor adjuvant effects in both immunization
schedules, whereas the antitumor adjuvant effect of protoxin that
was partial in the short scheme was enhanced so that it pre-
vented tumor development. These findings clearly supporting
the antitumor adjuvant effect of the CrylAc protoxin
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are relevant because it is not easy to achieve complete tumor
immunity in this aggressive TNBC model. Indeed, when the
effect of a DNA vaccine target to interleukin-13 receptor a2
chain as a tumor antigen was evaluated in the same TNBC 4T1
mouse model, the vaccine did not completely protect against
tumor development, but it was able to reduce tumor growth
compared with the control group. In that study, the DNA vac-
cine was coadministered with IFA (incomplete Freund’s adju-
vant) and CpG as adjuvants in prophylactic and therapeutic
schemes.®® Likewise, when the prophylactically effect of a het-
erogeneous vaccine (multiepitope DNA and peptides-based
cancer vaccine) coadministered with IFA as an adjuvant was
evaluated in the TNBC 4T1 mouse model, a reduction in tumor
growth was observed, but mice were not fully protected against
tumor development.®* The greater effect achieved by us with
CrylAc protoxin as an adjuvant could be due the antigen source,
as the 4T1 lysate contained a higher amount of TAAs than the
antigen sources used in the mentioned studies.

A hallmark in the TNBC model with the 4T1 cell is the
systemic decrease of lymphocytes in mice that develop tumors.*?
A proposed mechanism to explain this decrease is thymic atro-
phy, which causes a spread decline of TCD4+ and TCD8+ lym-
phocytes in both peripheral organs, such as the spleen.®>6
Remarkably, we observed that mice immunized with the 4T1
lysate + CrylAc protoxin prevented the decrease in the per-
centage and number of TCD3+ and TCD4+ lymphocytes in
the spleen, compared with the control group PBS. These results
suggest that immunization with the CrylAc protoxin with
tumor antigens improves tumor immunity, allowing the main-
tenance of normal lymphocytes numbers and function. Likewise,
the induction of specific cytotoxic T  cell responses able to
induce apoptosis of 4T1 cells was particularly achieved follow-
ing coadministration of the CrylAc toxin and CrylAc pro-
toxin. The analysis of immune cells within tumor environment
reinforces the potential benefit of the use of CrylAc as an anti-
tumoral adjuvant, as particularly following immunization with
4T1 lysate plus CrylAc protoxin were found changes in the
populations which has been associated with improved tumor
immunity such as reduction in the number of immune suppres-
sive cells such as MDSC and regulatory T cells and increased
numbers of macrophages upregulating CD86.

The marked effect in the reduction of the immunosuppressive
population of MDSC, observed following coadministration of
the CrylAc protoxin with 411 lysate, is a relevant effect that
deserves further investigation, as the elimination of MDSC is
considered an efficient strategy to be able to induce efficient anti-
tumor immune responses.®”%8 It is important to mention that
despite both proteins having a similar capacity to activate mac-
rophages,?>?3?? only the CrylAc protoxin showed the potential
capability to improve tumor immunity, preventing tumor devel-
opment. Despite the CrylAc toxin used as an adjuvant showed a
partial antitumor adjuvant effect, the induction of specific cyto-
toxic T cell responses was an effect elicited with both proteins,

which was even better elicited with the CrylAc toxin than with
the protoxin. These differences may be due to the differential
effects on the activation of APCs elicited by each protein.’”

The outcomes indicate that the CrylAc protoxin confers a
better antitumor adjuvant effect than the toxin in TNBC 4T1
mouse model, since mice that were immunized prophylacti-
cally with the 4T1 lysate were fully protected against the
development of tumors. These protective effects correlated
with the maintenance of normal numbers of lymphocytes,
avoidance of MDSC increments, a better capacity to activate
DC and induce T lymphocyte proliferative responses and an
immunological improvement in tumor environment, with
lower amount immunosuppressive populations. The distinct
capacity between CrylAc protoxin and CrylAc toxin to
improve tumor immunity might be also explained by the dis-
tinct capacity to induce local and systemic immune activation,
with the CrylAc protoxin able to induce local (at peritoneal
cavity, omentum, and MLN) and systemic (in spleen) activa-
tion of DC, accompanied with enhanced T cell responses,
unlike the CrylAc toxin, which only induced local activation
of T cell responses (in the MLN).

A limitation of present results is to having not determined
the extent of the prominent antitumor effect conferred by
coadministration with the protoxin CrylAc; this critical point
should be examined in further immunological memory studies
by repeating the injection with 4T1 cells at distinct time points
in immunoprotected mice, which resisted the first inoculation
challenge with 3 X 103 4T1 cells. The antitumor immunopro-
tection capacity also could be evaluated injecting a higher
amount of 4T1 cells, but due to the aggressiveness of this
model protection is unlikely to occur under these conditions,
as we have observed that injection with 1 X 10% 4T1 cells
surpassed the 100% immunoprotection capacity conferred by
coadministration with CrylAc protoxin. Thus to strength the
potential utility of this protein to improve tumor immunity,
further studies will be required to validate whether the signifi-
cant antitumor adjuvant effect observed in present study in the
TNBC mouse model induced with 4T1 cells are also achieved
using alternative less aggressive mouse models of TNBC such
as EMT6 model or to test the effect in a distinct type of can-
cer model.

The potential application of CrylAc protoxin in a prophy-
lactic approach in humans would be limited, as it might present
several difficulties, such as the heterogeneity of tumors between
patients, or the lack of specific antigens for breast cancer.
Therefore, we decided to evaluate in a therapeutic approach
whether the adjuvant antitumor effect of CrylAc protoxin
could enhance therapy with doxorubicin, an anthracycline used
in the treatment of patients with TNBC. The results indicate
Cry1Ac might confer benefit for cancer immunotherapy, since
mice receiving doxorubicin + CrylAc protoxin combined
therapy showed less tumor growth and decreased the incidence
of lung metastases. A possible explanation for these effects
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could be due to the adjuvant effect of CrylAc, which allowed a
better presentation of tumor antigens, both in the TME and
possibly at the systemic level; since doxorubicin therapy has
been reported to be capable of inducing the release of antigens
in the TME.% However, more studies are needed to describe
the exact mechanism by which CrylAc protoxin enhances the
antitumor effect of doxorubicin therapy.

The presence of cytokines in the TME plays an important
role in mediating an antitumor response. The mice that
received the combination therapy of doxorubicin + CrylAc
protoxin had a higher production of IL-6 and TNF-a. in the
tumors. Although TNF-o and particularly IL-6 are widely
described as cytokines involved in promoting tumor growth
and metastasis,”%73 it has also been described that the presence
of IL-6 can provoke an “acute” inflammatory response that
favors the elimination of tumor cells.”* IL-6 might contribute
to antitumor immunity by mobilizing T cell responses, by pro-
viding survival, differentiation, recruitment and proliferative
signals to many leukocyte populations.” It has been reported
that the presence of TNF-a in tumors can have a vasomodula-
tor effect that improves the concentration of different drugs
in the tumor tissue, favoring the elimination of tumors.”®
Assessing cytokine production in the tumor at different stages
could help us to better describe the adjuvant effect of CrylAc
protoxin in combination therapy with doxorubicin.

Mice that received only doxorubicin therapy showed even a
greater amount of metastasis than mice that received no ther-
apy; a possible explanation for this effect could be due to pro-
metastatic effects elicited by doxorubicin through the release of
extracellular vesicles that enhance pre-metastatic niches in the
lung.””78 Together, these results suggest that combination ther-
apy of doxorubicin with CrylAc protoxin may improve the
decrease in tumor growth and decrease lung meta, further sup-
porting the potential benefit CrylAc may confer for cancer
immunotherapy.
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