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“No importa si es en silla de ruedas, muletas, a pequefios pasos en
bastén o corriendo, sonriendo y saltando. Lo importante es seguir
siempre adelante, avanzando a veces con marcha lenta a veces
apresurado, pero siempre con mucha humildad, bondad y una gran

sonrisa en el rostro”
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Abreviaciones

ALC Absolute lymphocyte count

ANC Absolute neutrophil count

Arg-1 Arginase 1

b-FGF Basic fibroblast grow factor

CD-11b Cluster of Differentiation 11b (Granulocyte, monocyte)
CD-3 Cluster of Differentiation 3 (T cell)

CD-4 Cluster of Differentiation 4 (Helper T cell)
CD-45 Cluster of Differentiation 45 (Leucocitos)
CD-8 Cluster of Differentiation 8 (Cytotoxic T cell)
CD-19 Cluster of Differentiation 19 (B cell)

CD-80 Cluster of Differentiation 80

CD-86 Cluster of Differentiation 86

CDIS Carcinoma ductal in situ

CLIS Carcinoma lobulillar in situ

CM Céncer de mama

COX-2 Cyclooxygenase-2

CTCM Celula tumoral de cancer de mama

CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4
CXCL-9 C-X-C motif chemokine ligand 9

DC Dendritic cell

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

ER Estrogen receptor

Fas Fas cell death receptor

Fas-L Fas cell death receptor ligand

FMVZ Facultad de medicina veterinaria y zootecnia
G-CSF Granulocyte colony stimulating factor

Gr-1 GPI-linked myeloid differentiation marker
H&E Hematoxylin and eosin

HER2 Human hepidermal growth factor receptor 2
IDO Indoleamine

IFN-y Interferén gamma

IL-10 Interleukin 10

IL-6 Interleukin 6

INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
IV Intravenoso

LECs Celulas endoteliales linfaticas

Ly6C Lymphocyte antigen 6 complex locus C1
Ly6G Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D
MCP-1 Monocyte chemoattractant protein 1

MDSC Mieloid derived supresor cells

MF  Macrophage

MG-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
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MHC-1 Major histocompatibility complex class 1
MIP-al Macrophage inflamatory protein alpha
NO Nitric oxide

Pd-1 Programed cell death protein 1

Pd-L1 Programed cell death ligand 1

PMN Premetastatic niche

PR  Progesteron receptor

ROS Reactive oxygen species

SC Subcutaneo

SSI Solucidn salina isotonica

TCR T cell receptor

TGF-B Transforming growth factor beta

TNF-0.  Tumor necrosis factor alpha

VEGF Vascular endothelial grow factor

WBC White blood cell count
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1 Introduccion

1.1 Cancer de mama

El cancer de mama (CM) es uno de los grandes retos de salud publica a nivel mundial,
no solo es la patologia tumoral de mayor incidencia y prevalencia en mujeres, sino

también la forma de cancer con mayor mortalidad en la poblacién femenina [1].

Incidencia mundial de cancer en muyeres Mortalidad mundial por cancer en muperes Prevalencia mundial de céncer a 5 aflos en
mujeres
bvaw
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Figura 1. Prevalencia de cancer de mama en poblacion @ intermatonal Agency for Research on Cancer 2018

femenina.  (lzquierda) Incidencia, (centro) mortalidad, (derecha) prevalencia de cancer en la poblacién
femenina mundial de acuerdo a los Gltimos datos publicados por la Agencia Internacional para la
Investigacion en Cancer.

De acuerdo con los ultimos datos publicados por la Agencia Internacional para la
Investigacién en Cancer de la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer de mama
posee una incidencia del 25.1% y una mortalidad del 14.7% del total de las patologias
tumorales que sufren las mujeres a nivel mundial. La prevalencia mundial de cancer de
mama en mujeres a 5 afios es de 36.3%, esto quiere decir, que por cada cuatro
mujeres con alguna enfermedad neopldsica una de ellas tendrd cancer de mama,
figura 1 [1].

En México, segun datos publicados por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

(INEGI), la tasa de mortalidad por CM va en aumento, el nimero de muertes por CM

se incremento un 23.7% en cinco anos, pues de 2010 a 2015 la cifra pasé de 5094 a

11
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6304. La tasa de muerte por CM continda aumentando y segun estimaciones de la
OMS para 2022 moririan 7761 personas debido a esta patologia en México [2].

Los hombres también tienen riesgo de desarrollar cdncer de mama, se estima que
uno de cada mil casos de cancer de mama ocurre en hombres. Las complicaciones
mas graves son debidas al desarrollo de metastasis en nddulos linfaticos regionales y

en érganos distantes como pulmoén, cerebro, hueso e higado [3].
1.2 Tipos de cancer de mama

Existen dos principales tipos de céancer de mama in situ, el carcinoma ductal in situ
(CDIS) y el carcinoma lobulillar in situ (CLIS). Estos derivan del tejido mamario,
compuesto por los alveolos productores de leche (lobulos) y los ductos lactiferos que
conectan los I6bulos al pezdn. El tejido restante del seno esta compuesto por tejido
adiposo, conectivo y linfatico. El CDIS es el mas comun con 83% de incidencia, en este
caso las células tumorales remplazan las células epiteliales que conforman el ducto
lactifero y se expanden a otros ductos y lobulos. El CLIS corresponde al 13% y se
refiere a células anormales expandiéndose desde alguno de los lobulillos del seno. El
4% restante corresponde a otros tipos de cancer de mama procedentes de otros

tejidos o que tienen un origen desconocido [4].

Se estima que mas del 80% de los casos de cancer mama son o seran invasivos, con
lo que las células tumorales habran atravesado las paredes de los l6bulos o ductos del
que se originaron, e invadiran el tejido circundante. Existen actualmente cuatro
subtipos moleculares que han sido identificados con base en los marcadores bioldgicos

que distinguen el tipo de células tumorales, su respuesta al tratamiento disponible, su

12
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proliferacién, pronostico y factor de riesgo. Los cuatro principales subtipos moleculares
se clasifican de acuerdo a la presencia o ausencia del receptor hormonal a estrégeno
(ER) y/o progesterona (PR) asi como a los niveles del receptor del factor de

crecimiento epidérmico humano (HER2) [5].

e Luminal A (ER+ y/o PR+ /HER2-) Marcadores asociados a lento crecimiento
y menor agresividad en comparacién con otros subtipos. Tumores asociados a
pronédstico favorable a corto plazo dada a la buena respuesta al tratamiento
anti-hormonal, (71% de incidencia).

e Luiminal B (ER+ y/o PR+/HER2+) Poseen sobreexpresion de HER2 asi
mismo son positivos a Ki67 indicador de células en divisién activa. Tienden a
ser mas riesgosos y con peor prondstico en comparacion con cancer luminal A,
(12% incidencia).

¢ HER2 enriquecido (ER-/PR-/HER2+) Este subtipo tiende a crecer y generar
una invasidn mas agresiva en comparacion con los otros. Se asocia a un
pronostico negativo en comparacion con los subtipos Iuminales, (5%
incidencia).

e Triple negativo (ER-/PR-/HER2-) Es la forma de cancer de mama con peor
pronédstico en el corto plazo, en parte por la carencia de terapias especificas
contra este tipo de tumor, ya que no existe una terapia dirigida y se aborda con

tratamientos convencionales, (12% incidencia) [6].

13
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1.3 Microambiente tumoral

El microambiente tumoral es un tejido diverso que se compone de la interaccion de las
células tumorales con su entorno celular; células endoteliales, leucocitos infiltrantes y
fibroblastos [7]. Estas células estan en contacto intimo, comunicandose mediante
factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas. La compleja interaccion del tumor y
su microambiente puede desencadenar respuestas pro o anti-tumorales, que
desencadenaran la supresion exitosa del tumor o procesos de inmunoediciéon del
cancer. Cada individuo constituye una variable en la que su microambiente particular

definira el tipo de respuesta [8].

La inmunoedicidén del cancer es un proceso dindmico que comprende de tres fases
secuenciales donde el sistema inmune intenta eliminar un tumor. Durante la fase de
eliminacion, el sistema inmune innato y adaptativo responden detectando la presencia
del tumor en formacién y destruyendo las células neoplasicas antes de ser clinicamente
detectable. Si una variante celular tumoral inmunoevasiva escapa de la fase de
eliminacion, se puede proceder la fase de equilibrio, donde el crecimiento tumoral es
prevenido por mecanismos inmunoldgicos. En este estado de dormancia, la constante
presion de seleccidon inmune sobre las células tumorales genéticamente inestables
puede dar pauta a fendmenos de edicion celular, donde las células tumorales acumulan
mutaciones hasta que adquieren la capacidad de evadir el reconocimiento
inmunoldgico. En esta fase denominada de escape las células tumorales pueden
proliferar, generar un tumor clinicamente aparente e inducir un estado

inmunosupresivo en el microambiente tumoral, figura 2 [8].

14
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Danger” Intrinsic tumar suppression Figura 2 Fases de la inmunoedicion del cancer.
Transformed SKHNAE  Tumor NKA (senescance. repalr, Normal . . .,
cells _+l, anigens igands  andior apopiosis) tissue Tomado de Schreiber et al.2011. La inmunoedicién

del céncer consta de tres fases: eliminacion, equilibrio
y escape. En la eliminacion, la inmunidad innata y
adaptativa destruyen los tumores en desarrollo. Si esta
fase se completa, el huésped permanece libre de
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b o g Tow poun feent [ 6" inmunoedicién de la inmunogenicidad del tumor se

@) By Y produce en esta fase. Como consecuencia de la presion
de seleccion inmune constantemente ejercida sobre las
células tumorales, pueden surgir variantes de células
tumorales que ya no son reconocidas por la inmunidad

Tumor dormancy
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IFN-a . -I- que desarrollan defectos en el procesamiento y
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Extrinsic umor and Immunoevasive enfermedad neoplasica.
supprlcs:ion ‘ transtormad cslis

Cancer Immunoediting

1.4 Mecanismos asociados a evasion inmune en cancer

Existen diversos mecanismos asociados a la evasion inmune de células tumorales de
cancer de mama (CTCM), donde estas células evitan el reconocimiento inmunoldgico
mediante una expresién anormal del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I
(MHC-1) asi mismo presentan deficiencias en la maquinaria de procesamiento de
antigenos. Ademas, la estimulacion por CTCM de vias de sefializacion negativas (CTLA-
4/B7, PD-1/PD-L1, Fas/FasL); inhiben la activacion de células T efectoras vy

contribuyen a crear un microambiente inmunosupresor [9].

La expresion PD-L1 [ligando del receptor de muerte programada 1 (PD-1)], tiene un

papel importante en la induccién y mantenimiento de células T reguladoras al inducir
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Fas-L(ligando) e IL-10. El factor asociado a suicido (Fas) es un receptor que puede
activar sefializacion proapoptoética, asi, el incremento de Fas-L en células de CM
inducen muerte de linfocitos T. Por otro lado, el corte de Fas-L por metaloproteinasas
contribuye a la evasion inmune del tumor, al interferir con el reconocimiento
inmunoldgico [9], [10].

Las CTCM, células dendriticas (CD) y macréfagos-M2 (MF), en estados cronico-
inflamatorios reclutan y promueven poblaciones de células T reguladoras (T-regs), al
secretar CCL17, CCL22 y citocinas tipo TH-2. Las T-regs contribuyen a reducir la
actividad de células citotoxicas y estimulan la produccion de células mieloides
supresoras (MDSCs). Las MDSCs son un conjunto diverso de células inmaduras
derivadas de medula ésea con la capacidad de suprimir la respuesta inmune al
inactivar a linfocitos T CD4* y CD8+. Se diferencian a DCs, MF y granulocitos que
presentan caracteristicas disfuncionales, ya que por ejemplo en tumores de CM la
acumulacion de DCs inmaduras y la expansion de DCs torelogenicas son factores

importantes en la evasién tumoral [9].

Finalmente, la produccion de ciertos factores solubles contribuye a promover un
microambiente pro-tumoral en CM, asi, interleucinas como la IL-33 promuevem la
produccion de MDSCs, mientras que IL-18 se asocia a promocion de metdastasis
distante. Por otro lado, la IL-10 inhibe la produccidn de citocinas inflamatorias. TGF-j,
otra citocina presente en el microambiente tumoral posee un rol dual en la
carcinogénesis al inhibir crecimiento de CTCM en estadios tempranos de enfermedad,
sin embargo, en formas avanzadas de CM promueve proliferacion, angiogénesis e
inmunosupresion. Otras moléculas relevantes en el microambiente tumoral son la

galectina-1 que bloquea la citotoxicidad mediada por linfocitos CD8+ y la indolamina
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2,3 dioxygenasa (IDO por sus siglas en inglés), cuya sobreexpresion induce
inmunosupresion[10]. La relevancia de conocer los mecanismos de evasién de CTCM vy
las interacciones en su microambiente tumoral; radica en la posibilidad de comprender
el proceso del desarrollo del tumor, las variables que modulan su progresién y la
potencial aplicacion de agentes inmunoterapéuticos como herramientas moduladoras

del microambiente tumoral [11].
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Figura 3 Mecanismos asociados a la evasion inmune del cancer. Tomado de Croci et al. 2007.
Las células tumorales emplean distintos mecanismos inmunosupresores, que pueden actuar en
sinergia para contrarrestar la respuesta inmune del huésped. Estos incluyen deterioro de la
maquinaria de presentacion de antigenos, activacion de sefiales coestimuladoras negativas en el
microambiente tumoral (CTLA-4 / B7, PD-1 / PD-L1, Fas / FasL), secrecion de factores
inmunosupresores  (IL-10, TGF- P, galectina-1, gangliésidos, prostaglandina-E2 PGE,),
sobreexpresion de indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) y expansion y reclutamiento de diferentes
poblaciones de células reguladoras que contribuyen a esta red inmunosupresora que incluye células
T reguladoras (Tregs) y células T reguladoras inducibles que impactan negativamente en el destino
de las células T efectoras antitumorales.
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1.5 Reaccion leucemoide y MDSC asociadas a enfermedad neoplasica

1.5.1 Reaccidn leucemoide

El desarrollo de leucocitosis para-neoplasica, también llamada reaccion leucemoide, es
una rara pero importante perturbacion en la hematopoyesis, producida por factores
solubles secretados por tumores sélidos. La presencia de leucocitosis durante el
diagnostico de ciertos tipos de cancer, incluyendo cancer de mama, se asocia con peor
desenlace en la supervivencia [12]. Por otro lado, la mieloproliferacion asociada a
cancer se caracteriza por el incremento patoldgico en circulacidon sanguinea de células
de estirpe mieloide en diferentes estados de maduraciéon, su infiltracién en tumor vy
tejidos diversos. Por décadas estas observaciones clinicas relacionaron la
mieloproliferacion con la progresion tumoral, pero se desconocia su relevancia

terapéutica hasta la reciente identificacién de las células mieloides supresoras[12].

El crecimiento de tejido tumoral mamario promueve perturbaciones epigenéticas y
alteraciones en la expresion de genes reguladores de hematopoyesis (locus Hoxa9) via
produccion tumoral de G-CFS. Como consecuencia se produce una eritropoyesis
alterada con produccién de células mieloides inmaduras, leucocitosis, hematopoyesis
extramedular en bazo y reaccidon leucemoide [13]. Por tanto la mieloproliferacion
asociada a cancer constituye una diana terapéutica que cobra cada vez mas relevancia,

tras afios de considerarse como un mero efecto paraneopldsico [12].

Se ha reportado que la reduccidon de la reaccion leucemoide, rica en MDSC, en
combinacion con terapias checkpoint (anti-Pd-1) reduce el 80% de tumores en

modelos murinos de cancer de mama empleando la linea tumoral 4T1 [14].
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1.5.2 células mieloides supresoras (MDSC)

Las denominadas células mieloides supresoras (MDSC por sus siglas en inglés) son una
poblacion heterogénea de células mieloides inmaduras, las cuales poseen un fuerte
efecto inmunosupresor, tienen la capacidad de suprimir la respuesta inmune
antitumoral del individuo, asi como promover metastasis. Estas células en personas
sanas componen menos del 1% de células nucleadas en sangre periférica, pero pueden
incrementarse hasta comprender el 50% de células circulantes en algunos pacientes
con enfermedad metastasica. Estas células tienden a acumularse en medula 6sea,
tumores, érganos metastasicos, 6rganos linfoides secundarios y sangre periférica. Los
mecanismos inmunosupresores de las MDSC descritos, modulan el microambiente
tumoral y el nicho pre-metastasico, promoviendo la evasiéon inmune del cancer, el

asentamiento y crecimiento de células cancerosas migrantes[12].

Las MDSC se pueden identificar de forma general por la expresién de los marcadores
CD11b*Gr-1* y de forma mas especifica como CD11b*Gr-1*CD11c"F4/80*/-CD124*
Gracias a estudios en modelos murinos se ha demostrado que pueden subclasificarse
en MDSC granulociticas (G-MDSC) CD11b*Gr 1hiLy6C"*"Ly6G*CD49d~ y monociticas (M-
MDSC) CD11b*Gr1mdLy6CMLy6G-CD49d*, con propiedades vy caracteristicas
particulares [15]. De estos marcadores, el Ly6C (Lymphocyte antigen 6 complex locus
C1) es un antigeno de diferenciacion monocitico mientras que Ly6G (Lymphocyte
antigen 6 complex locus G6D) es un antigeno que se asocia con un temprano nivel de
maduracién en granulocitos. El marcador Gr-1 reconoce, indistintamente, los antigenos

Ly6C y Ly6G [16].
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1.5.3 EIl tumor primario promueve movilizacion de MDSC a 6rganos distantes
formando nichos pre-metastasicos.

El tumor primario y las células estromales secretan factores solubles que son
distribuidos sistémicamente. Citocinas y factores de crecimiento como G-CSF, GM-CSF,
IL-6, IFN-y y VEGF derivadas de tumor promueven la produccion de MDSC en sitios de
hematopoyesis y movilizan MDSC al torrente sanguineo, donde circulan en sangre
periférica hasta ser reclutadas en diferentes tejidos [15]. Se ha identificado que
quimiocinas secretadas por el tumor, como CXCL1l, CCL12, CCL2, CCL15,
metaloproteinasas, TNF-a vy calgranulina median la quimiotaxis de MDSC a nichos
premetastasicos (PMN) y al propio tumor. Se ha reportado que en cancer de mama,
pulmones e higado sobre expresan S100A8 (calgranulina A) facilitando reclutamiento

de MDSC vy su adhesidén a estos 6rganos antes de la llegada de las células tumorales,

figura 4 [15].

Figura 4 Tumor primario media la
movilizacion de MDSC a nichos
premetastasicos (PMN), Tomada de Wang
et al. 2019. A) Células tumorales y
estromales secretan numerosos factores
solubles (G-CSF, GM-CSF, IL-6, IFN-y y
PMN VEGF) que se distribuyen sistemicamente

via circulaciéon sanguinea. B) En sitios de

* M-CSF. GM-CSF. Homing i itaci
[L-6. IFN-7. VEGF of MDSC hem_ato_poyesw, citocinas y factores de
crecimiento  procedentes  del  tumor
* CXCL1. CCL12. promueven la diferenciacion de precursores
CCL2. CCLIS. de granolucitos/monocitos a MDSC. Ademas

MMPs. SI00A8/A9.

ooty Actin polymerization las MSDC son movilizadas por estas

Yesilar teatiases citocinas a torrente sanguineo al promover la

Chemotaxis filtracion vascular C) Citocinas de tumores
primarios, como CXCL1, CCL12, CCL2,
CCL15, metaloproteinasas (MMP), S100A8
/ A9 y el factor de necrosis tumoral a (TNF-
a) median la movilizacion de MDSC a
® HSC . GMP ‘_\hxm cellem == Endothelial cell tejidos secundarios por quimiotaxis y crean
las condiciones propicias para la formacion
de nichos premetastasicos (PMN).

o/ Tumor cell (@ lmmune cell @ Stromal cell * MDSC
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En modelos murinos de adenocarcinoma mamario se ha reportado la presencia de

MDSC en pulmoéon premetastasico, estas células corresponden al fenotipo.
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CD11b*Ly6C'*medl y6G*+, que se clasifican como MDSC granulociticas, caracterizadas
por su alta produccién de Arg-1, metaloproteinasas y especies reactivas de oxigeno.
Esto promueve la formacion de un nicho premetastasico inmunosupresor, inflamatorio
y con tejido vascular aberrante. Que evoluciona formando un ambiente idéneo para el

establecimiento de metastasis distante [17][18].

1.5.4 Mecanismos inmunosupresores de MDSC

Entre los mecanismos inmunosupresores descritos de las MDSC figuran la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) y de enzimas como
arginasa 1 e indolamida, que depletan L-arginina y triptéfano, respectivamente, del
medio suprimiendo proliferaciéon de linfocitos T. Las MDSC son una fuente importante
de produccién de éxido nitrico y ROS, formando compuestos como el peroxinitrito que
causa nitracion del receptor de células T (TCR por sus siglas del inglés) y disociacion
de la cadena CD3C. de linfocitos CD8. Eso representa en los linfocitos una pérdida de
capacidad de unién a MHC-1 y perdida de reconocimiento antigénico. Ademas,
favorecen el desarrollo de linfocitos T reguladores mediante de liberacion al medio de

factores solubles supresores como IL-10 y TGF-B [15][18].

1.6 Inmunoterapia como novedosa herramienta contra cancer

La inmunoterapia con agentes bioldgicos se ha posicionado como una importante
opcidon de tratamiento, pues estimula al sistema inmune del propio paciente para
destruir células tumorales. Los objetivos de la inmunoterapia son: Permitir el
reconocimiento del tumor como agente extrafio por el sistema inmune, revertir la
inmunosupresion oncoldgica y estimular positivamente la respuesta inmune contra la

neoplasia [19].
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Actualmente los principales tratamientos contra el cancer de mama se centran en una
combinacion de radioterapia, intervencion quirdrgica y quimioterapia sistémica. Siendo
la terapia anti-hormonal Util solamente en los subtipos positivos a receptores
hormonales; en el caso de la inmunoterapia dirigida, esta se enfoca principalmente a
subtipos de cancer HER2+, siendo los anticuerpos anti-HER2 los principales
tratamientos disponibles. La cirugia continla siendo por si sola la forma mas efectiva
de tratar un tumor primario, si su reseccion es posible. Sin embargo, esta
aproximacion terapéutica por si sola no es suficiente para evitar la aparicién de
metastasis en estadios avanzados de cancer, donde la enfermedad puede reaparecer
en el corto plazo. Es por ello que la incorporacion de quimioterapia o inmunoterapia,
en un esquema neoadyuvante (antes de la intervencidon quirdrgica) o adyuvante
(postcirugia), constituye un tratamiento enfocado a reducir el riesgo de desarrollar

metastasis e incrementar la sobrevida de los pacientes [20].

Tras mas de cuatro décadas de importante desarrollo de quimioterapéuticos
citotoxicos y pese a su relevante papel en el tratamiento oncoldgico, en los Ultimos
aflos han aportado pocos cambios en el manejo de la enfermedad metastasica
[11][21]. Siendo la integracion de novedosas inmunoterapias al tratamiento de cancer,
el avance terapéutico mas relevante en las Ultimas décadas, al demostrar su gran
potencial clinico mejorando el desenlace del paciente oncoldgico, la inmunoterapia sera
una herramienta importante en el esquema de tratamiento del cancer en el futuro
proximo. Es imperante por tanto el investigar nuevas modalidades de tratamiento que

incluyan combinacidn de terapias convencionales con nuevas inmunoterapias [11].
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2 Antecedentes

2.1 Propiedades del péptido GK1

El péptido sintético GK-1 (18 aminoacidos), fue identificado inicialmente como una
regidon con un alto indice de antigenicidad de una proteina procedente de Taenia
crassiceps[22]. Este péptido ha mostrado interesantes propiedades
inmunopotenciadoras. Anteriormente se demostrd su papel como agente adyuvante en
la activacion de células presentadoras de antigeno (CD y MF), al promover la expresion
de las moléculas coestimuladoras CD-80 y CD-86, lo cual promueve la presentacion de
antigenos [23], asi como un incremento de moléculas MHC clase II. Ademas, un
estudio que evalud su capacidad adyuvante de la vacuna de influenza comercial, tras
su administracién subcutédnea, mostrando un incremento en los titulos de anticuerpos
IgG especificos contra la vacuna de influenza en ratones BALB/c envejecidos,
promoviendo una respuesta inmune positiva frente al fendmeno de senescencia

inmunoldgica a diferencia de los que recibieron solo la vacuna comercial [24].

GK-1(-)
Control(- -)
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Figura 5 Efecto antitumoral del péptido sintético GK-1 en modelo murino de melanoma
B16/F10. Tomado de Pérez-Torres et al. 2013. A) Incremento en la sobrevida en modelo murino
de melanoma B16-F10 tratado con 10 pg GK-1 respecto al grupo control. Los tiempos medios de
supervivencia fueron 21.25 dias para el grupo de control (e) y 30.3 dias para el grupo tratado con
GK1 (w) B) Reduccidn en la tasa de crecimiento tumoral en el grupo tratado comparado con
control.
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Durante este estudio se realizé un hallazgo que evidencié la potencial aplicacién
antitumoral de GK-1, al encontrar que en los ratones que recibieron el péptido GK-1
como adyuvante de la vacuna de influenza se presentaron con una menor frecuencia y
severidad adenomas bronquiales, (tumores que aparecen de forma comun vy
espontanea en ratones BALB/c envejecidos) comparado con los ratones que no
recibieron el péptido GK-1 [22].

En un estudio preclinico realizado por el grupo de Pérez-Torres et, al. (2013), enfocado
en evaluar la capacidad del péptido GK-1 como potencial inmunoterapéutico
oncoldgico, se reportd un incremento en la sobrevida de los animales en un modelo

murino de melanoma tratado con el péptido GK-1.

El modelo fue inducido con la linea

tumoral B16-F10, donde ratones N

C57BL/6 fueron implantados con 2x10° ——

células de  forma  subcuténea. § =
g o8

Aplicandose un tratamiento peritumoral g

(10 pg/100pl) de GK-1 o 100pl de

soluciéon salina (S.S.1.) para el grupo

control, de forma semanal por tres 09

Cortrdd e 4|
o Mean [IMesneSE | MeansSD
Figura 6 Incremento en el indice necroético en el
grupo tratado con GK-1 vs control. Tomado de
Pérez-Torres et al. 2013. Los tumores de los ratones
tratados con GK1 mostraron mayores areas necroticas
comparados con los ratones de control (p <0,05).

ocasiones. El tratamiento comenzd al
registrarse un volumen tumoral de 20

mm?3. Gpo. GK-1 n=16,Ctrl n=12 [25].

Como se observa en la figura 5 A, la sobrevida se incrementd un 42.58% en el grupo

tratado con GK-1 con respecto al grupo control, incrementando el tiempo de sobrevida
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promedio en 9.05 dias. Asi mismo la tasa de crecimiento tumoral se redujo de forma
estadisticamente significativamente durante los dias 3 a 12 post-tratamiento con GK-1,
en comparacion con el control que solo recibié solucion salina isotdnica (SSI), (Figura

4B) [25].

Aunado a esto se analizaron imagenes de cortes histoldgicos de tumores tefiidos con
hematoxilina-eosina y fontana-mason; para determinar los porcentajes de areas
necréticas. Reportandose un incremento estadisticamente significativo en la necrosis
tumoral en los ratones tratados con el péptido GK-1 (Figura 6). Este fue el primer
estudio que demostré el potencial terapéutico del péptido GK-1 en un modelo tumoral

y su posible uso como agente adyuvante en el tratamiento de cancer [25].

g 100 —— Control
= L1
o == GK-1(0.1pg/ul)
% 757 —— GK-1(0.5pg/ul) il
—— GK-1 (LOug/ul) ) K. ,
3 s0d Control GE-1 (10 pg)
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nb- 0 | I
1 1 1 5I0 1

10 20 30 40
Dias post-tratamiento
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GK-1 (50 pg) GR-1 (100 py

Figura 7 Efecto del tratamiento con el péptido GK-1 en la sobrevida y metastasis pulmonar en modelo
murino de cancer de mama 4T1. Tomado de Torres-Garcia et al. 2017. (lzquierda) Curvas de
sobrevivencia Kaplan-Meyer en modelo murino 4T1 tratado con monoterapia con GK-1 a diferentes dosis.

(Derecha) Reduccidn en la presencia de nddulos macrometéstasicos en pulmén de ratones tratados con GK-1
a diferentes dosis de tratamiento.
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Recientemente en nuestro grupo de investigacién se demostré que el tratamiento con
GK-1 en un modelo 4T1 de cancer de mama murino (BALB/c), sin reseccion de tumor,
reduce el crecimiento tumoral, la carga metastdasica e incrementa significativamente la
sobrevida de los ratones [26]. En este trabajo, ratones BALB/c fueron implantados con
1x103 células 4T1 cerca de la 4ta. glandula mamaria, al desarrollarse tumores
palpables se les administro un tratamiento semanal a diferentes dosis del péptido GK-1
(10, 50 y 100 pg totales) o 100 ul de SSI. Se observd que el tratamiento con GK-1
mejord la progresién del CM de una forma dosis dependiente, observandose un
incremento en sobrevida del 23.8% en la dosis de 50 ug comparado con el control con
SSI, Figura 7 [26].

Adicionalmente se reportdé una reduccién en la tasa de crecimiento tumoral y una
reduccién estadisticamente significativa en el tamafio del volumen tumoral final. De
forma interesante se observé una menor presencia de macrometdastasis en pulmon
(Figura 7), siendo la dosis de 100 pg la mas efectiva, al solo observarse
macrometastasis en el 28.57% de los casos comparado con el grupo control que

presentd invasion metastasica en el 100% de los casos (Tabla 1) [26].

> GK-1
Control p value
10 ug 50 ug 100 ug
X . <. __<0.0001"
Prnnar'\'n"nnr volume(mm?) 71744+ 90.15 451.01 £ 62.74 31346+ 71.11 297.73 £ 59.56 0.01 s
Primary tumor weight (g) 1.79 + 0.38 093+0.12 0.93 + 0.31 0.83+0.16 0.014
Pulmonary metastaticnodules  90.50 45,16 5.33+2.78 1.00£0.77 5.67 = 5.67 0.006
Mice with /without lung 70 an an 2/5 0.02%

macrometastasis

Tabla 1 Efectos de la inmunoterapia con GK-1 en volumen tumoral, peso de tumor y ndédulos
metastasico en pulmdn. Tomado de Torres-Garcia et al. 2017. El tratamiento con el péptido GK-1
mostro una reduccidn significativa en el volumen del tumor primario, una reduccion en el peso tumoral
y una disminucion significativa en el nimero de macrometastasis en pulmén (Modelo tumoral 4T1).
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La reduccién de la presencia de metdastasis pulmonar se correlacioné con disminucidn
de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas como como b-FGF, CCL-3 (MIP-1a),
GM-CSF, CCL-2 (MCP-1), TNF-a, y CXCL-9. Se observd, ademads, un incremento
estadisticamente significativo en la necrosis tumoral en las capas superficiales del
tumor primario, relaciondndose con un aumento significativo de IL-12 en el tumor
primario. Asi mismo se incrementd la concentracion de IL-6 en pulmones. Si bien el
mecanismo de accién del péptido GK-1 aun no se conoce, basado en los datos
publicados se propone que GK-1 podria afectar la progresion tumoral al modificar el
microambiente tumoral [26].

De acuerdo con los estudios anteriormente mencionados, se evidencia la efectividad
gue posee el péptido GK-1 contra el CM invasivo en un modelo murino inducido por
4T1, dado que es capaz de modular positivamente la respuesta inmune y posiblemente
modificar el microambiente tumoral. Ante la relevancia de estos descubrimientos, es
imperante continuar explorando estrategias que arrojen mayor informacion preclinica;
necesaria para disefiar futuros ensayos que evallen el potencial de GK-1 como agente

terapéutico en la inmunoterapia contra patologias tumorales.

2.2 Modelo 4T1

2.2.1 Caracteristicas del modelo

El estudio de cancer con metastasis espontanea, en ocasiones se ve obstruido por la
escasez de modelos con este comportamiento y la capacidad de poseer paralelismo con
la enfermedad humana. La linea celular 4T1 permite la induccién de un modelo de
adenocarcinoma mamario triple negativo (ER-/PR-/HER2-). Esta linea es de haplotipo
H-29, por lo que su implantacion en ratones BALB/c induce un cancer de mama

altamente tumorigénico, que genera metastasis espontanea a 6rganos distantes como
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pulmones, cerebro, hueso e higado (similar a como ocurre en la patologia humana).
Esta linea fue aislada de un tumor mamario espontaneo en ratén BALB/BfCH3, ademas
posee varias caracteristicas que lo hacen ser un modelo adecuado para el estudio de
CM cémo: ser facilmente trasplantable al sitio anatdémico correcto, facil manipulacién in
vitro e in vivo, posee resistencia al quimioterapéutico 6-tioguanina por accién de la
enzima tiopurinmetiltranferasa, lo que permite la deteccion de células en estado
metastdsico en dérganos distantes. Ademas, el tumor primario generado puede ser

removido quirdrgicamente de modo comparable a la situacion clinica en humanos[27].

2.2.2 4T1 como modelo metastasico

El modelo 4T1 es preferido por su patréon de metastasis analogo con el CM en
humanos, se sabe que en los ratones BALB/c a los que se les ha administrado 7x103
células 4T1, la metastasis se extiende de manera similar a como sucede en el CM en
estadio IV, donde existe una prevalencia de 24-77% de expandirse hacia el pulmén vy
22-62% de invadir el higado. Una manifestacién clinica caracteristica de este modelo
es la presencia de esplenomegalia, la cual se relaciona negativamente con la
sobrevida. Mediante el modelo 4T1 un ratéon BALB/c puede desarrollar tumores
palpables en las glandulas mamarias de 2-3 semanas, con el consecuente desarrollo de
metdstasis ya sea en etapa temprana o avanzada que va progresando con el
transcurso del tiempo, por ello es posible probar diversas inmunoterapias en cualquiera

de estas etapas [27].
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2.2.3 En el modelo de CM inducido por la linea 4T1 se produce reaccion
leucemoide en asociacion con esplenomegalia y factores de crecimiento
derivados de tumor.

El modelo 4T1 se caracteriza por la induccién de una severa reaccién leucemoide con
leucocitosis compuesta principalmente por granulocitos inmaduros y esplenomegalia
[28]. Esta desregulaciéon en la hematopoyesis es causada por la produccién tumoral del
factor estimulante de colonias de granulocitos [29]. Trabajos previos han descrito que
los ratones implantados con la linea 4T1 presentan altos niveles de G-CSF en
circulacién sanguinea (tabla 2) acompanado de una leucocitosis, que progresa junto

con el crecimiento tumoral, figura 9 A [28].

pg/mL (fold increase over control)

G-CSF GM-CSF
Normal 150+ 164 <I.8
Day 8 188+124 (1.25) <1.8
Day 15 425+186 (2.83) <1.8
Day 29 591+418 (3.94) <1.8

All results are the mean=SD (n=4 mice per group).
Tabla 2 Inmunoensayo para factores estimulantes de colonias en suero sanguineo de ratones
implantados con tumores 4T1. Tomado de duPre et al. 2006.
El suero de ratones con tumor 4T1 presenta un incremento gradual de G-CSF el cual se correlaciona con

el incremento del volumen tumoral. Células 4T1 y el tumor primario sobreproducen y secretan este
factor soluble. GM-CSF no se vio alterado.

Esta poblacidon anormal de granulocitos en diferentes estadios de maduracién presenta
un fenotipo CD11b*Gr-1*, correspondiente a MDSC, que incrementa su proporcion en
circulacion sanguinea hasta comprender cerca del 80% de leucocitos totales (células
CD-45%) a los 29 dias post-implantacién, figura 8 A, B. Cabe destacar que esta
reaccién leucemoide no se acompana de linfopenia, el nimero de linfocitos no decrece
en sangre periférica a lo largo del modelo 4T1, a pesar de que su porcentaje si. figura

9 B [28].
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Figura 8 Incremento significativo de poblaciones MDSC (CD11b*Gr-1%) en sangre periférica.
Modificado de duPre et al. 2006.
A) Citometria de flujo de sangre periferia de ratones con tumores 4T1 muestran un incremento progresivo de
células (CD-45" CD11b* Gr-1*) correspondientes a MDSC. B) Extendidos de sangre periférica (izquierda)
ratdn WT sin tumor, (Derecha) ratén implantado con células 4T1. Incremento de células con morfologia de
granulocitos (neutrofilos), cabe destacar que es imposible diferenciar neutréfilos maduros de los neutrofilos
inmaduros CD11b*Gr-1" (MDSC) a simple vista al microscopio, vista 100x.
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Figura 9 La reaccion leucemoide en el
modelo 4T1 se relaciona con el aumento del
volumen tumoral y una granulocitosis sin
linfopenia en sangre periférica. Modificado
de duPre et al. 2006.

A) Incremento de granulocitos en circulacién
sanguinea (reaccién leucemoide) progresa
conforme el volumen tumoral aumenta. B)
Incremento  de granulocitos  inmaduros
(CD11b*Gr-1*) 'y caida de linfocitos
(CD3*/CD19*) como porcentaje de leucocitos
totales (CD-45%) en sangre periférica, cinética
porcentual a 29 dias post-implantacién. C)
NUmeros totales de leucocitos, granulocitos y
linfocitos en sangre periférica, si bien el
porcentaje de linfocitos baja sus numeros
totales no decrecen durante el modelo
tumoral. El incremento de leucocitos
circulantes se incrementa hasta en 20 veces
los niveles normales.
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Los leucocitos totales pasan de comprender alrededor de 5 x103/uL a niveles cercanos
a 100 x103/uL a 29 dias post-implantacion, figura 9 C [28].

La progresiva esplenomegalia que acompafia el modelo 4T1 se caracteriza por una
acumulacion de granulocitos CD11b*Gr-1* (MDSC), con una significante expansién de
pulpa roja y reduccion de pulpa blanca, figuras 10 B, D. Aun se desconoce si la
esplenomegalia es el resultado de la acumulacién del exceso de granulocitos
procedentes de circulacibn sanguinea (reaccién leucemoide), producida por
hematopoyesis extramedular como resultado de la desregulacién en la mielopoyesis
derivada del G-CSF tumoral o producto de ambos fendmenos [28].

Cabe sefialar que en la especie Mus musculus el bazo es un sitio activo de
hematopoyesis extramedular que persiste a lo largo de la vida del ratén y comprende
hasta el 30% de la hematopoyesis. Este nivel de hematopoyesis extramedular es
caracteristico en roedores [30]. Mediante analisis histoldgicos, se ha reportado un
severo incremento en la hematopoyesis extramedular en bazos de ratones portadores
de tumores 4T1 a los dias 27 post-implantacion. Revelandose se aprecia un marcado
incremento la presencia de megacarioblastos y células precursoras de linaje mieloide
[31]. Este incremento de la hematopoyesis también se aprecia en gran medida en
medula ésea donde se identifica una exacerbada mielopoyesis y una acumulacién de
células mieloides en varios estados de diferenciacion[31].

El incremento en el peso de bazo se correlaciona directamente con un aumento en el
porcentaje de granulocitos, células que se van incrementando progresivamente desde
comprender menos de 15% en bazos de ratones WT, hasta cerca de 80% del total de
linfocitos (células CD-45%), en ratones con tumor 4T1 a 29 dias post-implantacion.
Estudios con citometria de flujo demuestran que estas poblaciones de linfocitos CD-

45*, corresponden a un incremento en células CD11b*Gr-1* (MDSC) [28].
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Figura 10 La esplenomegalia asociada a neoplasia en modelo 4T1. El incremento del peso de bazo se
correlaciona al volumen tumoral y a la acumulaciéon de granulocitos inmaduros (CD11b*Gr-1%).
Modificado de duPre et al. 2006.

A) El incremento en el peso del bazo se correlaciona directamente al incremento porcentual de granulocitos
del total de leucocitos (CD-45%) dentro del mismo. B) Células granulociticas CD11b*Gr-1* (MDSC) se
incrementan gradualmente dentro del bazo conforme progresa el modelo tumoral 4T1. C) Comparativa de
tamafio de bazo normal y bazo de un ratdn con tumor 4T1 a 29 dias post-implantaciéon. D) Corte histoldgico
de bazo normal (izquierda) bazo patoldgico a dia 29 (derecha): se aprecia una reduccién significativa de la
pulpa blanca y un incremento de pulpa roja.

2.2.4 Células granulociticas CD11b*Gr-1* (MDSC) infiltran pulmones desde
circulacién sanguinea formando parte importante del microambiente
metastasico

Se ha demostrado que células granulociticas inmaduras CD11b*Gr-1* (MDSC) infiltran
el tejido pulmonar incrementdndose gradualmente hasta componer el entorno del
tejido hasta un 80% de células CD-45% en pulmones metastasicos a 29 dias post-
implantacién. En el caso de la poblacion linfocitaria esta compone el 50% de leucocitos
en pulmones de ratones WT mientras que en pulmones con metastasis 4T1 caen a

menos del 15% [29].
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Figura 11 Granulocitos inmaduros infiltran pulmones en ratones con tumor 4T1. Modificado de duPre et
al. 2006.

A) Cortes de pulmon tefiidos con H&E, muestran pulmén normal y pulmén con metastasis 4T1 29 dias post-
implantacion. Se aprecia un gran infiltrado granulocitico rodeando un foco metastésico, vista 40x. Se acompafia
de un dotplot bivariado de pulmones digeridos enziméaticamente, dentro del circulo rojo se muestra el incremento
de células CD-45* CD-11b* Gr-1*, fenotipo asociado a MDSC. B) Porcentaje de linfocitos presentes en pulmén a
diferentes tiempos tras implantacion de células 4T1. Barras representan; granulocitos CD-11b* Gr-1* (MDSC) y
linfocitos (linfocitos T CD-3* y linfocitos B CD-19*). Pulmones son infiltrados por un gran nimero de
granulocitos inmaduros.

2.2.5 Tumor primario. La linea 4T1 induce un nicho linfovascular
premetastasico en ganglio drenante

El tumor 4T1 induce la formacion de un nicho premetastasico generado por factores
linfangiogenicos, (VEGF, COX-2, heparin binding factor), que drenan del tumor
primario. Estos factores solubles generan una hiperplasia de células endoteliales
linfaticas (LECs por sus siglas del inglés), tejido vascular, fibroblastos reticulares vy
leucocitos, figura 12. Conforme se incrementa el volumen tumoral el peso del ganglio
drenante aumenta. Ademas, se ha demostrado que ocasionan la sobreexpresion de
integrina allb que en el LECs media la unién a fibrinégeno lo que se correlaciona con
incremento en metdstasis a ganglio drenante. Las células tumorales viajan desde

tumor generalmente adheridas a fibrindgeno, leucocitos, plaquetas y MSCD [17][32].
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Figura 12 Factores solubles secretados por tumor primario 4T1 induce la formacién de un nicho
premetastasico en ganglio drenante. Modificado de Commenford et al. 2018.

A) El incremento de volumen tumoral se acompafia de un aumento en peso del ganglio linfatico drenante.
Marcadores de proliferacion Ki67 indican que la hiperplasia de LECs se concentra en el seno subcapsular y en
seno medular. B) Remodelacion del ganglio drenante, se evidencia una remodelacién masiva de la red
linfatica y un agrandamiento en volumen. C) Microscopia del seno medular que evidencia los cambios
morfoldgicos ocasionados por el modelo 4T1. D) Diferencias significativas entre la cantidad de LECs en
ganglio naive y ganglio drenante.

3 Justificacion

Considerando el potencial terapéutico del péptido GK-1 en cancer de mama, y los
cambios hematopoyéticos observados durante el desarrollo del CM, el presente
proyecto propone evaluar el efecto terapéutico de GK-1 sobre la progresion y
composicion de la reaccién leucemoide asociada a la neoplasia y al nimero de focos

metastasicos en pulmon en el modelo 4T1 de cancer de mama murino (BALB/c).

34



NVESTIGACIONES

INSTITUTO DE IN
s

I BIOMEDICAS e W

4 Hipotesis
El tratamiento con el péptido GK-1 en un modelo murino 4T1 de cancer de mama,

modificara la progresion de la metastasis en pulmén y en el ganglio drenante, asi como

la reaccién leucemoide y la esplenomegalia respecto a los ratones no tratados.

5 Objetivo general

Caracterizar los efectos de la inmunoterapia con el péptido GK-1 en un modelo 4T1 de
cancer de mama murino, sobre la progresion de la reaccidn leucemoide, la
esplenomegalia y el nimero de focos metastasicos y su progresion en pulmén y

ganglio drenante.
5.1 Objetivos particulares

v" Inducir un modelo tumoral de cancer de mama murino empleando células 4T1
en la cepa singénica BALB/c.

v Determinar si existe diferencia relevante en la tasa de crecimiento tumoral y
esplenomegalia administrando GK-1 intravenoso y subcutaneo.

v' Evaluar mediante observacién histoldgica en ciego (H&E) el efecto de la
inmunoterapia con GK-1 sobre el nimero de focos metastasicos y su progresion
en tejido pulmonar y ganglios linfaticos drenantes de los ratones tratados vs
control.

v Evaluar el efecto de GK-1 sobre la progresién de la reaccién leucemoide en
sangre periférica mediante conteo automatizado de leucocitos totales.

v Determinar si hay cambios en el conteo diferencial de leucocitos en extendidos

de sangre periférica.
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6 Metodologia

6.1 Ratones de experimentacion

Ratones BALB/c de 4 a 6 semanas de edad, fueron mantenidos dentro de un bioterio
con ambiente controlado tipo barrera. En ciclos de 12 horas de luz y oscuridad, bajo
condiciones libres de patégenos. Criados de acuerdo a las reglamentaciones de la
Unidad de Modelos Bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM vy
a las recomendaciones de mantenimiento de la guia de la Comisién Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL). Los animales fueron
mantenidos en cajas de polisulfonato ventiladas provistas de alimento y agua estériles
ad livitum. Con un maximo de 5 animales por caja. Tanto la manipulacion de los
animales de experimentacion como los procedimientos experimentales fueron
realizados bajo los lineamientos recomendados por la NOM-062-Z00-1999. El proyecto

cuenta con el nUmero de aprobacién ID 152, avalado por el CICUAL del IIBO.
6.2 Linea celular 4T1

La linea celular 4T1 fue obtenida de la ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA), fue crecida a 37°C, 5% CO2 y 95% de humedad relativa, en medio
DMEM (Gibco, Grand Island, NY) suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1%
de estreptomicina-penicilina (Gibco, Grand Island, NY). Las células fueron cosechadas
mediante tripsinizacion (0.25%, 0.53 mM EDTA) y lavadas con buffer amortiguador de
fosfatos. Antes de la implantacion subcutanea las células fueron cuantificadas en

camara de newbawer para ajustar la cantidad a 1000 células/100 pl.
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6.3 GK-1

El péptido GK-1 (G-Y-Y-Y-P-S-D-P-N-T-F-Y-A-P-P-Y-S-A) empleado, fue sintetizado por
USV, LTD, Mumbai, Maharashtra. India (lote RD0001) El péptido cuenta con una
pureza del 95% determinada por analisis con HPLC en fase revesa en una columna C18
sunfire (4.6 x 150 mm, 5 pm; Waters Corp., Milford, MA) [24] [33]. Se prepard una
solucidn stock disolviendo el péptido GK-1 en solucién salina isoténica (0.9%) a una
concentracion de 1 mg/mL, esta solucidn stock se dividié en alicuotas mantenidas a

-20° C.

6.4 Induccion de modelo de cancer de mama murino 4T1 en la cepa

BALB/c y determinacion de volumen tumoral.

Ratones BALB/c de 4 a 6 semanas de edad fueron implantados con células tumorales
4T1 (1000 células/ 100ul/raton), via subcutanea, cerca de la 4ta. glandula mamaria
derecha. Este protocolo de inducciéon del modelo ha sido aprobado por la Comision
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales del Laboratorio (CICUAL) del IIBO y
cuenta con el nUmero de aprobacion ID 152.

Los animales fueron monitoreados hasta desarrollar tumores palpables (11-14 dias
post-implantacién), tras esto, se seleccionaron aleatoriamente en los grupos de
estudio. El tratamiento inicié al detectarse crecimiento tumoral por palpacién, en un
régimen de una dosis semanal de GK-1 (100ug) via intravenosa (IV) o subcutanea
(Sc) (para algunos experimentos) y 100ul de solucién salina isotonica (S.S.I) por via

IV o Sc para los grupos control durante 4 semanas post deteccion de tumor palpable.
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El tumor primario fue medido cada 3er. dia con ayuda de un vernier digital, para
determinar el volumen tumoral se empleé la siguiente formula.

TLW?
6

Volumen (mm?3) =

L= largo del tumor

W= ancho del tumor

Implantacién
1000 células 4T1||{Tumor palpable|

“ GK-1 (100 'g) |Sl post—tratamientol |52 post-tratamientol ISS post—tratamientol

% . |GK-1 (100 'g)l |GK-1 (100 'g)l IGK'l (100 'g)l |S4 post-tratamiento
Sacrificio
l i — — — —

L] L] L] L]
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 4
Dias post-implantacion de celulas 4T1

Figura 13 Cronologia experimental en dias post-implantacion de células 4T1. La induccién del modelo
tumoral 4T1 empleado por nuestro grupo de investigacion comprende la implantacion de 1000 células 4T1 (el
dia de implantacion corresponde al dia 0), el desarrollo del tumor inidentificable mediante palpacion se estima
entre los dias 10 — 13 post-implantacion. La administracion del tratamiento (GK-1 o SSI) se realizd de forma
semanal a partir de la deteccion de tumor palpable.

Los ratones fueron humanamente sacrificados cuando la patologia deplord gravemente
su estado de salud o a la 4ta semana post-tratamiento, es decir, 28 dias después de la

deteccion de tumor palpable. El sacrificio se realizd mediante dislocacién cervical, los

animales fueron previamente anestesiados con sevofluorano inhalado.

En base al modelo realizado previamente dentro del grupo de trabajo por Torres-
Garcia, et al. 2017, se ha definido una poblacién de estudio para el analisis de la

presencia de células con un fenotipo tumoral en los tejidos, de n=8 por grupo;
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dividiéndose a lo largo de 2 experimentos independientes. Los grupos de estudio
fueron los siguientes: grupo control (SSI) y grupo de tratamiento (GK-1). Para los
estudios de progresiéon de reaccién leucemoide se realizaron experimentos con 5
ratones por grupo. Evaluando adicionalmente, segun las conveniencias experimentales
del grupo de trabajo, dos vias de administracion de tratamiento intravenosa y

subcutdnea. Los grupos evaluados fueron los siguientes:

Intravenoso (1V) Subcutaneo (Sc) Naive
ssl GK-1 ssl GK-1 (Sin tumor)
Tabla 3 Nomenclatura que ilustra los grupos de estudio.

6.5 Evaluacion de metastasis en organos distantes

6.5.1 Preservacion de tejidos y tincion histoldgica

Para evaluar presencia de células con un fenotipo tumoral en los tejidos; los ratones
sacrificados fueron diseccionados para extraer érganos y tejidos con potencial de ser
invadidos por las células tumorales (pulmones, cerebro, higado, ganglios, bazo) asi
como el tumor primario). Bazo y tumor primario fueron pesados para evaluar
esplenomegalia y peso final de tumor. Los pulmones fueron perfundidos y mantenidos
en solucion zamboni como medio contrastante para facilitar la evaluacién
macroscopica. El resto de los tejidos fue mantenido en formaldehido amortiguado al

10%.

Posteriormente los tejidos fueron deshidratados secuencialmente y embebidos en
parafina. Se obtuvieron cortes histoldgicos de 4 pm con micrétomo y fueron tefiidos
con hematoxilina/eosina, para realizar analisis histoldgico busca de células invasoras

en pulmon, ganglio drenante y cerebro.
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6.5.2 Analisis histologico

El andlisis histoldgico se realizdé en asistencia con el departamento de patologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia UNAM. Las muestras se analizaron y
fotografiaron con un microscopio 6ptico Nikon DS-Ril (IIBO) y Zeiss Axiocam 506 color
(FMVZ). En busca de indicativos de invasion metastasica como lo son: células
anormales, multinucleadas, polimdrficas, distribucidén irregular, imagenes mitoticas,

pleomorfismo nuclear (variacién en tamafio y forma del nucleo).

En el caso del pulmdén se realizd recuento de focos metastdsicos en un corte
representativo, en el plano transversal, conteniendo los 5 lébulos pulmonares. El
recuento fue realizado en ciego y por duplicado, distinguiendo entre focos metastasicos

pleurales y parenquimatosos.

6.6 Progresion de reaccion leucemoide en sangre periférica

Se recuperaron muestras hematoldogicas mediante puncion de la vena facial
submandibular, con aguja estéril 21 G. Se colectaron 100 PL de sangre en tubo

ependorff previamente con EDTA como anticoagulante. La flebotomia se realizd los

dias 7, 21 y 28 post deteccién de tumor palpable.
Las muestras fueron procesadas en la unidad de hematologia de la FMVZ UNAM. Se

realizd un conteo automatizado para determinar el nimero total de leucocitos. Para

obtener el diferencial celular se realizaron extendidos de sangre periférica, fijados con
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metanol y tefidos con colorante de Wrigth. Se realizd6 el recuento diferencial de

linfocitos en microscopio 6ptico, conteo a 400 células, en ciego.

6.7 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos y graficos se realizaron con el software Graph Pad Prism®
version 8.0.0.

Se realizd Shapiro-Wilk test para determinar la normalidad de los datos. Con base en
los resultados de normalidad se procedié a realizar el andlisis con pruebas
paramétricas o no paramétricas. Como prueba paramétrica se empled T-test no
pareado con correccion de Welch para tomar en consideracion desigualdad de
varianzas. Como prueba no paramétrica se utilizé6 Mann-Whitney test. Se considerd

gue existia una significancia estadistica a partir de P < 0.05.

7 Resultados

Durante el presente trabajo de investigacion se obtuvieron los siguientes resultados:

7.1 EIl tratamiento con GK-1 disminuye la tasa de crecimiento tumoral

de forma significativa

Con anterioridad el grupo de trabajo reportd una reduccion en la tasa de crecimiento
tumoral de forma dosis dependiente administrando GK-1 intravenoso [26]. Como se
observa en la figura 14, los resultados obtenidos son consistentes con lo previamente
reportado. Se midieron tumores primarios de los ratones de estudio cada 3 dias, se
determind el volumen tumoral con la ecuacion descrita anteriormente y se tabularon
los datos. Para obtener la variacién en el tiempo del incremento de volumen tumoral

se obtuvo la regresién lineal de los datos.
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Figura 14 Tasa de crecimiento tumoral, tratamiento GK-1 (100 pg) vias intravenosas (1V) y subcuténea
(SC). El tratamiento con GK-1, tanto via intravenosa como subcutanea, reduce de forma significativa la tasa
de crecimiento tumoral comparado con el grupo control que recibié solucion salina isotonica. No existe
diferencia significativa en la tasa de crecimiento tumoral comparando GK-1 intravenoso contra subcutaneo.

Este caso se evalué adicionalmente dos vias de administracién intravenosa (IV) y
subcutanea (SC). Se observa que ambos grupos de ratones tratados con 100ug de GK-
1 tuvieron una menor tasa de crecimiento tumoral comparados con el grupo control
que recibio solucion salina (SSI). Se encontrd diferencia estadisticamente significativa
al comparar la pendiente de los grupos tratados contra el grupo control; GK-1 IV vs
SSI, p < 0.0001 y GK-1 SC vs SSI, p < 0.0001. Destacando que no se encontrd

diferencia significativa al comparar la tasa de crecimiento tumoral de los grupos de

tratamiento, GK-1 IV vs GK-1 SC, p = 0.124.

7.2 GK-1 reduce el peso del tumor primario y la severidad de la

esplenomegalia asociada a cancer al dia 28 de tratamiento.

Los tumores primarios y bazo fueron diseccionados y pesados al momento del sacrificio
(dia 28 de tratamiento). El tratamiento con GK-1 (100ug) dio como resultado tumores
primarios de menor peso, comparado con los tumores de ratones que recibieron

solucién salina; GK-1 IV (1.019+0.214gr), GK-1 SC (0.919+0.358gr), SSI
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(1.345+0.273gr). En el caso de los ratones tratados con GK-1 se observd diferencia
estadisticamente significativa en ambas vias de administracion comparadas con el
grupo control, figura 15. Para determinar esto se realizd un T-test no pareado con
correccion de Welch obteniéndose la siguiente informacién; GK-1 IV vs SSI, p < 0.041
y GK-1 SC vs SSI, p < 0.045. Resaltando que no se encontrd diferencia significativa al
comparar las dos vias de administracion empleadas en los grupos de tratamiento; GK-

11V vs GK-1 SC, p = 0.556.
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Figura 15 Peso tumor primario al dia de sacrificio.

El tratamiento con GK-1 reduce de forma significativa el peso total del tumor
primario al dia 28 de tratamiento. Se realiz6 t test con correccion Welch (P < 0.05),
barras representan E.E.

El modelo de céncer de mama 4T1 se caracteriza por generar una severa
esplenomegalia, el incremento en tamafio y peso de bazo se asocia a un peor
pronostico. Se determind el peso del bazo al dia del sacrificio como indicador de la
esplenomegalia. Para incrementar la precision del analisis se siguieron las pautas
sugeridas por Xuefeng, et al. (2016), normalizando el peso absoluto del bazo con el

peso del individuo, esto para tomar en cuenta que un ratéon de mayor peso y tamafio
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tendra un bazo inicial de mayor masa inicial. Por lo que el andlisis final sugerido

deberia expresarse en peso de bazo relativo al peso total del individuo [31].

Peso absoluto de bazo Peso de ratén Peso de baro relative a peso total de ratén
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Figura 16 Reduccién de esplenomegalia con tratamiento GK-1. Péptido GK-1 reduce el peso de bazo al
dia del sacrificio (dia 28 de tratamiento). Se ajustd peso de bazo relativo al peso total del raton
correspondiente de estudio. Se realiz6 t test con correccion Welch (P < 0.05), barras representan E.E

Como se muestra en la figura 16, ambos grupos tratados con GK-1 presentaron
menores promedios de peso de bazo; GK-1 IV (0.566%+0.197 gr), GK-1 SC
(0.500+0.155gr), SSI (0.789+0.179 gr). Encontrandose diferencia significativa al
comprar ar el grupo GK-1 SC con el grupo control p < 0.01 y una tendencia de
p=0.0563 al comparar el grupo GK-1 IV contra el control. El peso normal de bazo de

un ratén WT se ubica en torno a 0.1 gr.

Para normalizar el peso de bazo respecto al peso del ratén, estos fueron pesados
previo al sacrificio. Se obtuvieron los siguientes promedios; GK-1 IV (19.07+0.799 gr),
GK-1 SC (18.63%1.106gr), SSI (18.76+1.375 gr). No se encontré diferencia

estadisticamente significativa al comparar los grupos experimentales de estudio.

Tras ajustar el peso de bazo relativo al peso total del ratén se vuelve mas evidente el

efecto en la reduccién de la esplenomegalia en los grupos de tratamiento con GK-1. Se
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obtuvieron los siguientes datos; GK-1 IV (29.8£10.19 mg/gr), GK-1 SC
(27.31£10.05mg/gr), SSI (41.7£6.912mg/gr). Se encontro diferencia
estadisticamente significativa al comparar los grupos de tratamiento contra el grupo
control; GK-1 IV vs SSI, p < 0.035 y GK-1 SC vs SSI, p < 0.014. No se encontrd
diferencia significativa al comparar las vias de admiraciéon del tratamiento con GK-1;
GK-1 IV vs GK-1 SC, p = 0.678. Es importante recalcar que el tratamiento con GK-1
no evita la presencia de esplenomegalia asociada a cancer tan caracteristica de este

modelo, pero si reduce su progresion.

7.3 El tratamiento con GK-1 reduce el nuimero de focos metastasicos

en pleura y parénquima pulmonar, asi como su progresion.

Previamente nuestro grupo de investigacion reporté la reduccion de la
macrometastasis en la superficie pulmonar asociada al tratamiento con GK-1
administrado de forma intravenosa. Esto evaluando de forma macroscépica pulmones
con tratamiento a distintas dosis de GK-1 y controles con solucién salina[26]. Con base
en el antecedente anterior, en el presente trabajo de investigacion se decidié evaluar
microscopicamente el numero focos enriquecidos con células con una apariencia
tumoral (micrometdastasis) en cortes representativos de pulmoén. Los pulmones fueron
recuperados tras la necropsia y perfundidos con solucion Zamboni al 10%. Se

realizaron cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina y eosina.

Se realizé el conteo de los focos metastasicos, distinguiendo entre metastasis pleural y
parenquimatosa al dia 28 de tratamiento, se realizd recuento de focos metastasicos en
un corte representativo, el corte fue realizado en la misma regién anatémica del

pulmén en el plano transversal, de forma que en el corte obtenido tuviera una porcion
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de tejido similar de los 5 lébulos pulmonares de ratén. El recuento fue realizado en
ciego y por duplicado, distinguiendo entre focos metastdsicos pleurales vy
parenquimatosos. Se tomaron microfotografias de la progresién metastasica a los dias

21 y 28 de tratamiento. Tal como se indica en las secciones 6.5.1 y 6.5.2.

Focos metastasicos
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Figura 17 Recuento de focos metastasicos en pulmones (focos metastasicos totales,
intraparenquimatosos y pleurales). El tratamiento con GK-1 intravenoso reduce significativamente el
nimero de focos metastasicos en pleura y parénquima pulmonar al dia 28 de tratamiento. Se realizo el
recuento de focos metastdsicos en un corte representativo, en el plano transversal, conteniendo tejido de los 5
I16bulos pulmonares. El recuento fue realizado en ciego y por duplicado. Se realizd t test con correccién Welch
(P < 0.05), barras representan E.E.

El tratamiento intravenoso con GK-1 (100ug) redujo de forma significativa el nimero

de focos metastasicos presentes en los cortes histoldgicos analizados, en comparacion
con el grupo control, tal como se muestra en la figura 17. El recuento total de focos
metastasicos (la suma de focos en parénquima y pleura pulmonar) arrojé los
siguientes promedios. Para el grupo de tratamiento GK-1 (13.5+£2.88) y en el caso del
grupo control SSI (48%+10.42). Se realizd6 una prueba t (Mann-Whitney test)
encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio;

GK-1 vs SSI, p < 0.0285.
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El ndmero de focos metastasicos en parénquima pulmonar fue significativamente
menor con el tratamiento con GK-1. Para el grupo GK-1 (7.25+£2.06) y en el caso del
grupo control SSI (25.5+6.24). Se realizé una prueba t (Welch test) para determinar
significancia estadistica GK-1 vs SSI, p < 0.0067. En el caso de los focos metastasicos
presentes en pleura pulmonar, se volvié a observar una disminucion significativa en el
grupo GK-1 comparado con el control. GK-1 (4.25%+2.6), control SSI (22+7.16), GK-1

vs SSI, p < 0.0109.

En las figuras 18,19,23 y 24, se observa la progresion metastasica en parénquima vy
pleura pulmonar a los dias 21 y 28 de tratamiento, respectivamente. Al dia 21 se
observa la presencia de pequefios focos micrometastasicos que van invadiendo el
espacio alveolar y progresando en metastasis de tamafio considerable al dia 28,
observandose diferencias importantes en la progresion metastasica entre los pulmones

de ratones que recibieron GK-1 y el grupo control (SSI).

Cabe destacar la presencia de abundantes granulocitos (en diferentes etapas de
maduracion) infiltrantes en el tejido pulmonar. Los pulmones al dia 21 presentan focos
metastasicos de tamafio reducido y el estado patoldgico general es similar en ambos
grupos de tratamiento. En este punto del modelo de estudio, los focos metastasicos
apreciables en parénquima comprendian pequefios cUmulos de células tumorales

infiltrando desde tejido vascular, Figura 20 (A, B).
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Figura 18 Metastasis en parénquima pulmonar al dia 21 post tratamiento. Pulmon, raton. H&E. Al dia
21 de tratamiento se aprecian focos metastasicos (*) los cuales presentan tamafio reducido que progresan desde tejido
vascular (SSI - GK-1, 40x). Estos focos apreciables en parénquima pulmonar comprenden pequefios cimulos de células
tumorales y el estado patologico es similar en ambos grupos de tratamiento (SSI - GK-1, 100x). Se aprecia abundante

infiltrado granulocitico en los capilares alveolares circundantes al foco metastasico (+) (SSI - GK-1, 400x).
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Figura 19 Metéstasis en parénquima pulmonar al dia 28 post tratamiento. Pulmén, ratéon. H&E. Los
focos metastasicos (*) progresaron abarcando importantes areas del parénquima (+) Corresponde a extensos focos
pleurales) donde se encontraron extensamente diseminados, siendo evidente que dichos focos metastasicos presentan
menor tamafio, severidad y progresion patolégica en el grupo tratado con GK-1 comparado con el control (SSI vs GK-1,
40x). Los focos parenquimatosos progresan desde tejido vascular alterando la forma sacular caracteristica del tejido
alveolar circundante, compresion alveolar, (SSI - GK-1, 100x). Acercamiento a focos metastasicos, se aprecian células
tumorales poliédricas a fusiformes que exhiben cariomegalia, anisocariosis, anisocitosis y ndcleos pleomorfos. i%
aprecian células granulociticas infiltrantes entre las células tumorales (SSI - GK-1, 400x).
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Cabe sefalar que, en odrganos altamente vascularizados como el pulmén, la
diseminacidon hematdgena es la principal via de ingreso de células neoplasicas. Las
células neoplasicas fueron facilmente identificables, presentando marcado
pleomorfismo (variacién de forma y tamano celular), anaplasia, multinucleacién,
anisocitosis (nucleos de tamafio irregular), cariomegalia (aumento del tamafio nuclear
desproporcionado), anisocariosis (variacion en forma y tamafio nuclear entre células) e

imagenes mitoéticas anormales, figura 20 C.
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Figura 20 Células tumorales invadiendo parénquima pulmonar desde tejido vascular.

A) La tanica muscular del vaso sanguineo (+) se observa hipereosinofilia e infiltrada por células neoplésicas
(*). Gran presencia de infiltrado granulocitico. B) La luz del vaso sanguineo se encuentra ocluida por un
émbolo de células neoplésicas (+) e infiltran la tinica media (*). C) Células neoplasicas de un foco
metastasico, se observan poliédricas a fusiformes, con moderada cantidad de citoplasma eosinofilico de
bordes poco definidos y nucleos pleomorfos. Estas células muestran marcado pleomorfismo, cariomegalia,
anisocariosis y anisocitosis. Grupo SSI dia 28, pulmoén, raton. H&E, 600x.

Al dia 28, los pulmones exhibieron nddulos micrometastdsicos que se encontraron
diseminados por todo el pulmén. Los nddulos progresan desde tejido vascular
abarcando areas importantes del parénquima pulmonar, perdiéndose la forma sacular
caracteristica del tejido alveolar y deformando el tejido circundante que se encuentra
alrededor de la periferia metastasica (compresion alveolar), figuras 21 B, C. Se aprecia
gran cantidad de granulocitos tanto en la periferia de los néddulos metastasicos como
dentro de los mismos, figuras 19 SSI 400x y 21 A. Se aprecian claras diferencias en el

tamafio y progresion de los focos metastasicos intraparenquimatosos en los grupos de
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estudio, siendo de forma evidente de menor tamafio y severidad en el grupo de

tratamiento con GK-1, figuras 18 y 19.

tratamiento). A) En la luz del vaso sanguineo (+) se aprecia abundante fibrina adherida al endotelio
vascular entremezclada con leucocitos y células neoplasicas (trombo). Rodeando por completo al vaso
sanguineo hay numerosas células neoplasicas (*) invadiendo tejido pulmonar, 600x. B) Foco de células
neoplasicas intraparenquimatoso (+) que comprime al parénquima pulmonar adyacente y progresa rellenado
el espacio alveolar (*), 200x. C) Foco metastasico (+) progresa hacia parénquima desde un vaso sanguineo
ocluido por un embolo neoplésico (*), x100. Grupo SSI dia 28, pulmoén, ratén. H&E.

En el caso de los focos metastasicos apreciables en la pleura al dia 21 de tratamiento,
estos comprendian pequefios cumulos de células tumorales infiltrando la pleura
pulmonar y de reducida extension, tal como se muestran en las figuras 22 y 24 B.
Estos focos pleurales progresaron notablemente al dia 28, expandiendo la pleura de
forma importante, invadiendo el espacio subpleural y expandiéndose mas alld de los
limites normales de la pleura pulmonar, figura 24 C. El foco metastasico pleural
progresa de forma considerable comprimiendo el parénquima adyacente y rellenado el
espacio alveolar, figuras 23 y 24 C. Los focos metastasicos pleurales presentaron
menor tamano, severidad y progresion patoldégica en el grupo tratado con GK-1
comparado con el control, siendo considerablemente mas extensos en el grupo SSI tal

como se muestra en la figura 23.
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Figura 22 Metastasis en pleura pulmonar al dia 21 post tratamiento. Pulmon, raton. H&E. Al dia 21 de
tratamiento se aprecian focos metastasicos (*) de reducida extension, que progresan desde pleura pulmonar (SSI - GK-1,
40x), pese a observarse focos de mayor extension en el grupo SSI, el estado patoldgico en este punto del modelo se
aprecia similar en ambos grupos de tratamiento (SSI - GK-1, 100x). Estos focos apreciables en pleura pulmonar
comprenden pequefios cumulos de células tumorales (SSI - GK-1, 400x).
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Figura 23 Metéstasis en pleura pulmonar al dia 28 post tratamiento. Pulmdn, ratén. H&E. Los focos
metastasicos pleurales (*) progresan invadiendo tanto el espacio subpleural como expandiéndose mas alla de los limites
originales de la pleura pulmonar, los focos metastasicos presentaron menor tamafio, severidad y progresion patoldgica en
el grupo tratado con GK-1 comparado con el control (SSI vs GK-1, 40x). Los focos comprenden grandes masas de células
tumorales que rellenan el espacio alveolar y comprimen el tejido circundante (SSI - GK-1, 100x). Acercamiento a focos
metastasicos, se aprecias células tumorales poliédricas a fusiformes que exhiben cariomegalia, anisocariosis, anisocitosis
y nucleos pleomorfos. En SSI, 400x, se aprecia una seccion del extenso foco metastasico, en el centro se aprecia una gran
cantidad de células granulociticas infiltrantes (+) rodeadas por células metastasicas 4T1. En GK-1, 400x se aprec'gﬂ
células neopléasicas progresando hacia el espacio subpleural y rellenado el espacio alveolar.
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En los capilares alveolares de los pulmones de ratones tratados tanto con GK-1 como
SSI se observaron numerosas células inmaduras del linaje mieloide infiltrando desde
tejido vascular, se apreciaron rodeando focos metastasicos e incluso se encontraron

infiltrando el tejido metastasico, figuras 24 Ay 23, SSI, vista 400x.

Figura 24 Apariencia del infiltrado linfoide y progresion metastasica en pleura pulmonar (Sin
tratamiento antitumoral) entre los dias 21 — 28, en el grupo de ratones a los que se les administré SSI.
A) En las paredes alveolares se observa abundante infiltrado celular correspondiente a granulocitos en
diferentes estadios de maduracién, 600x. Grupo SSI dia 21. B) Infiltrando la pleura pulmonar se aprecia un
pequefio foco de células neoplasicas y en los capilares alveolares numerosos leucocitos, 600x. Grupo SSI dia
21. C) Expandiendo la pleura pulmonar se aprecia una prominente area hipercelular con células neoplasicas
(foco metastasico), con regiones de células que muestran picnosis y cariolisis (necrosis), 50x. Grupo SSI dia
28, pulmon, raton. H&E.

En aspectos generales se aprecia una mayor afectacion metastasica en el grupo control
comparado con el grupo que recibié tratamiento con GK-1, aprecidandose una mayor
diseminacion metastasica tanto en pleura como en parénquima pulmonar, siendo las

diferencias patologicas mas evidentes al dia 28 post tratamiento.

7.4 Efectos de GK-1 sobre la progresion patolégica del ganglio

linfatico drenante.

Tal como se menciona en la seccion 2.2.5, factores solubles del tumor primario 4T1
ocasionan una remodelacion del tejido linfoide, el cual promueve la proliferacién de

células endoteliales linfaticas (LECs), células reticulares fibroblasticas y vasos
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linfaticos, extendiendo asi la red linfatica y estableciendo un nicho linfovascular que
promueve el establecimiento de metastasis en ganglio [32]. Con este antecedente se

analizaron cortes histolégicos tefiidos con H&E para evaluar si habia diferencias

apreciables con el tratamiento con 100 yL GK-1 intravenoso.
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Figura 25 Progresion patologica en ganglio drenante dia 21 de tratamiento. Ratén. H&E

Al dia 21 de tratamiento se aprecia que ambos tanto en el grupo tratado con SSI asi
como con el tratado con GK-1 1V, exhiben un estado patoldgico similar, observandose
hiperplasia linfovascular principalmente en el seno medular y un remodelamiento del
seno subcapsular, sin encontrarse evidencia de establecimiento de colonias

metastasicas, figura 25.
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Figura 26 Progresion patologlca en ganglio drenante dia 28 de tratamiento, raton. H&E
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Para el dia 28 en caso del grupo control tratado con SSI, se encontré una extensa
invasion metastasica en el 100% de ganglios drenantes analizados, aprecidndose una
compresion de tejido linfoide y sustitucion por tejido metastasico. Siendo facilmente
diferenciable el tejido linfoide del metastasico, las células metastasicas exhiben
marcado pleomorfismo, anaplasia, anisocitosis, cariomegalia, anisocariosis e imagenes
mitéticas aberrantes. El ganglio metastdsico perdié su morfologia y anatomia
caracteristica, siendo dificil identificar sus componentes, se encontrd infiltrado
granulocitico presente en tejido metastasico, figura 26. En la misma figura se aprecia
que en el ganglio del grupo tratado con GK-1 no hay establecimiento de sustitucién de
tejido linfoide por metdastasis. Se detectd presencia de células tumorales en seno
medular, vénulas de endotelio alto y seno subcapsular, sin que establecieran focos
metastasicos considerables. Se aprecia hiperplasia linfovascular en el seno medular y
un remodelamiento del seno subcapsular similar al estado observado al dia 21. Los

resultados observados sefialan que el tratamiento con GK-1 podria retardar el
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establecimiento de metdastasis en ganglio drenante al menos entre los dias 21 a 28 de

tratamiento en modelo de cancer de mama 4T1.
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Figura 27 Peso de ganglio drenante al dia de sacrificio (dia 28).
Se ha reportado que la linfangiogénesis en ganglio drenante incrementa su peso en el
modelo 4t1 [32]. Se registré el peso del ganglio drenante al dia de sacrificio para
determinar si habia diferencias entre grupos de tratamiento. No se encontraron
diferencias significativas al comparar los pesos de ganglios drenantes entre los grupos,

figura 27.

7.5 El tratamiento con GK-1 modifica la progresion de la reaccion
leucemoide caracteristica del modelo de cancer de mama 4T1,
hasta el dia 21 de tratamiento.

Tal como se menciond anteriormente, la reaccion leucemoide inducida por el modelo
de cancer de mama 4T1 se encuentra extensamente caracterizada, la cual se destaca
por presentar una progresiva leucocitosis granulocitica, con un incremento de células

con morfologia de granulocitos en sangre periférica, exhibiendo un fenotipo inmaduro
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correspondiente a los marcadores asociados a MDSC, CD11b*Gr-1%*, sin grandes
cambios en los nimeros absolutos de linfocitos en circulacién, pero con un incremento
porcentual de granulocitos, desde un 20% normal, hasta cerca de 80% tras 4 semanas

de implantacién [29][28].

Dado que la reaccion leucemoide esta relacionada tanto en la promocién de
metastasis, la esplenomegalia y considerando que en neoplasias humanas la reaccién
leucemoide se asocia a una peor prognosis, se decidié evaluar si el tratamiento con

GK-1 tendria efectos sobre su progresion.
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Figura 28 Morfologia de leucocitos en extendidos de sangre periférica, estudio piloto.
Se aprecia la progresion de la reaccién leucemoide, a 4 semanas post-tratamiento. Se observa un
incremento en células con morfologia granulocitica (morfoldgicamente similar a neutréfilos).

Se realizé un estudio piloto en el cual no se encontraron diferencias en el diferencial de
leucocitos, pero se apreciéo una tendencia de una menor cantidad de leucocitos por
campo, en el grupo tratado con GK-1, figura 28. Considerando este resultado, se

decidid continuar con el analisis tomando en cuenta el recuento total de leucocitos.
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Se tomaron muestras sanguineas 100 pL mediante puncion de la vena facial
submandibular, a las semanas 1, 3 y 4 de tratamiento. Se realizé6 un conteo total de
leucocitos (WBC) de forma automatizada en la unidad de hematologia de la facultad de
veterinaria de la UNAM. Para obtener el diferencial celular se realizaron extendidos de
sangre periférica, fijados con metanol y tefiidos con colorante de Wrigth. Se realiz6 el

recuento diferencial de linfocitos en microscopio 6ptico, en ciego.

Como se muestra en la figura 29, a la semana 1 de tratamiento el recuento total de
leucocitos demostré una diferencia estadisticamente significativa en el nimero de
leucocitos (incrementados) en el grupo control, que recibié solucion salina, comparado
con ambos grupos de tratamiento con GK-1 (IV y SC) asi como el grupo de ratones

naive, (sin implantacion de células 4T1), que fungié como grupo control (baseline).

En los extendidos de sangre periférica se observé un incremento en el nimero de
células observables por campo (Naive < GK-1 IV/SC < SSI). Los datos obtenidos,
expresados en 1x10° células /L, fueron los siguientes; Naive (5.4+0.77), GK-1 1V
(7.04+1.42), GK-1 SC (6.4%0.48) y en grupo control SSI (10.47+1.82). Se realiz6
prueba t (Welch test) para determinar significancia estadistica; GK-1 IV vs SSI p <
0.004, GK-1 SC vs SSI p < 0.0007, Naive vs SSI p < 0.0001. No se encontrd
diferencia estadisticamente significativa al comparar las vias de administracion de GK-

1; GK-1 1V vs GK-1 SC, p = 0.399. Figuras 30, 31.
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Figura 29 Progresion reaccion leucemoide en sangre periférica a semana 1 de
tratamiento. Frotis y conteo total de leucocitos. Se observa un incremento en nimero
de leucocitos por campo en los frotis sanguineos. Los resultados del WBC muestran que
el nimero de leucocitos en sangre periférica es significativamente menor en los grupos
tratados con GK-1 comparados con el control. Se realizé t test con correccion Welch (P
< 0.05), barras representan E.E.
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Figura 30 Progresion reaccion leucemoide en sangre periférica a semana 3 de
tratamiento. Frotis y conteo total de leucocitos. Se aprecian diferencias en la progresion
de la reaccion leucemoide siendo significativamente menor en los grupos tratados con
GK-1. El frotis sanguineo se observa menor nimero de leucocitos por campo, efecto que
se corrobora con los resultados del WBC. Se realiz6 t test con correccién Welch (P <

0.05), barras representan E.E
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Figura 31 Progresion reaccion leucemoide en sangre periférica a semana 4 de
tratamiento. Frotis y conteo total de leucocitos. Se aprecia la progresién de la reaccion
leucemoide incrementandose drasticamente el nimero de leucocitos por campo, efecto
que se corrobora con los resultados del WBC. No se encontr6 significancia estadistica en
este punto del tratamiento. Se realiz6 t test con correccion Welch (P < 0.05), barras

representan E.E
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Cabe destacar que el tratamiento con GK-1 mostro significativamente menos leucocitos
en sangre periférica en etapas tan tempranas de tratamiento (primera semana, 1 dosis
administrada) comparado con el grupo SSI. Al comparar los grupos de tratamiento con
GK-1 con el grupo naive (sin implantacion 4T1), los niveles de leucocitos fueron
significativamente mas elevados en los grupos GK-1, resultado que sefala que si bien
el tratamiento reduce la reaccion leucemoide con respecto al grupo tratado con SSI, no

la elimina (GK-1 IV vs Naive p < 0.037, GK-1 SC vs Naive p < 0.027). Figuras 29, 32.

En la figura 30, se ilustra la progresién de la reaccion leucemoide a la semana 3 de
tratamiento, siendo de forma evidente, el incremento en leucocitos observables por
campo (leucocitosis). De forma destacable se aprecia que en los grupos de tratamiento
con GK-1 existe un menor nimero de leucocitos observables comparados con el grupo
control SSI, es decir una reduccién en la progresién de la reaccién leucemoide hasta
este punto del modelo. Este efecto que se corrobora con los resultados del recuento
total de leucocitos, el cual demostré una diferencia estadisticamente significativa en el
numero de leucocitos en sangre de los ratones, el cual es menor en los grupos de
tratamiento GK-1 (IV y SC) comparados con el grupo control (SSI). Los datos
obtenidos, expresados en 1x10° células /L, fueron los siguientes; Naive (5.4+0.77),
GK-1 IV (37.08+15.36), GK-1 SC (34.26+015.29) y en grupo control SSI
(69.31+£21.93). Se realizd prueba t (Welch test) para determinar significancia
estadistica; GK-1 IV vs SSI p < 0.013, GK-1 SC vs SSI p < 0.008, Naive vs SSI p <
0.0002. No se encontré diferencia estadisticamente significativa al comparar las vias

de administracidon de GK-1; GK-1 IV vs GK-1 SC, p = 0.778. Figuras 30, 32.
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A la semana 4 de tratamiento, el recuento total de leucocitos mostro un cuantioso
incremento con promedios que sobrepasaron las 100x10° células /L en todos los
grupos de tratamiento, comparando con los parametros normales de ratones naive
(5.4x10° células /L), esto refiere un incremento de mas de 20 veces los parametros
normales. En los extendidos de sangre periférica se evidencian estos efectos, una
severa leucocitosis granulocitica, se aprecia un gran contraste en el niumero de células
por campo tomando como referencia el grupo naive, figura 31. Los datos obtenidos,
expresados en 1x10° células /L, fueron los siguientes; Naive (5.4+0.77), GK-1 IV
(110.2+13.39), GK-1 SC (112.8+54.25) y grupo control SSI (134.7+61.15). En este
punto del tratamiento no se encontré diferencia estadisticamente significativa en los
grupos de tratamiento. GK-1 IV vs SSI p = 0.34, GK-1 SC vs SSI p = 0.54. No se
encontré6 diferencia estadisticamente significativa al comparar las vias de

administracién de GK-1; GK-1 IV vs GK-1 SC, p = 0.92.
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Figura 32 Sumario conteo total de leucocitos en sangre periférica. Se muestra la recopilacion del conteo
WTC de la semana 1 a semana 4 de tratamiento. El tratamiento con GK-1 modifica significativamente la
progresion de la leucocitosis (reaccion leucemoide) de la semana 1 a 3 de tratamiento. Se realizé t test con
correccion Welch (P < 0.05), barras representan E.E
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Figura 33 NUmero total de leucocitos en sangre periférica y su tasa de variacion en el tiempo. Se aprecia
un notable incremento en leucocitos circulantes en los grupos de tratamiento a solo 28 dias post deteccion de
tumor palpable.

Se procedié a tabular los datos obtenidos para obtener la regresién lineal que indica la
variacion de cambio de leucocitos en el tiempo, es decir la tasa de incremento, al
comparar las pendientes de los grupos de tratamiento no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas, figura 33.
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Figura 34 Porcentaje de neutréfilos y linfocitos en sangre periférica de los grupos de estudio. Se aprecia
un incremento gradual en el porcentaje de neutrdfilos y un decremento el porcentaje de linfocitos. No se
encontro significancia estadistica en los grupos de estudio. Se realiz6 t test con correccion Welch (P < 0.05),
barras representan E.E

Tal como se indica en la seccidn 6.6, los extendidos de sangre periférica se emplearon
para realizar el recuento diferencial de leucocitos (estudio que se realizé bajo un
esquema en ciego para no tener sesgo). En la figura 34 se observan los resultados

obtenidos. Tal como se menciona en la literatura, el progreso del modelo 4T1 denota
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un incremento en el porcentaje de células con morfologia de granulocitos (neutrdfilos)
y una disminucién porcentual en los valores de leucocitos, como se aprecia en la
figura, el tratamiento con GK-1 no disminuy6 el porcentaje de estas células con
respecto al grupo tratado con SSI. Tras tabular los datos porcentuales obtenidos se
obtuvo la regresidon lineal que indica la tasa de variacion porcentual de los datos
durante el periodo de estudio, es decir la razéon de cambio con la que se da incremento
o decremento porcentual en el diferencial de leucocitos en el tiempo. Al comparar las
pendientes de los grupos de tratamiento no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.

Se continud el andlisis obteniendo el conteo absoluto de neutréfilos (ANC) y el conteo
absoluto de linfocitos (ALC). Valores que se obtienen multiplicando el nimero total de
leucocitos por el porcentaje de neutrodfilos o linfocitos totales obtenidos en conteo
diferencial, generando los resultados que se presentan en la figura 35. Al obtener los
numeros absolutos se evidencio que si existian diferencias significativas en el niumero
total de neutrdfilos, siendo significativamente menores en los grupos de tratamiento
GK-1 (IV, SC) comparados con el control (SSI) desde la semana 1 a la semana 3 de
tratamiento. A la semana 4 se perdié la significancia estadistica. Resultado consistente
con lo observado en el conteo total de leucocitos (WBC). Respecto a los niveles de
linfocitos en circulacion, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos
tratados con GK-1 (IV vs SC), ademas de que su conteo se mantuvo relativamente
inalterado, resultado esperado con base a lo reportado por la literatura en el que se
describe que el modelo 4T1 induce una granulocitosis (que compone la reaccion
leucemoide) con ausencia de linfopenia, tal como se menciond en la figura 9 de la

seccion 2.2.3 [28].
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Figura 35 Numeros absolutos de neutrofilos y linfocitos en sangre periférica. El tratamiento con GK-1
redujo de forma significativa el nimero de neutrofilos en circulacion en las semanas 1 a 3, no hubo efectos
significantes sobre los nimeros totales de linfocitos en circulacion a lo largo del tratamiento. Se realizo t test
(P < 0.05), barras representan E.E.

Los datos correspondientes al nimero de neutrodfilos, a la semana 1, expresados en
1x10° células /L, se presenta a continuacion; Naive (1.34+0.47), GK-1 1V
(1.47+0.40), GK-1 SC (1.54+0.36) y en grupo control SSI (5.45+3.20). Se realizd
prueba t test para determinar significancia estadistica; GK-1 IV vs SSI p < 0.022, GK-
1 SC vs SSI p < 0.025, Naive vs SSI p < 0.009. No se encontro diferencia

estadisticamente significativa al comparar las vias de administracion de GK-1; GK-1 IV
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vs GK-1 SC, p = 0.8. Ni al comparar Gk-1 (IV, SC) con el naive. GK-1 IV vs Naive p =

0.63, GK-1 SC vs Naive p < 0.46.

A la semana 3, los numeros de neutréfilos se incrementan notablemente en todos los
grupos, sin embargo, se continla viendo una reduccién estadisticamente significativa
en la granulocitosis generada por el modelo 4T1 (Reaccién leucemoide) en los ratones
que recibieron tratamiento con GK-1, al compararlos con el control (SSI). Datos
expresados en 1x10° células /L; GK-1 IV (25.11+11.74), GK-1 SC (22+0.36) y en
grupo control SSI (48.91+£16.78). GK-1 IV vs SSI p < 0.021, GK-1 SC vs SSI p <
0.013. No se encontrd diferencia estadisticamente significativa al comparar las vias de

administracion de GK-1; GK-1 IV vs GK-1 SC, p = 0.71.

En la semana 4 la granulocitosis progresdé drasticamente y no se encontraron
diferencias significantes entre los grupos de tratamiento. Datos expresados en 1x10°
células /L; GK-1 IV (85.11+9.4), GK-1 SC (84.63%+41.8) y en grupo control SSI

(101+49.98).; GK-1 IV vs SSI p < 0.5, GK-1 SC vs SSI p < 0.56, Figura 35.

En caso de los linfocitos sus nimeros absolutos no se vieron alterados en gran medida
durante el modelo de estudio, careciendo de significancia estadistica la comparativa
entre grupos de tratamiento. Si bien el porcentaje de linfocitos cae drasticamente, esto
se debe Unicamente al gran incremento de granulocitos, que son los que incrementan
el total de leucocitos en circulacidn generando la reaccion leucemoide. Tal como se
aprecia en la figura 34, los nimeros de linfocitos se mantuvieron estables en gran
medida comparados con los neutrdfilos. Al tabular los datos y generar la regresion

lineal de los mismos, se aprecid que en el caso de los linfocitos las pendientes
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obtenidas fueron cercanas a una linea horizontal, con lo que se confirma que sus

niveles se mantuvieron constantes, sin diferencias entre grupos.
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Figura 36 Numeros absolutos de linfocitos y neutrdéfilos en sangre periférica y sus tasas de variacion. Se
aprecia un acelerado incremento en el porcentaje de neutrofilos circulantes mientras existe una caida en el
porcentaje de linfocitos, en los grupos de tratamiento no se encontraron diferencias significativas en las tasas
de variacién de estos cambios porcentuales en el diferencial de leucocitos.

En el caso de los neutroéfilos sus nimeros se incrementaron de menos de 2x10° células
/L en la semana 1 de tratamiento a mas de 80x10°/L para la semana 4, nimeros
similares a los reportados por la literatura [28]. Al comparar las pendientes de los
grupos de tratamientos no se encontraron diferencias significativas, la tasa de
incremento de neutréfilos en sangre periférica fue similar a las 4 semanas de
tratamiento. Sin embargo, cabe destacar que en el periodo comprendido entre la
semana 1 y semana 3 de tratamiento con GK-1 si se presentaron cambios

significativos en el nimero de neutroéfilos circulantes, figura 35.
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8 Discusion de resultados

Tal como se ha reportado anteriormente y como sustenta este trabajo de
investigacion, el tratamiento con el péptido inmunomodulador GK-1 muestra
interesantes propiedades terapéuticas en el tratamiento de patologias tumorales
[25][34][26]. En este modelo de cdncer de mama murino 4T1, GK-1 ha mostrado
efectos positivos sobre la progresion de la enfermedad neoplasica, en cuanto a su
capacidad de reducir significativamente la tasa de crecimiento tumoral, tanto
administrado por via intravenosa como subcutdnea Este efecto es consistente con lo
reportado previamente por Torres-Garcia, et al. (2017) [26] y por Perez-Torres, et al.

(2013) [25], quienes observaron un efecto similar.

El tratamiento con 100 pg (IV y SC) de GK-1 produce una disminucién significativa de
la tasa de crecimiento tumoral, lo que se relaciona con una disminucién en peso total
del tumor primario. La reduccién en la tasa de volumen tumoral se relaciona con la
generacion de tumores de menor volumen y por consiguiente de menor masa. Esto se
observa en la figura 15, donde se aprecia la generacidén de tumores significativamente
de menor peso con el tratamiento con GK-1 comparados con el control. Este efecto
puede relacionarse con el incremento en areas necrdticas reportadas anteriormente en
modelos de cédncer de mama y melanoma tratados con GK-1, donde se reportan
diferencias estadisticamente significativas en el indice necrético de tumores primarios

[25][26].
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La severidad de la esplenomegalia asociada a la enfermedad neoplasica se ve reducida
durante el tratamiento con GK-1. Lo que podria relacionarse con una disminucion en
acumulaciéon de granulocitos dentro de bazo procedentes de circulacion sanguinea.
Como se explicd en la seccién 2.2.3, el modelo de mama 4T1 cursa con una
caracteristica reaccién leucemoide vy esplenomegalia. La severidad de |la
esplenomegalia asociada a este modelo se ve reducida durante la terapia con GK-1
hasta el dia 28 de tratamiento, esta reduccién es estadisticamente significante tras
normalizar el peso del bazo y el peso total correspondiente a cada ratén de estudio, tal
como se recomienda por la literatura Xuefeng, et al. (2016) [31], figura 16. La
reduccion en la esplenomegalia se asocia a un mejor desenlace en patologias
tumorales, resaltando que el tratamiento con GK-1 reduce, pero no evita la presencia

de esplenomegalia.

Se conoce que el peso del bazo estd directamente relacionado con la acumulacién de
leucocitos (CD-45%) en bazo y que conforme progresa el modelo 4T1 se incrementa
notablemente el nimero de granulocitos inmaduros CD11b*Gr-1*(MDSC), tanto en
bazo como en circulacidén sanguinea, hasta comprender entorno al 80% del total de
leucocitos en bazo, figura 10 [28]. AlUn se desconoce si la esplenomegalia es resultado
de la acumulacién del exceso de granulocitos generados por hematopoyesis
extramedular en bazo o si infiltran este drgano desde circulaciéon sanguinea, donde se
encuentran en exceso fruto de la reaccion leucemoide, o producto de ambos
fendmenos [28]. En este sentido, se tiene el antecedente de la importante
hematopoyesis extramedular en bazo, propia de roedores y que en ratones sanos llega
comprender el 30% de la hematopoyesis [30]. Por lo que seria esperable considerar

que en el modelo 4T1 el bazo sea un productor importante de estos granulocitos
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inmaduros CD11b*Gr-1*(MDSC). Aunado a esto, experimentos realizados por Sevmis,
et al. (2017) en modelo 4T1 donde se realiz6 esplenectomia sin reseccidon de tumor
primario, muestran un incremento significativo en circulacion de granulocitos
CD11b*Gr-1*(MDSC) comparados con ratones sin esplenectomia, ya que, al eliminar el
bazo como reservorio principal de estas células, incrementaron su nimero en sangre
periférica (reaccion leucemoide) con un consiguiente aumento en la infiltracién en

pulmoén y otros tejidos [35].

El efecto positivo del tratamiento con GK-1 sobre la esplenomegalia, pudiera estar
relacionado con una disminucién en circulaciéon sanguinea del G-CSF producido por el
tumor primario 4T1, efecto que podria ser inducido indirectamente por GK-1 como
consecuencia de la reducciéon de tamafo del tumor primario y la tasa de crecimiento
tumoral. Se podria esperar que tumores primarios 4T1 de menor volumen secreten
menor G-CSF. Se sabe que G-CSF se incrementa gradualmente en circulacion
conforme el modelo tumoral 4T1 progresa y el tumor aumenta su volumen, tabla 2
[28]. Con anterioridad se reporté que el tratamiento con GK-1 reduce los niveles de
MG-CSF en tejido pulmonar comparado con el control sin tratamiento, en el modelo
tumoral 4T1 [26]. Sin embargd aun no se han evaluado si existen modificaciones,
aunque sean transitorias, en los niveles de G-CSF sanguineo. El que el GK-1 retarde el
crecimiento tumoral podria significar una menor cantidad de G-CSF de origen tumoral
lo que reduciria la hematopoyesis exacerbada, la reacciéon leucemoide y a su vez la
esplenomegalia. Puesto que los granulocitos de la reaccion leucemoide se almacenan
en bazo produciendo esplenomegalia (ademds de la propia hematopoyesis
extramedular en bazo) [28][31]. Estudios en el modelo 4T1 con resecciéon de tumor
primario, muestran una caida en los niveles de G-CSF y reversion de esplenomegalia
tras la escisién tumoral, demostrando que el tumor primario es la principal fuente de
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G-CSF y su relacion con la esplenomegalia, tal como menciona Bosiljcic et al. (2019)

[36].

La leucocitosis para-neoplasica o reaccion leucemoide, es un incremento anormal en el
numero de leucocitos en circulacién sanguinea, ocasionada por una perturbacion en la
hematopoyesis, provocada por factores solubles secretados por tumores sélidos [12].
Su presencia en enfermedades neoplasicas se asocia con un pobre pronostico en la
supervivencia[37]. La reaccién leucemoide caracteristica del modelo 4T1 es inducida
principalmente por la sobreexpresiéon de G-CFS, producido por el tumor primario 4T1,
generando una hematopoyesis exacerbada que progresa junto al crecimiento tumoral.
El suero sanguineo de ratones con tumor 4T1 presenta niveles elevados de G-CSF el
cual se incrementa gradualmente a medida que el tumor progresa [28][31]. La
principal poblacion que compone la reaccién leucemoide 4T1 consta de granulocitos
aberrantes que presentan un fenotipo CD11b+Gr-1+, correspondiente a MDSC
granulociticas (indistinguibles morfoléogicamente de neutrofilos maduros), que
incrementa su proporcién en circulacién sanguinea hasta comprender cerca del 80% de

leucocitos totales [28][29].

El tratamiento con 100 GK-1 100 pg (IV) y (SC), mostré una reduccion
estadisticamente significativa en la leucocitosis (reacciéon leucemoide) caracteristica del
modelo 4T1, durante las semanas 1 a 3 de tratamiento, comparada con el control,
figuras 29 a 32. Estos efectos positivos sobre la reaccidn leucemoide se relacionan
directamente con una disminucién en los nimeros de granulocitos (granulocitos) en
circulacion sanguinea comparado con el grupo control. Si bien los niUmeros totales de
leucocitos continuaron aumentados considerablemente con la progresion del modelo

respecto al naive (sin implantacién de células 4T1), GK-1 mantuvo un efecto positivo
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durante este fendmeno hasta la semana 3 de tratamiento. Este efecto pudiera
relacionarse con lo mencionado anteriormente respecto a los niveles de G-CSF
producidos por el tumor primario, al retardarse el incremento en el volumen tumoral
en los ratones tratados con GK-1 estos producirian menores cantidades de G-CSF.
Como se menciond previamente, el tejido tumoral mamario 4T1 induce perturbaciones
epigenéticas y en la expresién de genes reguladores de hematopoyesis (locus Hoxa9)
via sobreproduccién tumoral de G-CFS, figura 37, [13]. En consecuencia, se produce
desregulacion en la hematopoyesis con sobreproduccion de células mieloides
inmaduras, leucocitosis, incremento de hematopoyesis extramedular y reaccion

leucemoide [31].

A la semana 4 de tratamiento se perdid este efecto y los nimeros de leucocitos,
anormalmente elevados, fueron similares al control, figura 31. Esto puede deberse a
que el volumen tumoral del grupo de tratamiento GK-1 llega a un punto en el que a
pesar de tener un menor volumen que el grupo control, la produccion de G-CFS
alcanza un umbral maximo de efecto bioldgico sobre la hematopoyesis. Y a partir del
cual el nUmero de leucocitos pierde significancia entre grupos. Cabe recordar que en
este punto del modelo los promedios de WBC sobrepasaron las 100x10° células /L en
todos los grupos de tratamiento, comparando con los parametros normales (naive)
5.4x10° células /L, es decir, un incremento de mas de 20 veces los parametros

normales.

En la mayoria de las cepas de raton destinadas a investigacion, los diferenciales
hematicos reportados son: Linfocitos (70 - 80%), neutrofilos (20 - 30%), eosindfilos
(0 - 7%), basofilos (0-1%), monocitos (1 - 2%), con un conteo total de 2 - 5x103

células/pL [30]. Aunado a esta informacion es importante considerar que la reaccion
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leucemoide se acompafa de una severa esplenomegalia resultado de una acumulacion
de granulocitos CD11b*Gr-1* en la pulpa roja [28]. Adicionalmente, se ha reportado la
infiltracion de granulocitos Gr-1* en pulmones metastasicos de ratones implantados
con células 4t1, llegando a comprender el 81% del total de linfocitos en pulmén a 29
dias post-implantacién. Asociandose este infiltrado a la modificacion del microambiente

tumoral y la progresion metastasica [29].

Respecto a la composicion de la reacciéon leucemoide, se obtuvieron los numeros
absolutos de neutréfilos y linfocitos. Encontrandose tal y como indica la literatura,
[28], una severa granulocitosis sin alteracion relevante en los nimeros de linfocitos
circulantes. El incremento en los numero de leucocitos se deben principalmente a una
sobreproduccion de granulocitos, mientras que los linfocitos se mantuvieron
relativamente constantes. Las variaciones porcentuales en el diferencial de leucocitos
se deben a este hecho. De forma consistente con los resultados del WBC, en los grupos
de tratamiento GK-1 se encontré una reduccidon significativa en el numero de
neutréfilos en sangre periférica comparados con el control, durante la semana 1 a 3 de
tratamiento. Perdiéndose la significancia a la semana 4. Estos resultados tienen
relevancia terapéutica, dado que se ha reportado, que estos neutréfilos circulantes
infiltran diversos tejidos entre los que se encuentran bazo y pulmén [28][29][36][38].
De modo que, al reducirse significativamente su nimero en circulaciéon, al menos
durante un periodo de tiempo, potencialmente se reduciria el nimero de granulocitos
infiltrantes. Efecto que podria estar relacionado con la reduccion de esplenomegalia y a
un menor nimero de nichos premetastasicos en pulmén, ya que este infiltrado de

granulocitos se asocia a la promocién de metastasis en pulmoén figura 37.
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Como se menciona en la secciéon 2.2.2, se ha publicado extensamente que, los
granulocitos inmaduros con morfologia de neutréfilos son las células que predominan
en la reaccién leucemoide del modelo 4T1. Estas células exhiben un fenotipo
CD11b*Gr-1*(MDSC), y gradualmente se ven incrementadas en circulacién sanguinea,
bazo y pulmones metastéasicos, figuras 8, 10, 11 [29][28][36]. Pese a que en el
presente trabajo no se realizé la identificacion del fenotipo CD11b*Gr-1+*(MDSC), es
altamente probable que los granulocitos incrementados en circulacion sanguinea
(reaccién leucemoide), correspondan a este tipo de células. Esta inferencia es factible
considerando que la sobreproduccidon de estas células (MDSC) y sus efectos
inmunosupresores y prometastdsicos se encuentran extensamente caracterizados en el

modelo 4T1, figura 37.

El tratamiento intravenoso con GK-1 demostré ser eficaz en la disminucion significativa
del nimero de focos metastasicos tanto en pleura como en parénquima pulmonar,
respecto al control (SSI), al dia 28 de tratamiento, figura 17. Este resultado es
consistente con lo previamente reportado por Torres-Garcia, et al. (2017) [26], quien
reporto que el tratamiento con GK-1 redujo significativamente el numero de

macrometastasis en pulmones de ratones implantados con células 4T1.

Tal como se observa en las figuras 18,19, 22 y 23; los pulmones de ratones tratados
con GK-1 muestran un mejor estado patolégico general, al apreciarse una menor
diseminacion metastasica en pleura y parénquima pulmonar comparado con el grupo
control. Al comparar el estado patoldgico de ambos grupos del dia 21 al dia 28, se
aprecia que la progresidn metastasica fue mas severa en el grupo control. Este

importante efecto terapéutico puede estar relacionado con la modificacion del
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microambiente metastasico donde GK-1 podria modificar el grado de inmunosupresion

generado por la enfermedad neoplasica.
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Figura 37 Caracteristicas de la enfermedad neoplasica generada por el modelo 4T1 relevantes para proponer
mecanismos de accion terapéutica de GK-1. Modificado de Ouzounova et al. 2017, Xuefeng et al. 2016. A)
Proporcion de estirpes celulares presentes en pulmones naive y 4T1. A partir de la semana 2 los Neutr6filossMDSC
granulociticas comprenden el 80% de poblacion celular en pulmén. B) Incremento de porcentaje de células
CD11b*Grl* (MDSC) en pulmones y bazo. C) Incremento de nimero absoluto de células CD11b*Grl* (MDSC) en
pulmones y bazo. D) MDSC monociticas promueven la transicion epitelio-mesénquimal en tumor, células tumorales
viajan por torrente sanguineo asociadas a MDSC granulociticas y forman nichos metastasicos en pulmén, MDSC
granulociticas promueven la transicion mesénquimal-epitelial y promueven el establecimiento de la metéstasis y su
crecimiento. E) Circulo vicioso producido por el tumor 4T1, la produccién tumoral de G-CSF ocasiona desregulacion
en la hematopoyesis extramedular (EMH), produce granulocitos inmaduros (MDSC) que promueven el crecimiento
tumoral y metastasis, el tumor primario de mayor tamafio incrementa su produccién de G-CSF y el ciclo se repite. F)
Asociacion directa en el microambiente metastasico en foco metastasico de pulmon 4T1, células tumorales (Ki67)
interaccionan con el infiltrado granulocitico MDSC (Ly6G) promoviendo su expansion y un microambiente
inmunosupresor.

Torres-Garcia, et al. (2017) previamente reporto que el tratamiento con GK-1 en
modelo murino 4T1 reduce significativamente las quimiocinas CCL2 y CCL3 en tejido
pulmonar [26]. CCL2 se ha reportado como una quimiocina que promueve la
metastasis a pulmon en modelo 4T1[39]. Pues moviliza MDSC granulociticas al nicho
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pre-metastasico en pulmoén y promueve la secrecion de S100A8 (Calgranulina A)
formando un microambiente inmunosupresor [15]. Se ha reportado ademas que CCL3
es quimioatrayente de neutrofilos a nichos pre-metastasicos en cancer de mama [40] y
la expresion de CCL3 se encuentra elevada en MDSC granulociticas (Neutrofilos de

fenotipo inmunosupresor) aisladas de pulmones metastasicos en modelo 4T1 [38].
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Figura 38 Efectos del tumor primario 4T1 en la progresion de esplenomegalia, reaccion leucemoide y su
relacion con la formacién de nichos metastésicos.

Created in BioRender.com

En sintonia con los demas efectos terapéuticos reportados, de comprobarse que los
neutrofilos en circulacion que se reducen durante las primeras 3 semanas de
tratamiento corresponden a MDSC y que su infiltracion en pulmdn se ve disminuida,
podria relacionarse con una menor formacién de nichos pre-metastasicos en pulmoén y
con una reduccidon en la progresion del foco metastasico al disminuirse los efectos
supresores que las MDSC producen en pulmén. Las cuales se ha reportado forman

parte importante del microambiente tumoral y metastasico en el modelo 4T1, figura
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37, [29][36]. Ademas se ha demostrado que la exposicion prolongada a altos niveles
de G-CSF, como en el caso de su sobrexpresion de origen tumoral, resulta en una
metastasis mas agresiva como resultado de la produccion y movilizacion de

granulocitos CD11b*Gr-1 (MDSC) a pulmén [41].
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Figura 39 (Propuesta) Efectos positivos del tratamiento con GK-1 sobre la progresion de la enfermedad
generada por el modelo de cancer de mama 4T1, enfocado en esplenomegalia, reaccién leucemoide y
progresién de nichos metastasicos.

Adicionalmente, GK-1 podria modificar la formacion del nicho linfovascular
premetastasico en el ganglio drenante, y como consecuencia retardar, mas no evitar,

el establecimiento de metastasis en ganglio.

Se puede inferir que los efectos terapéuticos positivos del tratamiento con GK-1,
influyen no solo a nivel de tumor primario, sino que repercutirian de forma sistémica,

tanto en la mielopoyesis asociada a cancer (reaccién leucemoide), la reduccion de
7
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esplenomegalia y la importante reduccién de focos metastasicos en pulmones. A pesar
de que en el presente trabajo de investigacidon no se mostré un mecanismo directo que
relacionara todos los hallazgos reportados, se puede especular que existe relacion
entre ellos y que de forma probable los granulocitos CD11b*Gr-1*(MDSC) sean un
factor relevante que intervienen en los efectos terapéuticos observados. Ya sea porque
GK-1 retarde su sobreproduccion, reduzca en cierta medida sus niveles en circulacion
(reaccidén leucemoide), limite la formacion de nichos pre-metastasicos o modifique el
microambiente metastasico, donde las MDSC formar parte importante. Explorar el
papel de las MDSC, aunado a otros mecanismos que estan siendo investigados por
nuestro grupo de investigacion, es crucial para elucidar los mecanismos por los cuales
el péptido inmunoregulador GK-1 resulta efectivo en el tratamiento de este modelo de

cancer de mama.

Como un hallazgo preliminar el efecto de la inmunoterapia con GK-1 administrado
tanto via intravenosa como subcutdnea denotd tener efectos terapéuticos similares;
tanto en la reduccion de la tasa de crecimiento tumoral, menor masa de tumor y
reduccion de esplenomegalia. Si bien, para complementar los resultados obtenidos
durante el presente trabajo de investigacidon, aln es necesario conducir experimentos
de sobrevida, analisis de necrosis tumoral, biodisponibilidad, entre otros. Los
resultados presentados son relevantes pues representan un indicio de que la
efectividad del tratamiento con GK-1 se mantiene, empleando ambas vias de
administracion.

Invariablemente de las ventajas y desventajas propias de cada via de administracion,
el hecho de que GK-1 muestre efectividad terapéutica empleando ambas vias (IV y SC)

constituye una gran ventaja al tener la posibilidad de escoger la que mejor se adecue a
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las particularidades del paciente, dosis o simplemente la versatilidad de tener una via
de administracién alterna. La via intravenosa destaca por ser en la que se obtiene una
mayor biodisponibilidad de forma rapida, con menor riesgo de generar
inmunogenicidad contra el farmaco ademas de ser la via preferente para aplicar
grandes cantidades de medicamento, pero comprende de una administracién compleja
gue requiere de personal capacitado, siendo la via subcutanea interesante no solo por
resultar menos invasiva y de facil administracion, sino por la posibilidad de
implementar un tratamiento ambulatorio sin la necesidad de que el paciente acuda a
unidades médicas especializadas para la aplicacion de tratamiento, lo que resulta mas

practico para el paciente y reduce el gasto sanitario [42].

Arterial flow
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Figura 40 Rutas de biodistribucion de biofarmacos administrados via subcutanea. Tomado de Jones et
al. 2017. Existen dos rutas de recepcion y biodistribucion de proteinas terapéuticas inyectadas
subcutaneamente. Moléculas pequefias (<20 kDa) entran directamente a circulacion general por los capilares
sanguineos. Moléculas de gran tamafio (>20 kDa) entran por capilares linfaticos y requieren inicialmente de
distribucion linfatica periférica, hasta alcanzar la circulacion sanguinea en la vena subclavia.
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Actualmente existe un gran nimero de inmunoterapias que emplean proteinas de alto
peso molecular y gran complejidad estructural que son administradas
subcutaneamente e incluso autoadministradas por el propio paciente. Ejemplo de esto
son los anticuerpos terapéuticos que se emplean en diversidad de patologias (anti-
TNF-a, anti-IL-6R, anti-IL-1, etc). En el caso particular de inmunoterapias oncoldgicas
trastuzumab (anti-HER2) y rituximab (anti-CD-20) poseen formulaciones, aprobadas
por la FDA, de administracién tanto intravenosa como subcutdnea y que han

demostrado tener efectividad terapéutica similar [43].

En el caso de péptidos terapéuticos la tendencia actual es optar por una administracién
subcutanea, de ser esta factible, pues reduce los costos de la atencion medica
relacionados con la aplicacidon, es menos invasiva y tiende a ser preferida por los
pacientes [43]. En el caso de GK-1 el observar efectos terapéuticos similares, con
aplicacion tanto intravenosa como subcutdnea, podria deberse a que por ambas vias la

biodistribucién sistémica se da via circulaciéon sanguinea.

En el caso de la administracion subcutanea el tamano de la molécula determina el tipo
de distribucién del farmaco una vez inyectado desde la matriz intersticial, grandes
moléculas (>20 kDa) como el caso de anticuerpos terapéuticos son absorbidos via
linfatica y alcanzan circulacion sanguinea hasta que son translocados del drenaje
linfatico por la vena subclavia, ya que los vasos capilares linfaticos son mas
permeables que los capilares vasculares, figura 38 [43][44]. Por otro lado, moléculas
pequenas (<20 kDa) como la insulina (51 aminoacidos), pueden alcanzar circulacion
sistémica directamente desde el punto de inyeccidn, pues por su tamafio ingresan a
través de capilares vasculares [44]. Si bien la via intravenosa es la via mas rapida y

directa de biodistribucion, GK-1 al ser un péptido (18 aminoacidos) cumple con las
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caracteristicas necesarias para ingresar rapidamente a torrente sanguineo desde una

inyeccion subcutanea.

9 Conclusiones

GK-1 administrado por via subcutdnea tiene efectos antitumorales equiparables a su
administracion por via intravenosa; al reducir de manera similar la tasa de crecimiento

tumoral, el peso de tumor, la esplenomegalia y retardar la reaccion leucemoide.

Los hallazgos de la presente investigacion corroboran que el péptido GK-1 es eficaz en
el tratamiento, la modificacion de la enfermedad neoplasica y metastasica generada

por el modelo murino de cancer de mama 4T1.
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Abstract: The experimental model of the metastatic 4T1 breast cancer was employed to evaluate
the impact of the GK-1 anti-tumor peptide in the tumor progression and metastasis.
GK-1 (5 mg/kg, i.v.) weekly administrated not only decrease tumor growth but also
decrease the number of lung macro-metastases and lung and lymph nodes micro-
metastases. Histological analysis reveals that GK-1 reduced in 57% the intra-tumor
vascular areas, diminished the progression of the leukemoid reaction and the weight
and length of the spleens. A significant reduction in VEGF-C, SDF-1, angiopoiectin-2,
and endothelin-1 angiogenic factors was induced. GK-1 also prevents T cell
exhaustion in the tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) decreasing PD-1 expression. It
also increased IFN-y and granzyme-B expression and increased the cytotoxic activity
of CD8+ TiLs cells against tumor cells.

Altogether, GK-1 points as a promising approach to improve the clinical outcome of
trinle-neaative breast cancer immunotheraov. Translation research is onaoina towards
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