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RESUMEN

Los Gliomas son tumores cerebrales que se originan de células de la glia, y disminuyen
la calidad de vida y el tiempo de vida de los pacientes que no supera los 16 meses con
el tratamiento que se encuentra disponible actualmente; ademas de que éste tiene
considerables efectos secundarios. Por otro lado se sabe que la respuesta inmune es
capaz de eliminar a las células tumorales de manera selectiva, por ello la inmunoterapia

se presenta como una alternativa de tratamiento.

En el presente trabajo se usé una novedosa herramienta para la expresion de antigenos
tumorales denominada Biblioteca de Epitopos Variables (BEV) que consiste en el uso
de bibliotecas derivadas de epitopos inmunodominantes de componentes de las células
tumorales, los cuales son mutados en sitios especificos de forma aleatoria, y tienen la

cualidad de producir una respuesta inmune efectiva y duradera.

Para este proyecto, se produjeron 2 epitopos (Nominal y biblioteca) derivados de
moléculas del receptor del factor de crecimiento epidermal 2 (HER-2) y se evalué el
efecto antitumoral en el modelo intracerebral de glioblastoma RG2 in vivo, reflejado
como un aumento en la sobrevida de los ratones XXX. Para ello, se implantaron de
manera intracerebral 1x10°8 células de glioma RG2 en un volumen de 10puL, en 50 ratas
divididas aleatoriamente en 5 grupos, para ser vacunadas cuatro dias después del
implante, de acuerdo con el siguiente esquema: 1) con (BEV) de HER-2 de forma
subcutanea 2) Nominal de HER-2 de forma subcutanea 3) (BEV) de HER-2 de forma
intravenosa. 4) Nominal de HER-2 de forma intravenosa. 5) grupo control sin vacuna.
Se determind la sobrevida de cada grupo y se realiz6 el analisis de Kaplan Meier
mediante el programa SPSS v 10, seguido de un analisis ANOVA de una sola via

realizado en el programa R.

Se observo un incremento en la sobrevida de los grupos vacunados, el cual fue
significativo con respecto al control. Este aumento tuvo una tendencia a ser mas efectivo
en los grupos tratados con la biblioteca con respecto al nominal. El experimento se

repitié6 3 veces manteniendo la misma distribucion.



Se puede concluir que la vacunacion con BEV aumenta el tiempo de sobrevida lo cual
es importante, ya que es uno de los problemas mas comunes que presentan los
pacientes con glioma. Se plantea el uso de estas vacunas como una posible alternativa
de tratamiento y se propone evaluar la respuesta inmune involucrada con este efecto,

en experimentos subsiguientes.



ABSTRACT

Gliomas are brain tumors whose origin is the glia cells. Neoplastic gliomas decrease the
quality of life and the survival time of patients, which does not exceed 16 months with
the treatment currently available. Thus, the treatment regimen is ineffective and it has
considerable side effects. On the other hand immune response is known to be able to
eliminate tumor cells selectively, decreasing side effects, so immunotherapy is
presented as an alternative treatment. A new methodology to generate cancer antigens
for immunotherapy is available, the Variable Epitope Libraries (VELS), which are libraries
derived from immunodominant epitopes from components of tumor cells mutated at
specific sites randomly. VELs have the capacity to produce effective and lasting immune

response.

In the present study, we produced two epitopes (nominal and library) derived from
epidermal growth factor receptor 2 (HER-2) molecules, and evaluated in vivo the
antitumor effect reflected in the increase of survival in rats xenotransplanted with a
glioblastoma cell line. For this purpose, we implanted 50 rats intracerebrally with 1x10°
RG2 glioma cells and randomly divided them into five groups that were vaccinated four
days after implantation according to the following scheme: 1) with (VEL) of HER-2
subcutaneously, 2) nominal HER-2 subcutaneously 3) (VEL) of HER-2 intravenously, 4)
HER-2 nominal intravenously, And 5) control group without vaccine. The survival of each
group was determined, and the Kaplan Meier analysis was performed using the SPSS v
10 program, followed by a one-way ANOVA analysis performed in program R, finding
that there was a significant increased survival in the vaccinated groups. This increase
has a tendency to be more effective in the groups treated with the library with respect to
the nominal HER-2. We conclude that vaccination with VEL increases survival time and

we propose the use of these VELs as a possible alternative treatment to gliomas.



MARCO TEORICO
CANCER

El cancer designa a una serie de enfermedades que comparten caracteristicas en
comun, segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) es la enfermedad crénico-
degenerativa mas frecuente en adultos. Su aparicion esta relacionada con multiples
factores como son la exposicidon a agentes biolégicos, quimicos o fisicos capaces de
inducir alteraciones genéticas o epigenéticas. En un pequefio porcentaje de los casos
estas alteraciones son heredadas. El cancer se caracteriza porque las células presentan
una proliferacion desregulada, incrementan la capacidad de guiar mecanismos de
angiogénesis, evaden la apoptosis y son insensibles a las sefiales que regulan el ciclo

celular [Hanahan, D., Weinberg, R. A. 2011; OMS 2014].
EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

El cancer es la segunda causa de morbilidad y mortalidad en el mundo, se registraron
alrededor de 14 millones de nuevos casos en el afio 2012 y se preveé que el numero de
nuevos casos aumente en un 70% durante las siguientes dos décadas. El cancer fue
responsable de 8,8 millones de muertes en 2015, casi 1 de cada 6 muertes son debido
al cancer, los tipos de cancer que se presentan con mayor frecuencia son: cancer de
pulmén (1,69 millones de muertes), higado (788 000 muertes), colorrectal (774 000
muertes), estomago (754 000 muertes) y mama (571 000 muertes) [Nathional Cancer

Fundation, OMS 2014].



GENERALIDADES DEL CANCER

El cancer es una enfermedad que incluye cambios en el genoma de células somaticas
se caracteriza por presentar una 0 mas mutaciones y o modificaciones epigenéticas, las
cuales le confieren caracteristicas generales. Estas mutaciones suelen darse en genes
gue confieren ganancias funcionales para la célula y estdn en su mayoria relacionados
con procesos de proliferacion y diferenciacion celular, estos genes se denominan
protooncogenes, y una vez que sufren una mutacién son llamados oncogenes. O bien,
las mutaciones se dan en genes que regulan el ciclo celular llamados genes supresores,
lo que da como resultado un patrén de metilacion alterado en numerosas regiones
promotoras de genes supresores de tumor, donde una hipermetilacion puede estar

relacionada con el silenciamiento transcripcional de genes. [Jones, P.2002].

Otra de las caracteristicas que comparten las células cancerosas y esté relacionada con
la presencia de oncogenes es la proliferacion sostenida, esto se refiere a la adquisicion
por parte de las células cancerosas de autosuficiencia en cuanto a las sefiales de
crecimiento. Hay tres mecanismos principales mediante los cuales las células
cancerosas logran esta autosuficiencia. Uno es mediante la fabricacion de sus propios
factores de crecimiento logrando una estimulacion autédcrina. Las células cancerosas
también son capaces de estimular a las células del estroma para que generen sefiales
de crecimiento, y finalmente se pueden activar de manera constitutiva los mecanismos
gue guian la proliferacion a manera de que no dependan de la estimulacion de factores

de crecimiento [Negrini, S., 2010] [Vermeulen, K 2003].



Las células cancerosas tienen como caracteristica la insensibilidad a las sefiales que
inhiben el crecimiento. De manera fisiolégica mediante sefiales inhibitorias las células
pueden ser llevadas a la fase GO del ciclo celular entrando en un estado quiescente, un
estado de quiescencia les permite recuperar su capacidad proliferativa en un futuro, o
bien las sefales inhibitorias pueden llevar a un estado de diferenciacion a la célula
donde ésta pierda la capacidad de proliferar de forma irreversible. Las células
cancerosas son insensibles a los factores que regulan a una célula sana [Daniel S.,
2013].La disponibilidad de factores de crecimiento y sefiales de supervivencia, asi como
la interaccién de las células con la matriz extracelular y otras células aledafias, son
factores que regulan el crecimiento y supervivencia de las células. Por su parte, las
células tumorales pueden sufrir modificaciones en los receptores, 0 en las vias de

sefializacion implicadas en estos procesos [Vermeulen, K 2003].

Las células tumorales aumentan rapidamente en volumen debido al radio de
proliferacion y la insensibilidad a las sefiales de inhibicion. Sumado a estos factores,
esta la capacidad de las células tumorales para evadir la muerte celular. Esta muerte
fisiol6gica denominada apoptosis, es un proceso que mantiene la homeostasis de los
tejidos. Comienza con la disrupcion de la membrana plasmatica y culmina con la
fagocitosis de los componentes celulares por parte de las células vecinas [Potten
C.2005]. La células sanas tienen sensores intracelulares o intrinsecos y extracelulares
0 extrinsecos, que permiten sensar si la célula se encuentra viable y si no hay sefales
externas que guien a la célula a iniciar el proceso de apoptosis. De existir estas sefiales,
se activan las proteinas efectoras que como tal, llevan a cabo la muerte celular. Por su
parte, las vias intrinseca y extrinseca convergen en la mitocondria, donde un cambio en

el balance entre proteinas de la familia Bcl-2 pro-apoptoticas como son Bax Bak y las



anti-apoptoéticas como Bcl-2 y Bcl-X. determinan la muerte celular. Las células tumorales
tienen diversos mecanismos por los cuales inhiben la muerte celular como mutaciones
en los receptores, en los componentes de las vias de apoptosis, o directamente en las

proteinas de la familia Bcl-2 [Hanahan, D.2002].

Las células tumorales ademas adquieren un potencial de replicacion ilimitado. Las
células sanas tienen un numero de replicaciones limitadas y una vez que llegan a este
punto, entran a un estado donde cesa la division celular de forma irreversible. El
acortamiento de los extremos de los cromosomas denominados telomeros, es clave en
el nimero de divisiones que puede tener una célula. Los telomeros cuentan con una
serie de secuencias de nucledtidos repetitivas las cuales se van acortando con cada
division celular. La divisién celular cesa antes de que se terminen los telomeros y la
célula comience a adquirir mutaciones lo que la puede volver cancerosa. En las células
tumorales se encuentra activa la enzima telomerasa, la cual adiciona de manera activa
repeticiones de nucledtidos TTAGGG en los telomeros, manteniéndolos activos y

evitando asi el arresto en la division celular. [Jerry W. 2001]

La angiogénesis sostenida es una caracteristica mas del cancer, necesaria para la
progresion de las células tumorales. La angiogénesis es el proceso mediante el cual se
forman nuevos vasos sanguineos a partir de los ya existentes. De forma fisiol6gica
existe un balance entre factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos. En el cancer, los
factores pro-angiogénicos como VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) y su
receptor VEGF-R2 (receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular), se
encuentran elevados lo cual favorece la angiogénesis en el sitio donde se encuentran

las células tumorales, permitiendo el aporte de nutrientes y la progresién tumoral.



Ademas, la angiogénesis es un proceso requerido para la invasion y metastasis [Zhao,

Y 2015]

Al adquirir la capacidad de mantener una constante formacion de vasos sanguineos en
la zona tumoral, las células tienen la oportunidad de desplazarse. Los procesos de
invasion y metastasis son otra caracteristica que adquieren las células tumorales. Las
células tumorales infiltran de manera constante el tejido que las rodea, pierden las
uniones propias de tejido epitelial como las uniones estrechas. Ademas de ello,
adquieren la capacidad de migrar a través de los vasos linfaticos y sanguineos

[Hanahan, D.2002].

Las células tumorales que migran, evitan ser reconocidas por el sistema inmune para
poder colonizar otros érganos. En el tumor de origen y en los tumores metastasicos, se
da el “escape” del sistema inmune. Existen diversos mecanismos de evasion que
adquieren las células tumorales, como son la expresién de moléculas co-inhibitorias, o
bien debido a que las células tumorales atraen a células como las células T-reguladoras,
las cuales al secretar citocinas como IL-10, TGF-B, e IL-35, promueven un ambiente
inmunosupresor que evita la correcta activacion de los linajes que podrian estar
respondiendo en contra de las células tumorales [Gross,S. et al 2007; Rabinovich, G. A.

et al. 2007].
GLIOMAS

El término glioma es utilizado para tumores sélidos del sistema nervioso central (SNC),
los cuales son clasificados de acuerdo a las células que los originan como astrocitomas
(astrocitos),  oligodendrogliomas  (oligodendrocitos), = ependimomas  (células

ependimarias) y tumores mixtos [Agnihotri,S. 2013]. Los gliomas son la forma mas



comun de tumor cerebral primario y conforman el 80% de todos los tumores malignos

primarios del SNC [Wen, P. 2000].

GLIOBLASTOMA

La clasificacion de 2007 de la OMS basada en caracteristicas citologicas, histolégicas y
de malignidad, ubica a los gliomas dentro de una escala que va del grado | al IV. El
grado uno se presenta casi exclusivamente en la nifiez y se considera un tumor benigno
de crecimiento lento. Histopatolégicamente los gliomas grado | son lesiones poco
proliferativas que puede curarse por remocién quirdrgica; mientras que el grado IV
también llamado glioblastoma, se caracteriza por ser una neoplasia infiltrante con alta
tasa de proliferacion y formacion de microvasculatura. El glioblastoma, es el tumor
primario mas comun en adultos, donde representa el 45.2% delos tumores. El promedio
de supervivencia es de 14 a 15 meses después del diagnéstico [Louis DN, 2007]

[Thakkar, J 2014].

La incidencia global de glioblastoma es menor a 10 por cada 100,000 personas; sin
embargo, el poco tiempo de supervivencia lo convierte en un importante problema de
salud [lacob, G. 2009]. Puede ocurrir a cualquier edad, pero la mayor incidencia se
encuentra entre los 55 y los 60 afios, y se presenta con mayor frecuencia en hombres
gue en mujeres [Adalberto M. 2017].Es una enfermedad multifactorial y se ha asociado
Unicamente a la exposicién a radiacion ionizante como principal factor de riesgo

[Sadetzki, S 2005].

La localizacién mas frecuente del glioblastoma es en los hemisferios cerebrales., La
mayor parte de los tumores (95%), se localiza en la regiébn que comprende la parte

superior del encéfalo [Thakkar, J 2014].Macroscépicamente, los glioblastomas



contienen células heterogéneas, sitios hemorragicos y se observan areas de necrosis
[Agnihotri, 2013]. Las células que los componen son una poblacién pleomoérfica que

varia desde células poco diferenciadas, a células grandes multinucleadas.

Existen glioblastomas primarios los cuales tienen mutaciones especificas que los
diferencian de glioblastomas secundarios, éstos ultimos provienen de un glioma de
menor grado. , Las mutaciones caracteristicas de un glioblastoma primario, incluyen
mutaciones en el gen de receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGRF),
mutaciones en la enzima fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), pérdida
de heterocigosidad en 10q, asi como la amplificacion de la proteina MDM2. Mientras
gue la mutacién temprana del gen que codifica para P53, mutaciones en las enzimas
isocitrato deshidrogenasa 1y 2 (IDH-1/IDH-2), y pérdida de la heterocigosidad en 19q,

son caracteristicas de un glioma secundario [Wesseling, P, 2017][ Masui K. 2012].

Los sintomas del glioblastoma estan relacionados con el dafio ocasionado por el tumor
en el tejido cerebral y la aparicion de areas de necrosis, causando deterioro cognitivo.
Los sintomas varian mucho de acuerdo a la region donde se presente el tumor.
Sintomas como cefaleas, vémito o incluso convulsiones, son frecuentes
independientemente de la region afectada. Para el diagnéstico suelen hacerse pruebas
como tomografa computarizada (TC) e imagenes por resonancia magnética (MRI)

[Grosu, A.2005].

El esquema de tratamiento para glioblastoma consiste en una reseccion quirargica del
tumor, junto con ciclos de radiacion y quimioterapia, siendo la temozolomida el agente
guimioterapéutico de eleccion. La terapia actual tiene algunas desventajas, la remocion
quirargica se ve limitada por el area donde se encuentra el tumor, y porque eéste tiene
la caracteristica de ser infiltrante. La radiacion implica factores de riesgo y se ve limitada
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nuevamente por la capacidad infiltrante de las células tumorales, la necrosis de tejido
sano inducida por la radiacion o bien, puede inducir dafio neuronal. Finalmente, la
guimioterapia es citotoxica y pueden aparecer ceélulas resistentes a ella. Su uso esta
asociado a muchos efectos secundarios, ademas de que la temozolomida se considera
un agente terapéutico costoso [Alifieris, C 2015][ Garside, R 2007].

LA RESPUESTA INMUNE

Los seres vivos se tienen que enfrentar a factores ambientales como agentes
infecciosos y particulas quimicas, todas las cuales son reconocidas como agentes
extrafios. Los vertebrados y algunos invertebrados cuentan con mecanismos de
vigilancia y de defensa que constituyen el sistema inmune, cuya finalidad es conferir
proteccién o inmunidad contra sustancias y organismos dafiinos. La finalidad del
sistema inmune es poder discernir entre lo que es propio (que forma parte del
organismo) y los agentes extrafios [Murphy, 2016].

El sistema inmune esta conformado por los 6rganos linfoides primarios (médula 6sea 'y
el timo), los 6rganos linfoides secundarios como bazo, nédulos linfaticos, apéndice,
adenoides, placas de Peyer y amigdalas, y por diversos tipos de células inmunolégicas
distribuidas en todo el organismo como lo son los linfocitos, macréfagos, monocitos,
células dendriticas, células NKs (natural killers), neutréfilos, células cebadas, baséfilos
y eosindfilos, localizadas en la sangre y en los tejidos. . Ademas de esto, los organismos
cuentan con barreras fisiolégicas como la piel, el recubrimiento de mucosas, factores
solubles y proteinas que también conforman el sistema inmune [Murphy 2016]. La
activacion de las células del sistema inmune se produce a través de la estimulacion de
ciertos receptores especificos que inducen la liberacion de mediadores solubles y/o

respuestas citotoxicas y fagociticas directas. Las proteinas solubles como las citocinas,
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le sirven al sistema inmune para comunicarse, activarse o inhibirse, esto ultimo, una vez

gue han cumplido con su funcion [Abbas, A, 2014].

La respuesta inmune de los vertebrados se divide a grandes rasgos en innata o
adaptativa. La respuesta innata es la primera en activarse; mientras que la respuesta
adaptativa se presenta después de la innata si ésta ultima falla al eliminar la causa de
activacion. La respuesta innata no genera memoria inmunoldgica, mientras que en el
caso de la respuesta adaptativa, confiere proteccion a largo plazo porque genera células
de memoria. La respuesta inmune adaptativa es mas especifica, requiere mas tiempo
para manifestar sus efectos (mas de 2 semanas) y su reactivacion produce una

respuesta mas rapida.

Para generar una respuesta inmune adaptativa es necesaria la interaccion del agente
inmunogénico con las células fagociticas como las células dendriticas y los macréfagos,
las cuales procesan los antigenos fagocitados. Las células dendriticas migran a los
nodulos linfaticos y en el camino maduran cambiado sus moléculas de superficie. Los
antigenos ya procesados son presentados a los linfocitos presentes en los nédulos
linfaticos como determinantes antigénicos, que son fracciones de los antigenos unidos
a las moléculas clase | 6 clase Il, del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). El
reconocimiento linfocito-dendritica induce la diferenciacion y proliferacion de los

linfocitos para montar respuestas efectoras especificas contra ese antigeno.
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INMUNOTERAPIA CONTRA CANCER

Como una alternativa a las terapias convencionales surge la inmunoterapia. Esta tiene
como base, la capacidad del sistema inmune de reconocer y eliminar a las células
tumorales, un proceso que ocurre de manera natural durante las primeras etapas de
trasformacion de las células que pueden dar origen a un tumor [Dunn, G. 2004, 2002].
La aplicacion de la inmunoterapia tiene sus inicios en las observaciones de William B.
Coley, en 1891 [McCarthy, E.2006] quien us6 una mezcla de lisados bacterianos junto
con bacterias vivas (Streptococcus pyogenes y Bacillus prodigiosus) para tratar un
sarcoma, logrando con éxito la remision del tumor [Cann, S.2003]. Paul Ehrlich propuso
en 1900 la teoria denominada “inmunovigilancia”, la cual propone que clonas con
mutaciones somaticas se producen en el cuerpo de un individuo a lo largo de la vida, y
el sistema inmune es capaz de detectarlas y eliminarlas antes de que proliferen y
deriven en cancer. Si éste falla en eliminar todas las clonas, estas contindan adquiriendo
mutaciones, y mediante diversos mecanismos “evadiran” la respuesta inmune,
favoreciendo e un microambiente inmunosupresor caracterizado por células del sistema
inmune tolerantes o anérgicas, lo cual las incapacita para eliminar a las células
tumorales. . Actualmente se reconoce que si se revierte esta tolerancia, la respuesta
inmune es capaz de eliminar a las células tumorales. Las células que se ha demostrado
tienen un papel importante en la eliminacién de las células tumorales son las células
citotoxicas, NKs [Kim, S., 2000; Hirayama, M. et al. 1996] y los linfocitos CD8 [Seki, N.et
al. 2002]. Los linfocitos Th1l también estan implicados en la produccién de citocinas que

favorecen la respuesta antitumoral como el INF-y y TNF [Vile, R. G.et al 1997]. Incluso
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se plantea que en menor medida, linajes como los linfocitos Th2 tengan cierta

participacion en la eliminacion de células tumorales [Nishimura, T et al. 1999].

Se han utilizado diversos métodos para potenciar la respuesta inmune y o disminuir los
mecanismos de evasion por parte de las células tumorales. Algunos de los métodos
utilizados son la administracion sistémica de componentes solubles que influyen en la
respuesta inmune como INF-y e IL-2. Se han realizado trasplantes adoptivos de
linfocitos especificos para antigenos tumorales una técnica que a comparacion de la
utilizada en el presente es muy costosa, también se administran células dendriticas
cargadas con antigenos tumorales, terapia que requiere de mucho tiempo y es costosa,
etc. [Lorenzo Galluzzi et al. 2014]. Es por todo esto, que el uso de bibliotecas de

epitopos variables se presenta como una nueva alternativa de inmunoterapia.

VACUNAS DE EPITOPOS VARIABLES

En el caso del cancer no solo nos enfrentamos a la variabilidad genética y antigénica,
sino a los cambios dinAmicos que conducen a un amplio repertorio de epitopos, asi
como al escape de la inmunovigilancia por la disminucién en la expresion y presentacion
de antigenos, la induccién de inmunotolerancia y mecanismos de evasion de las células
tumorales [Kim, R., 2007]. Para lograr una vacuna exitosa se debe romper con los
mecanismos de tolerancia que impiden que se dé el correcto reconocimiento y
activacion por parte de las células del sistema inmune, y también cubrir la variabilidad
de epitopos. El concepto de antigenos variables se refiere a mimoétopos versiones
modificadas de epitopos derivados de antigenos asociados a tumor, los cuales se han
propuesto como una posible terapia exitosa [Jordan 2012]. El equipo que conforma
nuestro laboratorio trabaja con un concepto innovador denominado bibliotecas de
epitopos variables, dirigido a enfermedades dinamicas que presentan una alta

14



heterogeneidad genética y por lo tanto también alta variabilidad antigénica[Pedroza
2009]. Estos inmundégenos son bibliotecas construidas a partir de variantes de un mismo
epitopo inmunodominante, desplegadas en el fago recombinante M13 y fusionadas a la
proteina pVIIl [Manoucharian 1999]. En nuestro grupo de trabajo, se probaron las
propiedades inmunoldgicas y el efecto antitumoral de estas bibliotecas de variantes
epitépicas derivadas de la proteina survivina en un modelo murino de cdncer de mama
4T1 metastasico agresivo. Los ratones inmunizados con las BEV derivadas de survivina,
mostraron una inhibicién estadisticamente significativa del crecimiento tumoral, tanto en
tratamiento profilactico como terapéutico. Ademas, generaron una respuesta de
linfocitos CD8+ IFN-y+ que fueron capaces de reconocer mas del 50% de un panel de

87 variantes de epitopos mutados de survivina [NoeDominguez, 2014].

TECNICA DE DESPLIEGUE EN FAGO

La técnica de despliegue en fago tiene diferentes aplicaciones en campos de la
medicina y la biotecnologia y se ha utilizado para comprender la interaccién entre
proteinas como es la interaccion enzima-ligando. Se usa para descubrir antagonistas
e inhibidores de enzimas, disefiar mimotopos y vacunas peptidicas [Hekim C

2006][Smith GP 1985].

Las vacunas hechas con esta técnica tienen mayor capacidad de inmunizacion, pues
las proteinas propias del fago funcionan como inmunoadyuvantes, lo cual permite
mejores resultados a bajas dosis en comparacion con las vacunas tradicionales,
produciendo una respuesta inmune mas fuerte y menos variable entre individuos

[Bazan, J.2012]
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La manipulacion y generacion de fagos recombinantes es eficiente y economica, tiene
una alta tasa de estabilidad en cambios de pH, lo cual facilita su aplicacion y
distribucion ademas su produccion es barata, y como los fagos no infectan células
eucariotas, se considera que su uso es seguro. La aplicacion de vacunas hechas con
fagos filamentosos no reporta efectos secundarios [Bruttin A 2005]. Incluso hay
estudios que utilizan esta técnica cargando fagos con antigenos derivados de células

esperméaticas como método anticonceptivo, esto a nivel de modelo animal.

La generacion de la biblioteca consiste en fusionar el gen de interés en el sitio del
genoma virico que codifique para la proteina donde se desea se exprese el péptido,
generalmente una proteina de envoltura. Para esta técnica se usa con mayor
frecuencia el fago filamentoso M13 [Manoutcharian 2005] el cual pertenece al género
inovirus, infecta a células E.coli con plasmido F; el ciclo de replicacion no es
lisogénico, dandose la produccion de particulas infectivas cuyo ensamblaje se da en la

membrana bacteriana [Rodi, D 1999].

Este virus presenta una forma cilindrica de 900 nm de largo por 6.5 nm de didmetro, la
capside se encuentra principalmente formada por la proteina VIII, en uno de sus
extremos una combinacion de proteina VIl 'y IX y en el otro las proteinas Il y VI. Los
fragmentos recombinantes son clonados con mayor frecuencia en el gen que codifica

para la proteina VIII.
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pVII

Figura 1 Estructura del Fago. La figura ilustra como luce un fago filamentoso, donde

la proteina de la envoltura que expresa la proteina de fusion se encuentra en color gris.

El uso de fagémidos permite construir grandes repertorios de proteinas recombinantes.
Estos fagémidos contienen el origen de replicacion del fago filamentoso, el origen de
replicacion plasmidico bacteriano, el gen que codifica para la proteina p VIII para
generar la fusion, un sitio de multiple clonacién, el gen de resistencia a antibiético y una
sefial para empaquetar el fago [Delmastro 1997]. Estos son facilmente manipulables
para expresar epitopos combinados con proteinas nativas viricas y generar una

respuesta inmunoldgica.
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ANTIGENOS

Explotar las diferencias biolégicas entre células cancerosas y sanas, permite que estas
sean distinguidas y las terapias dirigidas sean especificas del tumor, evitando asi dafiar
a las células funcionales. Generar una respuesta inmune antitumoral significa romper
los mecanismos de tolerancia del tumor, si bien las células tumorales tienen antigenos
gue pueden ser reconocidos por el sistema inmune, estas generan mecanismos de
tolerancia [Makkouk, A 2015].Existen dos tipos de antigenos en las células tumorales:
aquellos impropios del tejido de origen del tumor [Coulie, P. 2014] y las proteinas
producto de ooncogenes y genes supresores [Haen, S. 2013]. Entre estos ultimos se
encuentran gpl100, MAGE, Muc-1, p53, survivinay HER-2, los cuales se considera que

son posibles blancos terapéuticos para el cancer Nencioni A, 2004, Liu Y, 2011].

HER-2

La familia de receptores de factores de crecimiento epitelial (EGFR) con actividad
tirosina cinasa, estd compuesta por 4 miembros HER-1, HER-2, HER-3 y HER-4. De
estos, nos enfocaremos en HER-2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) cuyo
gen se encuentra en el cromosoma 17 12, donde se genera un mensajero de 4.8 kb
gue se traduce en una proteina de 185 kDa. Al receptor HER-2 no se le conoce un
ligando especifico, pero otros miembros de la familia al unir sus ligandos son capaces
de unirse a HER-2 y formar heterodimeros, estos dimeros se presentan de forma mas
comun entre HER-2 y HER 3, que al formarse se observa una mayor actividad
enzimatica. Esta familia de receptores esta implicada en procesos de proliferacion y

supervivencia celular [Hung, M. 1999].
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Normalmente HER-2 se expresa en las células epiteliales de adultos y su expresion es
necesaria durante la embriogénesis para el desarrollo del tejido mamario, la formacion
de los ovarios, pulmon, rifidn, higado y también durante la formacion del SNC [Peczuh, M
2000]. En células normales la expresion de HER-2 es de 40,000 a 100,000 receptores
por célula y es considerado un oncogen [Herbst, R 2004]. La sobreexpresion de este
receptor se ha observado en varios tipos de cancer en los cuales participa en la
progresién tumoral, la capacidad de invadir y generar metastasis, asi como en la
angiogénesis. Dentro de los tumores en los que se encuentra sobreexpresado, se
encuentran diversos tipos de carcinomas incluyendo al glioblastoma. El hecho de que
esté sobreexpresado en varios tipos de cancer lo hace un atractivo candidato para la

inmunoterapia.

Como ejemplo en cancer de mama la sobreexpresiéon de HER-2 es de 2,000,000 de
receptores por célula, un aproximado de 20 veces sobre el nivel basal [Herbst, R 2004].
El nivel de sobreexpresidn en otros tipos de cancer es variable; por ejemplo, en cancer
de pulmén de células no pequefias y glioblastoma, del 40 al 80 % de los tumores
presentan sobreexpresion, en gliomas el receptor esta sobreexpresado en un 80% de
los tumores, e incluso las células con marcadores tipo célula madre cancerosa positivas
para CD133, se sobreexpresa este receptor [Loew, S. 2009, Ahmed, N 2010]. La
sobreexpresion esta relacionada con un mal prondstico y en algunos casos se ha
observado que confiere hasta un 50% de disminucién en la sobrevida del paciente
[Gutierrez, C.,2011]. La manera por la cual este receptor favorece la progresion tumoral
es mediante las numerosas rutas metabdlicas en las que se encuentraimplicado, las
cuales incluyen la cascada de sefalizacion de MAPK y PI3K; éstas rutas son

ejemplificadas en la Figura 2 [Olayioye, M. 2001].
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Figura 2. Vias de sefializaciéon de HER-2 Algunas de las rutas metabdlicas en las
cuales esta implicado el receptor HER-2; asi como su resultado bioldgico. Al formarse
un heterodimero, la region extracelular es capaz de unirse al ligando (GF), lo que
provoca un cambio conformacional que permite la actividad tirosina cinasa de la region
intracelular, activando vias como la de la proteina MDM2 la cual regula de forma
negativa a p53, lo cual se ve reflejado en la progresion del ciclo celular pese al dafio en
el DNA. Este receptor también activa la ruta de PI3K, Akt y la cascada de MAPKs, las
cuales estan implicadas en los procesos de proliferacion, crecimiento, supervivencia, y

de manera indirecta en procesos de angiogénesis.
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ANTECEDENTES

Nicola J Manson y colaboradores [2016], en un modelo canino de osteosarcoma
apendicular comunmente utilizado para estudiar el osteosarcoma pediatrico, probaron
una cepa atenuada de Listeria monocytogenes que expresa una proteina de fusion
HER-2/neu quimérica (ADXS31-164) para inducir una respuesta inmune que previniera

la metastasis.

Usaron dieciocho perros que se sometieron a amputacion de extremidad o cirugia de
rescate y quimioterapia como adyuvante. Para un ensayo clinico usando dosis en
escala, recibieron 2 x 108, 5 x 108, 1 x 109 o 3,3 x 109 UFC (unidades formadoras de
colonias) por via intravenosa cada 3 semanas durante 3 administraciones. Debido a la
biologia de la bacteria, sus antigenos son procesados como antigenos de clase 1,
pudiendo presentarse en moléculas MHC de tipo 1 y 2, dando como resultado la

activacion de linfocitos CD4+ y CD8+.

En este estudio, se midio la toxicidad asociada dando como resultado una baja toxicidad
determinada por estudios como ecocardiografias y medicién de los niveles séricos de
troponina | cardiaca. Ademas de una baja toxicidad, se observé en los animales tratados
un aumento en la sobrevida y en el tiempo de sobrevida libre de enfermedad.[Mason,

N. 2016]

Nabekura y col. [2008] probaron células dendriticas transfectadas con HER-2, para
generar linfocitos T citotoxicos y Thl en un modelo murino (cepa B6), y produjeron
anticuerpos anti-HER-2 especificos. Los ratones mostraron un aumento en la sobrevida
libre de enfermedad, reduccién del tumor primario y disminucion en la aparicién de

tumores metastasicos. El modelo que usaron consistio en inocular a los ratones con las
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células dendriticas los dias 1, 7 y 14, y en la ultima inoculacion se agregaron células de
linfoma (EL4). En los ratones vacunados, hubo una inhibicién del crecimiento tumoral y
en algunos casos una regresion total. Usaron ratones FVB-Tg los cuales desarrollan
espontaneamente tumores en mama, para probar las células dendriticas transfectadas
con el receptor. En este modelo se vio reducida la aparicidon de tumores y metastasis

[Nabekura, T., 2008].

Brian M. y col. [ANQ], transfectaron un cultivo de células CHO, para secretar una
fraccion del dominio extracelular del receptor HER-2. Con el purificado proteico del
receptor, inocularon cobayos de forma subcutanea en una dosis de 100ug junto con el
adyuvante completo de Freund, 3 dosis cada 14 dias. Obtuvieron el antisuero de estos
cobayos para probarlo en lineas celulares y determinar si influia sobre la capacidad de
proliferacion de las células. Se probé en lineas humanas derivadas de cancer de mama
MDA-MB-175, MDA-MB-361 SK-BR-3 que sobreexpresan al receptor y en lineas que
no sobre expresan al receptor: MDA-MB-231, HBL100, MCF-7. En las primeras, se vio
una inhibicién de hasta el 73% con respecto al control, ellos concluyen que al inmunizar
cobayos con la region extracelular de HER-2 pueden adquirir un antisuero capaz de
inhibir el crecimiento celular en lineas que sobreexpresan el receptor. En aquellas lineas
celulares que no tienen sobreexpresion no se vio este efecto, y los autores lo comparan
con el efecto observado en células sanas. Los resultados en porcentaje de inhibicion
varian de un 30% a un 73%, por lo que determinaron que esta variacién no estaba
relacionada con el nivel de sobreexpresion, y la atribuyen a las diferencias que presenta

el epitopo en las diversas lineas celulares [Fendly, B. 1990].
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Nabil A. y col. [ANO], compararon al meduloblastoma cuya sobreexpresién de HER-2
esta presente en el 40% de los tumores con cancer de mama, donde la expresion es
mucho mayor, siendo ésta la razéon por la cual no es efectivo para este tumor el
tratamiento con trastuzumab, un anticuerpo monoclonal dirigido a HER-2 actualmente
utilizado como tratamiento para cancer de mama. Para corroborar esto, midieron la
expresion de HER-2 mediante FACs en las lineas celulares MDA-MB-468 y SK-BR-3 de
cancer de mama, las cuales contrastaron con las lineas celulares de meduloblastoma
Daoy, D283 y D341. En comparacién con las lineas de cancer de mama, se podria
considerar como negativa la expresién del receptor en meduloblastoma. Midieron
ademas la expresion de HER-2 en células CD133+ que presentan caracteristicas de
células madre carcinogénicas, y concluyeron que la expresion es igual que en el resto
de las células que conforman al tumor. La proliferacion de las lineas celulares de
meduloblastoma no se ve afectada con trastuzumab a diferencia de las células de
cancer de mama donde se observa una disminucion en la proliferacion. Decidieron
probar CAR (Antigen Re- ceptor T cells) especificos para HER-2, los cuales son
construidos con células CD8 y CD4. En células de meduloblastoma HER-2+, se observé
la produccién de INF y e IL-2 por parte de las células T; solo las células positivas fueron
eliminadas y esto se vio desde 4 h posteriores a la adicién de los CARs al cultivo. Se
probaron también estos CARs en 10 cultivos primarios de meduloblastoma donde de
igual manera, hubo produccién de INF y e IL-2 y la eliminacién de las células que
expresaban HER-2. Esto se extendié a un modelo ortotdépico xenogénico en ratones
SCID, donde aquellos tratados con los CARs para HER-2 tuvieron un aumento
significativo en la sobrevida y el tumor permanecio indetectable, en comparacioén con

los individuos no tratados con los CAR para HER-2 [Ahmed, N, 2010].

23



Charles L. y col. [ANO], evaluaron la eficacia y seguridad de trastuzumab ( en mujeres
con cancer de mama metastasico y alta expresion de HER-2.Un grupo de 114 mujeres
al recibieron al azar trastuzumab en una dosis de 4mg/kg como dosis inicial, seguido de
una dosis semanal de 2mg/kg de peso, o una dosis inicial de 8mg/kg, seguida de una
dosis semanal de 4 mg/kg. En ambos grupos los malestares presentes con mayor
frecuencia, fueron astenia y fiebre. Un 26% de las mujeres respondieron ante el
tratamiento, esto corresponde a aquellas que tenian mayor expresion de HER-2; en
48% de las pacientes la progresion clinica disminuyd, esto medido por ultima vez 12
meses después del tratamiento, por lo cual concluyeron que trastuzumab es un
tratamiento de primera linea clinicamente seguro con beneficios para las pacientes

[Vogel, C.2002].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los gliomas son neoplasias malignas muy agresivas y con una alta tasa de mortalidad,
para los cuales no existen tratamientos eficaces, por lo cual la busqueda de nuevas
terapias que sean efectivas resulta de suma importancia. La inmunoterapia es una de
las propuestas mas recientes para combatir tumores agresivos, dentro de este tipo de
terapia se encuentran las vacunas contra antigenos propios del tumor. Sin embargo,
frecuentemente el microambiente inmunospresor del tumor y la gran variabilidad
antigénica presente en el cancer, han dificultado el desarrollo de vacunas exitosas. En
este sentido, las bibliotecas de epitopos variables combinadas con la técnica de
despliegue en fago representan una alternativa viable a estos problemas. Los gliomas
tienen la caracteristica de sobreexpresar la proteina HER-2. En este proyecto, se
propone hacer una biblioteca de variantes antigénicas de HER-2 y utilizarlas como
vacuna terapéutica en un modelo de xenotrasplante de glioma en rata. Se estudiara la

sobrevida de ratas vacunadas con epitopos variables, no variables y no vacunada.
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HIPOTESIS

Las células tumorales de glioblastoma expresan HER-2, y este antigeno tiene diversas
variantes, entonces las bibliotecas de variantes de epitopos derivados de estas

moléculas seran inmundgenos capaces de inducir una respuesta protectora.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antitumoral de vacunas (nominal y biblioteca) basadas en un epitopo

inmunodominante derivado de la molécula HER-2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener vacunas (nominal y biblioteca) derivadas de moléculas HER-2.
2. Evaluar el efecto antitumoral en el modelo in vivo de glioblastoma RG2.
3. Evaluar la sobrevida en el modelo de glioblastoma RG2 de ratas tratadas con

estas vacunas.
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METODOLOGIA

El presente proyecto fue aprobado de acuerdo a las normas establecidas por el
comité institucional para el cuidado de los animales de laboratorio (CICUAL-
INNN).

1.1DISENO DE LAS VACUNAS
1.2
1.3Péptidos

En un primer y Unico ensayo, se disefiaron péptidos sintéticos que contienen una
region inmunodominante determinada previamente por Nagata y col.[ANO] de HER-2
gue comprende la regién extracelular del receptor desde el aminoacido nimero 32 hasta
el aminoéacido 83 y poli I:C (SIGMA®) como adyuvante, los datos obtenidos de este

experimento se encuentran en informacion suplementaria.

1.2 Biblioteca Se us6 la técnica de despliegue en fago la cual tiene como fundamento
la capacidad para que se expresen proteinas foraneas fusionadas a la proteina cpVliI
de envoltura del virus filamentoso M13, sirviendo éste como vehiculo y a su vez como
adyuvante, el fago fue cultivado en bacterias E. coli TG1l, las cuales fueron
transformadas por medio de electroporacion con el fagémido que contiene al epitopo.
Se trabajo utilizando una biblioteca de epitopos variables que fue construida previo al
inicio del presente trabajo. Los epitopos variables se basan en un epitopo
inmunodominante de 9 aminoacidos de longitud, derivado del receptor HER-2 [Nagata
1997; Okugawua. 2000], de este modo la biblioteca esta constituida por péptidos

diferentes con variaciones.

Con estos iniciadores se introdujeron los sitios de restriccion Ncol y BamHI, con lo que
fue posible clonar los fragmentos codificantes de la biblioteca en el vector fagémido
PG8SAET del mismo modo que se describio para la biblioteca BCaMa [Allan Noé, 2014]
este fagémido posee el origen de replicacion plasmidica y el origen de replicacion virica,

gue permite fusionar proteinas foraneas con el fragmento
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5’Damp 5 TGATATTCGTACTCGAGCCATGGTGTATATTACTGTGCG 3
3’Damp 5’ ATGATTGACAAAGCTTGGATCCCTAGGTTCCCTGGCCCCA 3

Las bibliotecas y el fagémido con la secuencia nominal, se conservo dentro de E. coli
TGl en medio 2x YT SIGMA® con 10% de glicerol, a -20°C.Posteriormente, se
cultivaron las bacterias en medio 2x YT SIGMA® hasta un aproximado de 0.7 D.O. y
se infectaron con fago ayudador SIGMA® para obtener fagos recombinantes. Los fagos
gue fueron obtenidos, expresan en la superficie las bibliotecas de HER-2 con las
mutaciones antes mencionadas, o el fragmento de HER-2 sin alteraciones (nominal).
Esto se verificO mediante la infeccion de nuevas TG1 y la posterior amplificacion de la
secuencia de HER-2 mediante PCR, y su posterior secuenciacion con el oligo pYsaet.
Las secuencias de nucleétidos fueron analizadas con el programa Chromas 2.6.2 para
Windows, para la traduccion a aminoécidos se uso el traductor de aminoacidos en linea

ExPASYy (http://web.expasy.org/translate/). De estas clonas se guard6 una alicuota en

medio con glicerol y de estas alicuotas se realizaron las posteriores amplificaciones.
Se ajustd el titulo de ambos fagos (nominal y biblioteca) a 1X10'3/500ul. Ambas

muestras de fago fueron almacenadas a 4°C en TBS por un tiempo no mayor a 6 meses.

1.3 Cultivo de células RG2

Se cultivaron células RG2 (ATCC#CRL-2433), las células RG2 fueron obtenidas de
ATCC y se cultivaron en medio DMEM (GIBCO® Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco®BRL), 4mM glutamina,
100U/ml de penicilina, y 100mg/ml de estreptomicina, a una temperatura de 37C, y 5%

de COg, permitiéndoles un maximo de confluencia del 90%.

A las células RG2 en cultivo se les retirdé el medio y se les traté con tripsina, una vez
gue se desprendi6 la monocapa se colectaron las células. Estas fueron centrifugadas y
resuspendidas en 2 ml de medio DMEM suplementado con 10 % de SFB se tomo una
alicuota para realizar el conteo celular en camara de Neubauer, usando como tamiz de
viabilidad el colorante azul de tripano ajustando el volumen final a 1x10® células
viables/10ul. Durante el implante, las células se agitaron constantemente con la finalidad

de evitar la sedimentacion de las mismas y se mantuvieron a una temperatura de 4°C,
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al finalizar el implante se tomo una alicuota y se tifié con azul de tripano para verificar

gue las células continuaban siendo viables.
1.5 Animales

Se utilizaron ratas Fisher 344 de 180 a 250 g de peso, de ambos sexos, con alimento y
agua ad libitum a una temperatura controlada de 24°C, con ciclos alternados de luz y
oscuridad. El implante se llevé a cabo de acuerdo a un modelo previamente descrito
(Kobayashi, N., et al 1980). Los animales fueron inmovilizados y anestesiados via
intraperitoneal con ketamina-xilazina, de acuerdo a la dosis indicada por el fabricante.
Posteriormente se desinfect6 el area de interés y se realizé una incision sagital sobre la
cabeza de los animales, donde se ubicaron las suturas lambdoidea, bregmatica y
sagital; se realiz6 la medicion correspondiente y se procedio a realizar una perforacion
a 2 mm de la sutura lateral y 2 mm por delante del bregma en el lado derecho del craneo.
Se inocularon 1x10° células RG2 en 10 uL y se inyectaron a una profundidad de 6 mm
a una velocidad de 2 pyL/min utilizando una jeringa de vidrio de 25 uL (Hamilton, Reno,
NV). Un tiempo de espera de 3 min fue seguido después de la inyeccion, se procedio a

cerrar la herida y se dio seguimiento a la recuperacion de los animales.

1.6 Esquema de tratamiento

En un primer esquema se realiz6 el implante y 4 dias después del implante, los animales
fueron divididos en cinco grupos de forma aleatoria, mezclando machos y hembras. Un

total de 25 ratas con una n=5/grupo, se dividieron en los siguientes grupos:
Grupo Control- Unicamente con implante, sin tratamiento posterior.

Grupo Fago Biblioteca- tratado con el fago en un volumen de 500ul conteniendo 1x10*3

fagos, administrado de forma subcutanea.

Grupo Fago Biblioteca tratado con el fago- en un volumen de 500ul conteniendo 1x10%3

fagos administrado de forma intravenosa.

Grupo Péptido Biblioteca- de 45 aa de longitud administrado de forma subcutanea en
un volumen de 300pl conteniendo 500ug del péptido, adicionado con Poli I:C SIGMA®

en relacion viv.
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Grupo Péptido Nominal- de 45 aa de longitud administrado de forma subcutanea, en un
volumen de 300ul conteniendo 500ug del péptido, adicionado con Poli I:C SIGMA® en

relacion v/v.

De forma esquemaética:

Implante 1x10%/ 10ul células RG2

4 dias post implante

.

Fago B. LV Fago B. S.C. Péptido Péptido
Control Implante RG2+ Implante RG2+ Biblioteca Nominal
Implante || fago biblioteca fago biblioteca Implante Implante
RG2 via intravenosa viasubcutanea = RG2+Péptido+pol | RG2+Péptido+po
i I:C via lil:C via
subcutanea subcutanea

Inmunizacion con fago : 1X1013/500ul ‘
Péptido: 500pg/300ul 1:1 Poli I:C.

‘ Evaluacionde |la sobrevida

Figura 3 Esquema de tratamiento 1, usado Unicamente durante el primer ensayo.

Debido a los resultados obtenidos, se modificoé el formato de vacunacion agregando la
vacunacion con fago nominal acorde con el esquema de la Figura 4, realizandose bajo
este esquema dos experimentos mas, uno con 25 ratas con una n=5y otro con 50 ratas
con una n=10, divididas de forma aleatoria e inmunizadas a los 4 dias después del

implante.

Grupo Control- Unicamente con implante, sin tratamiento posterior.
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Grupo Fago Biblioteca- tratado con el fago en un volumen de 500l conteniendo 1x1013

fagos, administrado de forma subcutanea.

Grupo Fago Biblioteca- tratado con el fago en un volumen de 500ul conteniendo 1x10%3

fagos administrado de forma intravenosa.

Grupo Fago Nominal- tratado con el fago en un volumen de 500ul conteniendo 1x10%3

fagos, administrado de forma subcutanea.

Grupo Fago Nominal- tratado con el fago en un volumen de 500ul conteniendo 1x10%3

fagos administrado de forma intravenosa.

De forma esquemaética:

Implante 1x108/ 10ul células RG2
N=10

4 dias post implante

Fago B. LV Fago B. S.C. Fago S. L.V. Fago S. S.C.
Control Implante RG2+ Implante RG2+ Implante RG2+ Implante RG2+
Implante fago biblioteca fago biblioteca | fago silvestre fago silvestre
RG2 via intravenosa viasubcutanea | viaintravenosa |viasubcutédnea

Inmunizacion con fago : 1X103/500pul ‘

‘ Evaluacionde la sobrevida

Figura 4. Esquema de tratamiento 2, utilizado en dos experimentos posteriores, con

la variable de niumero de animales utilizados.

Para la vacunacién subcutanea, se inyecto en el flanco derecho a los animales mientras

estos eran inmovilizados, corroborando que no hubiera filtraciones de la vacuna.

Para la vacunacién de forma intravenosa, se inmovilizé a los animales y se introdujo la

vacuna por la vena caudal corroborando que no existieran filtraciones.
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Figura 5. Vacunacién via intravenosa.

Se monitoreo la evolucion de cada animal, y se sacrificaron Unicamente cuando el
animal mostraba signos de estar agonizando de acuerdo a los criterios de la institucion,
de lo contrario se permitié que el animal muriera y se recupero el tejido para verificar la

presencia del tumor.

1.7 Analisis de sobrevida

El andlisis estadistico se llevé a cabo con el paquete estadistico SPSS v.10 y se realiz6
el andlisis de sobrevida mediante Kaplan Meier (SPSS 23.0 para Windows; SPSS Inc.,
Chicago IL.) Adicionalmente se realiz6 el andlisis de sobrevida en el programa R (R
Core Team 2013). R:A Language and Environment for Statistical Computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. <URL:https://www.R-

project.org/>) seguido de una prueba Logrank.
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1.8 Tejido

Para la recuperacion del tejido, se extrajo el cerebro . El tejido fue procesado para
estandarizar las técnicas de inmunohistoquimica e histopatologia. Para procesar el
tejido para inmunohistoquimica, se realizaron dos técnicas diferentes;, la primera
consistio en fijar el tejido en formol al 10% por 5 dias, después se lavo el tejido y se
colocdé en paraformaldehido al 4%, posterior a esto se llevdo a los ciclos de
deshidratacion con alcohol desde 70% hasta 100% para finalmente ser embebido en
parafina y se realizaron cortes de 5 micras de grosor. Se desparafinaron los cortes a
60°C por 3 horas, y de alli se rehidrato el tejido con grados de alcohol desde 100% hasta
70%.

La segunda técnica consistio en inyectar una dosis letal de anestésico (Pentobarbital)
en el animal cuando se encontraba agonizando y perfundirlo via cardiaca con PBS para
posteriormente perfundir con paraformaldehido al 4%, recuperar el tejido y colocarlo en
gradientes de sacarosa (15%, y 30%); esto con la finalidad de obtener cortes en el

criostato congelando previamente el tejido.

De las laminas obtenidas se realizaron dos tinciones, la primera consistié en una tincién

contraste con HyE, dejando la muestra 2.5 min en hematoxilina y 1.25 min en eosina.

1.9 Tincién de células RG2

Se realiz6 una tincién para evidenciar mediante inmunofluorescencia la presencia de
HER-2 en células RG2, usando como anticuerpo primario anti HER-2, producido en
conejo neu (C-18, Santa Cruz™ Biotechnology) y como anticuerpo secundario un anti-
IGg producido en cabra acoplado a Alexa Fluor 488 (Invitrogen®), y se uso fluido de

montaje conteniendo Dapi para contrastar los nicleos.
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RESULTADOS
Construccion de vacunas
Inmundogeno de 45 aa de longitud.

Se sintetiz6 un péptido proveniente de una fraccion de 45 aa de la region extracelular
del receptor HER-2. Se realiz6 la construccion de la biblioteca variando los aminoacidos
en las posiciones 5, 14, 21, 28, 30, 32 y 41, a esta combinacion de péptidos se le
denomina péptido biblioteca. Al péptido sin modificacion se le denomina péptido
nominal, estos péptidos se utilizaron Unicamente durante el primer ensayo

SPETHLDMLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPANASLSFLQDIQEVQG
Epitopos variables de la biblioteca:
SPETXLDMLRHLYXGCQVVQXNLELTYXPXNXSLSFLQDIXEVQG
X= Cualquiera de los 20 aminoéacidos esenciales.

La complejidad de la biblioteca es de 1.28x10° variantes posibles.

Inmundgeno de 9 aa de longitud en vector fago.

Se realiz6 la construccién de los inmundgenos expresados en el fago recombinante
M13. La proteina pVIIl de envoltura virica se utilizé para ser fusionada con el epitopo
inmunodominante derivado de la region extracelular del receptor HER-2 de una longitud
de 9 aa sin alteraciones al cual se le denomino nominal, y con mutaciones inducidas en
las posiciones 3, 5y 7 se le nombré biblioteca.

Epitopo inmunodominante nominal:
TYLPANASL
Epitopos variables de la biblioteca:

TYXPXNXSL

X= Cualquiera de los 20 aminoéacidos esenciales.

La complejidad de la biblioteca es de 8,000 variantes posibles.
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Se muestra el PCR realizado a las bacterias TG1 infectadas con los fagos que poseen
los inmundgenos

HER2 130 pb

Figura 6 PCR de TG1 infectadas con el fago para evidenciar la presencia de HER-
2. Ejemplo de clonas obtenidas de bacterias infectadas con el fago recombinante para
el receptor HER-2, en el primer carril el marcador de peso molecular cada 100 pb, en
los siguientes tres carriles DNA obtenido de clonas con el fragmento nominal del
receptor proveniente de diferentes cultivos (N1-N3), y en los siguientes (B1-B3) DNA
obtenido de las clonas con el fragmento biblioteca, en ultimo carril (C) control negativo.

35



Se mando a secuenciar el DNA obtenido de las clonas se analiz6 usando el programa
Chromas 2.6.2, y el traductor de aminoécidos en linea EXPAS. .Se muestran los
resultados de la secuencia y traduccién. , 2 ejemplos de secuencias del tipo nominal

HN1 y HN3, y un ejemplo HB2 del resultado de la secuenciacion del fragmento que
contiene la biblioteca.

HB2

CATGGTGTATATTACTGTGCGACTTATCTGCCTGTTAATTATAGTTTATGGGGGCAGGGAACCTAGGGATCC

catggtgtatattactgtgcgacttatctgcctgttaattatagtttatgggggcaggga
e vV ¥ ¥ ¢ A, T ¥ L P V N Y S L, W G Q G

acctagggatcc
T = & 8
HN1

CATGGTGTATATTACTGTGCGACTTATCTACCTGCTAATGCTAGTTTATGGGGCCAGGGAACCTAGGGATCC

catggtgtatattactgtgcgacttatctacctgctaatgctagtttatggggccaggga
H G VvV ¥ ¥ ¢ AT ¥ L P A N & s L, ,W G Q G

acctagggatcc
T - G S
HN3

CATGGTGTATATTACTGTGCGACTTATCTACCTGCTAATGCTAGTTTATGGGGCCAGGGAACCT
A

catggtgtatattactgtgcgacttatctacctgctaatgctagtttatggggccaggga
H & ¥ ¥ ¥ € A _ T ¥ L P A N A S L W G Q G

accta

Figura 7 Resultados de la secuenciacion Se observa que las secuencias
provenientes de bacterias infectadas con fagos que contienen la secuencia nominal HN1
y HN3 no cuentan con ninguna mutacién, mientras que en la secuencia proveniente de

una clona infectada se muestran al menos dos mutaciones en los sitios antes
mencionados.
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Se realiz6 de igual manera la inmunofluorescencia para evidenciar la expresion de HER-
2 en células RG2 en cultivo.

Figura 8 Tincion de RG2 para evidenciar la presencia de HER-2. A) Campo claro, B)
DAPI que tifie en color azul permitiendo ubicar las células, C) receptor HER en color
rojo, y D) la superposicion de las imagenes del receptor y el nicleo.

37



Figura 9. Cerebros de las ratas tratadas. Muestras de tejido recuperado donde se
observa el cerebro completo, el tumor en un color mas oscuromuestra una mayor
cantidad de vascularizacion.

Figura 10. Tincién H&E A) muestra de tejido deshidratado donde se observa el tumor
en un color oscuro, cortes transversales de la zona tumoral, B) tincion H&E de la parte
central del tumor, y tincion H&E del perimetro del tumor, C) las células tumorales se
observan pequefas pleomorfas y mas oscuras.
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Frobabilidad de sobrevivencia
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Figura 1 Sobrevida A) Se observan las curvas de sobrevida de Kaplan Meier de los
grupos de tratamiento y el control en la grafica con nombre “completo” y los valores de p
después de aplicar la prueba long-rank, donde los diferentes grupos de tratamiento contra
el control dan una diferencia estadisticamente significativa, se comparan los individuos de
los tres experimentos realizados, debido a que los tres experimentos cumplen con las
mismas condiciones experimentales. En la grafica “Administracion”, se comparan las vias
de administracion utilizadas a lo largo de los tres experimentos, después de aplicar la
prueba long-rank nos da un valor de p significativo. En la grafica “fago” se compara el fago
con la secuencia nominal, contra el fago con la biblioteca contra el control y después de
aplicar la prueba long-rank nos da un valor de p significativo. B) Se muestran los valores
de las tablas de sobrevida con una diferencia de 5 dias entre cada medicion.

Muestras de tejido

Fago biblioteca intravenoso Fago Biblioteca Subcutaneo

Control

Figura 12. Muestras de tejido provenientes del segundo ensayo de sobrevida. Arriba
dos muestras provenientes de ratas del grupo vacunado con fago biblioteca
intravenosa, donde se aprecia el tumor a los 36 y 38 dias respectivamente. Arriba a la
derecha, muestras de ratas vacunadas con fago biblioteca subcutanea a los 62 y 65
dias. Abajo ratas control de 29, 53 dias.
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Fago Silvestre subcutaneo

Control

Figura 13. Muestras de tejido provenientes del segundo ensayo de sobrevida. Arriba
dos muestras provenientes de ratas del grupo vacunado con fago recombinante que
expresa el inmundgeno nominal administrado de forma subcutaneo, donde se aprecia
el tumor a los 45 y 68 dias respectivamente. Arriba a la derecha muestras de ratas
vacunadas con fago nominal intravenoso a los 49 y 43 dias. Abajo ratas control de 29

53 dias.
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DISCUSION

Es de suma importancia implementar terapias contra el cancer que sean efectivas y que
tengan una menor cantidad de efectos secundarios, asociados en especial en aquellos
tipos de cancer con una alta tasa de mortalidad como lo es glioblastoma, un
padecimiento asociado a un pronostico menor a dos afios de sobrevida [Weitzner,
M.1997,Peterson, D.2004, Meirow, D., 2001].

Como alternativa de tratamiento surge la inmunoterapia donde las células del sistema
inmune son capaces de reconocer y eliminar de forma selectiva a las células tumorales,
[Cann, S. 2003]. Con este tipo de terapia se han vistotratamientos exitosos, con una
toxicidad menor a la que presenta el tratamiento convencional [Hoption C.2003,
Mellman, 1.2011, Snook,2013].

En el presente estudio se probé el uso de vacunas hechas con un epitopo
inmunodominante derivado de la molécula HER-2, la cual ha sido utilizada en el campo
de la inmunoterapia [Yarden, Y. 2001llen numerosos tipos de cancer. Las
inmunoterapias contra esta molécula han sido aprobadas para el uso en pacientes,
donde se han reportado casos de éxito aumentando la sobrevida y disminuyendo la
progresion de la enfermedad [Cortés 2009]. El tratamiento propuesto en este trabajo, se
enfoca a activar al sistema inmune y generar una respuesta, la cual influya sobre la

progresion tumoral.

Para probar nuestra propuesta como una posible alternativa de tratamiento, se
consideré importante evaluar el efecto de nuestra vacuna basada en epitopos variables
de HER-2 sobre la sobrevida en un modelo de glioblastoma, mostrado una diferencia
significativa de los grupos tratados contra el grupo control. Se observé si la via de
administracion influia en la eficiencia de las vacunas, comparando las vias de
administracion contra el control, se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa
favoreciendo la via de administracion subcutanea. Se probé si habia diferencia entre el
fago con el epitopo nominal y el fago que contiene la biblioteca, la diferencia entre estos
y el control es estadisticamente significativa; sin embargo, entre ambos fagos no hubo

diferencia estadistica, aunque se ve la clara tendencia del fago que contiene la
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biblioteca administrado de forma subcutanea, el cual tiene mayor éxito al aumentar la
sobrevida. Los estudios realizados se llevaron a cabo de forma independiente,

manteniendo la misma tendencia.

CONCLUSIONES

El tratamiento con las vacunas de bibliotecas de epitopos variables, prolonga la
sobrevida de las ratas en un modelo RG2, la via de administracién mas eficiente es la
subcutanea, pese a no tener diferencia significativa entre la biblioteca y el control, si hay
una tendencia a mayor eficiencia de la biblioteca al aumentar la sobrevida, el uso de las
bibliotecas permite tener un amplio repertorio de variantes de células T, por lo tanto no
hay clonas que puedan favorecerse por poseer una variante del receptor, la técnica de
despliegue en fago M13 es una técnica sencilla y econémica. La vacunacion con la
biblioteca de forma subcutanea mostro un efecto protector, al aumentar la sobrevida de
los animales de forma significativa, se plantea estudiar a fondo el mecanismo por el cual
observamos este efecto, para en un futuro proponer como tratamiento la vacuna de

bibliotecas basadas en un epitopo variable de HER-2
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