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Resumen

El cancer de mama es el tipo de cancer con mayor incidencia y de mayor mortalidad en
mujeres a nivel mundial. Entre los tratamientos actuales se encuentra la inmunoterapia,
dentro de la cual se incluyen terapias con anticuerpos anti-idiotipo. Esto anticuerpos fueron
descritos por primera vez por Niels Jerne en su teoria de la red de idiotipo en 1974. Los
anticuerpos anti-idiotipo (Ab2) estan dirigidos contra la region determinante de la
complementariedad (CDR) de un primer anticuerpo que reconoce un antigeno especifico
(Abl). Debido a que tanto el antigeno como el idiotipo del Ab2 se unen al sitio de union al
antigeno del Ab1l, el sitio de union del Ab2 sera estructuralmente similar al antigeno y por

lo tanto se ha planteado la idea de que el Ab2 mimetiza al antigeno nominal.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar si el tratamiento con anticuerpos anti-idiotipo
policlonales es capaz de generar respuestas de linfocitos en un modelo murino de cancer
de mama. Para lo cual, se purificaron IgG policlonales totales (Abl) de suero de ratones
con tumor de la linea 4T1 mediante cromatografia de afinidad con proteina G.
Posteriormente, ratones sanos se inmunizaron via intraperitoneal con los anticuerpos
purificados (Abl) para generar el anticuerpo anti-idiotipo (Ab2). Los Ab2 se purificaron de
suero por cromatografia de afinidad con proteina G y se administraron como tratamiento a
ratones BALB/c hembra con tumor 4T1 al dia 5 posterior al implante y también se incluyé
un grupo administrado con Abl. Los ratones fueron sacrificados al dia 30, se obtuvieron
células de bazo y tumor para realizar inmunofenotipificacion y se realizé el conteo de

metastasis en pulmones.

En los grupos tratados con Abl y Ab2 se observdO mayor crecimiento tumoral en
comparacion con los grupos control y no se observé reduccién en el nimero de metastasis
con ninguno de los tratamientos. En bazo, el porcentaje de linfocitos T CD4" se incrementd
en el grupo tratado con Ab2, mientras que el porcentaje de linfocitos T CD8" y de células
supresoras derivadas mieloides granulociticas (G-MDSC) se mantuvo muy similar en todos
los grupos. Por otro lado, en tumor no se observo incremento en el porcentaje de linfocitos
T CD8" y se observé una disminucién en la proporcién de G-MDSC, pero este cambio no

fue estadisticamente significativo.

Se concluye que el tratamiento de una dosis via subcutanea de anticuerpos anti-idiotipo

policlonales no tiene efecto antitumoral en este modelo murino de cancer de mama.



1 Introduccién

1.1 Generalidades del cancer

El cdncer se define como el conjunto de enfermedades que involucran la divisién anormal
y descontrolada de células transformadas a células malignas, por mutaciones en genes
involucrados en proliferacion y supervivencia celular, con la capacidad de esparcirse a otros
organos (NCI, 2015; Gonzélez, et al., 2018). Las mutaciones que provocan la
transformacién pueden tener su origen en agentes externos o en factores genéticos
heredados (Civetta & Civetta, 2011).

Con el fin de facilitar la compresion de la biologia del cancer Hanahan y Weinberg
describieron una serie de caracteristicas que las células cancerosas adquieren en el
desarrollo de la enfermedad permitiéndoles proliferar, sobrevivir y diseminarse (Hanahan &
Weinberg, 2011). Un aspecto fundamental en el desarrollo del cancer es la capacidad de
mantener la proliferacion activa mediante la pérdida de regulacion en el control de las
sefiales proliferativas, la activacion de oncogenes y la supresién de genes supresores
tumorales (Fouad & Aenei, 2017). Las células de cancer pueden secretar los factores de
crecimiento y estimularse a si mismas, ademas pueden incrementar la expresion de los
receptores para estos factores mediante mutaciones somaticas que provocan activacion
constitutiva, amplificacion genética y desregulacién entre el reciclaje y la maquinaria de
degradacién de receptores (Hanahan & Weinberg, 2011). Son muy comunes también las
afectaciones en las vias de sefializacion involucradas en proliferacién, por ejemplo, las
mutaciones en los genes involucrados en la cascada de sefializacion de la oncoproteina
RAS la mantienen activada en 30% de los canceres. Asimismo, las células también
presentan la capacidad de evadir supresores de crecimiento mediante la inactivacion de los
genes supresores de tumores, como los que codifican a las proteinas RB (asociada a

retinoblastoma) y p53, importantes supresores de la proliferaciéon (Sanchez, et al., 2018).

Otro mecanismo que debe habilitarse en el desarrollo del cancer para asegurar la
supervivencia es la evasion a la muerte celular. En condiciones de homeostasis la apoptosis
se activa ante estimulos externos e internos de estrés para la célula como un mecanismo
de respuesta ante eventos irreparables o que puedan comprometer al tejido, como el dafio
al DNA o proliferaciébn descontrolada, a través de mecanismos que funcionan como
sensores de estrés (Jan, et al., 2019; Fouad & Aenei, 2017). Sin embargo, en la
tumorigénesis se desarrollan varios mecanismos que les permiten a las células evitar la

apoptosis y les confieren resistencia a la muerte celular. Principalmente se presenta la



pérdida de la funcién de supresion tumoral de p53, que es uno de los principales sensores
de dafo y estrés celular, pero también existe aumento en proteinas anti-apoptoticas,
disminucion en proteinas pro-apoptoticas e inhibicion de la funcién de las caspasas (Jan,
et al., 2019; Fernald & Kurokawa, 2013). Adicionalmente, la inmortalidad replicativa es
necesaria para formar un tumor macroscopico. Esta capacidad se obtiene principalmente
de la sobreexpresion de la telomerasa, la cual es una enzima que permite alargar los
telomeros y por lo tanto permite replicarse de manera ilimitada y la protege de entrar en un
estado de senescencia (Hanahan & Weinberg, 2011).

Por otro lado, los tumores requieren de un mayor abastecimiento de oxigeno y nutrientes
debido a su alta tasa proliferativa, por lo que la angiogénesis es un proceso esencial que
permite la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de los ya existentes, uno de los
mecanismos que inducen este proceso en los tumores es la hipoxia y la sobreexpresion del
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (Saman, et al., 2020). Debido a que el
requerimiento de energia es mayor, el metabolismo de las células de cancer también se ve
modificado. Un fenbmeno cominmente observado en las células tumorales es el efecto
Warburg o glucdlisis aerobia, en el cuél la célula dirige al piruvato obtenido de la oxidacién
de la glucosa hacia la produccién de lactato, aun en presencia de oxigeno suficiente, y
disminuyendo la fosforilacion oxidativa para hacer mas eficiente la sintesis de ATP (Liberti
& Locasale, 2016).

Finalmente, la capacidad de migrar e invadir otros tejidos se adquiere principalmente de
alteraciones en los mecanismos de anclaje y unién entre células y con la matriz extracelular.
Una de las moléculas de adhesion celular de la que cominmente se disminuye su expresion
es la E cadherina, la cual es crucial en la unién entre células y permite la formacién de
epitelios (Guan, 2015; Mékitie, et al., 2019). Asi mismo, moléculas de adhesién asociadas
con la migracion como la N-cadherina se ven sobreexpresadas en carcinomas invasivos. El
proceso de metastasis comprende varias etapas que incluye el ingreso de células tumorales
a vasos sanguineos Yy linfaticos cercanos, transporte de dichas células a través de sangre
y linfa, extravasacion de las células al parénquima de otro tejido, formacion de

micrometastasis y por altimo crecimiento a un tumor macroscéopico (Guan, 2015).

1.2 Céancer de mama
El cancer puede desarrollarse en cualquier tejido originando mas de 100 tipos. Entre los

mas comunes se encuentra el cancer de mama (NCI, 2015), el cual es el tipo mas



diagnosticado entre las mujeres a nivel mundial, afectando a mas de 1.5 millones de

mujeres cada afo y siendo una de las principales causas de muerte (Bray, et al., 2018).

En cuanto a la incidencia, este tipo de cancer se diagnostica en etapas tempranas
principalmente en paises desarrollados y por lo tanto en estos paises el pronéstico es mas
favorable, mientras que en paises en vias de desarrollo el acceso a mamografias y otros
métodos de diagndstico es mas limitado y por los tanto el diagnéstico se hace en etapas
mas tardias lo que limita la eficacia de los tratamientos (Harbeck, et al., 2019).

Las mutaciones que originan el cancer de mama estan principalmente en genes
involucrados en modular el ciclo celular que se reprimen o se activan para evitar la apoptosis
0 mantener la proliferacion celular e inhibir rutas de oncogenes. Cominmente el cancer de
mama se genera a partir de multiples mutaciones de baja penetrancia que actian de forma
acumulativa (Lukasiewicz, et al., 2021). Este tipo de cancer puede ser de tipo invasivo 0 no
invasivo y ambos pueden desarrollarse en las células epiteliales de los ductos o de los
I6bulos mamarios; en ambos casos el tipo ductal es el mas comdn con una incidencia de
mas del 80% (Watkins, et al., 2019).

Los factores de riesgo asociados con el desarrollo de cancer de mama se pueden dividir
entre modificables y no modificables. Entre los primeros se encuentren la obesidad, la
inactividad fisica, el consumo de alcohol, el uso de cigarro, estar bajo tratamientos de
reemplazo hormonal, entre otros. Mientras que en los no modificables se encuentra la edad,
tener antecedentes familiares de la enfermedad, raza o etnia, embarazo, menopausia, etc.
(Lukasiewicz, et al., 2021).

1.2.1 Clasificacion

El cancer de mama se puede clasificar en varios subtipos de acuerdo con la presencia o
ausencia en la expresion del receptor para el factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2) y de los receptores hormonales de estrégenos y progesterona. La primera
clasificaciéon de tipo molecular la realizdé Perou y col. en el 2000, denominada clasificaciéon
intrinseca, a partir del analisis de patrones de expresion de genes (Eliyatkin, et al., 2015;
Perou, et al., 2000).

El primer subtipo es el Luminal, el cual expresa el receptor de estrogenos (ER), comprende
el 70% de los canceres de mama invasivos y a su vez se divide en luminal Ay B. El subtipo
luminal A se caracteriza por la expresion del ER y/o del receptor de progesterona (PR),

ausencia de expresion de HER2 y baja expresién de genes relacionados con proliferacion.



Por otro lado, el luminal B expresa ER, puede ser PR negativo y/o HER2 positivo y tiene
alta expresion de genes asociados a proliferacion, por lo tanto, este subtipo tiende a un
peor prondstico que el anterior (Lukasiewicz, et al., 2021).

El siguiente subtipo dentro de esta clasificacion es el HER2 enriquecido, el cual representa
entre el 10 y 15% de los canceres de mama y se caracteriza por tener una alta expresion
de HER2 y ausencia de ER y PR. Estos ultimos subtipos pueden ser tratados con terapia
dirigida como la inmunoterapia con anticuerpos monoclonales dirigidos contra alguno de los

receptores ya mencionados (Hon, et al., 2016).

En el tercer subtipo, denominado triple negativo o de tipo basal, no hay expresiéon de
ninguno de los receptores mencionados anteriormente, representa el 20% de todos los
canceres de mama y es el subtipo mas agresivo y con peor pronéstico en las pacientes
(Watkins, 2019; Hon, et al., 2016). El ultimo subtipo en describirse es el cancer de mama
con baja expresion de claudina, el cual también carece de la expresiéon de ER, PR y HER2
y se caracteriza por la baja expresion de genes involucrados en la adhesion célula-célula y
la alta expresion de genes asociados con la transicion epitelio-mesénquima (Fougner, et
al., 2020; Lukasiewicz, et al., 2021).

La capacidad de desarrollar metastasis depende del subtipo de cancer, de acuerdo con la
clasificacion intrinseca el tipo luminal A, B y HER-2 presentan reincidencia tardia con
tendencia en hueso y ganglios linfaticos, mientras que el subtipo triple negativo presenta

una reaparicion mas temprana principalmente en pulmén y cerebro (Harbeck, et al., 2019).

1.2.2 Tratamiento

El tratamiento se elige dependiendo de las caracteristicas moleculares e histoldgicas del
cancer de mama. La cirugia es la primera opcion en casos de tumores operables, sin
metastasis y detectados en etapas tempranas y en algunos casos esta puede ir precedida
por terapia sistémica que incluye quimioterapia o terapia hormonal para reducir el tamafio
tumoral o bien la terapia sistémica puede aplicarse después de la cirugia para reducir el
riesgo de reaparicién (Burguin, et al., 2021). Existen dos tipos de procedimiento quirdrgico:
mastectomia total y parcial, en esta ultima se remueve solo el tejido tumoral y se conserva
parte del tejido intacto, y ambos tipos de cirugia pueden ir acompafados de procedimientos

de reconstruccion (Lukasiewicz, et al., 2021).

La quimioterapia es un tratamiento sistémico que puede usarse como adyuvante, si se

emplea después de una mastectomia 0 como neoadyuvante, cuando se administra previo



a la cirugia. Los farmacos mas utilizados como quimioterapia son el carboplatino, la
ciclofosfamida, los taxanos y las antraciclinas. Sin embargo, la principal desventaja de esta
terapia es que tiene mdltiples efectos secundarios en las pacientes. Por otra parte, la
radioterapia es un tratamiento local que generalmente se aplica después de la mastectomia
y/o en conjunto con la quimioterapia (Moo, et al., 2019; Burguin, et al. 2021).

Las terapias hormonales también pueden usarse como terapia neoadyuvante o adyuvante
y se utiliza en cancer de subtipo luminal. En este tipo de terapias se emplean farmacos para
bloguear a los receptores de hormonas o para disminuir los niveles de estrégeno para evitar

que estimulen a las células cancerosas (Burguin, et al., 2021)

En los subtipos luminal A y B se tiene como primera opcién la cirugia y dependiendo de si
el cancer es de alto riesgo de aparicidn se requiere de quimioterapia, si no es asi sélo se
utiliza terapia hormonal. Para los subtipos triple negativo y HER2+ se recomienda
guimioterapia antes y después de la cirugia y dependiendo de la presencia de otros

marcadores puede ir acompafada de anti-HER2 (Harbeck, et al., 2019).

Por otro lado, casos de cancer de mama con tumores inoperables o cancer de mama
metastasico en hueso, pulmén o higado son tratables pero incurables teniendo como
principal causa de muerte la metastasis, por lo tanto, el tratamiento principalmente va
dirigido a aliviar los sintomas y mejorar la calidad de vida (Harbeck, et al., 2019). La
radioterapia es una opcion para mitigar sintomas provocados por las metastasis en hueso,
cerebro y tejido blando, ademas se ha observado que tratar el tumor primario con radiacién
puede generar una respuesta sistémica que actle sobre células tumorales distantes, lo cual
es un efecto beneficioso y util para las terapias combinadas con inmunoterapia (Moo, et al.,
2019).

1.3 Respuestainmune contra el cancer

El concepto de inmunoedicion fue propuesto por Schreiber y colaboradores para explicar el
proceso responsable de la eliminacién de tumores y de la modificacion del fenotipo
inmunogénico de los tumores que conllevan al escape y desarrollo del tumor (Dunn, et al.,
2002). La inmunoedicién consiste en tres etapas: eliminacion, equilibrio y escape, sin
embargo, no necesariamente todas las células tumorales pasan por las tres etapas
(Schreiber, et al., 2011).

La primera etapa es la de eliminacion, en la cual la respuesta innata y la inmunidad

adaptativa se encargan de detectar tumores en desarrollo y de eliminarlos (Schreiber, et



al., 2011). Las células NK y linfocitos T CD8" tienen gran participacion en esta etapa al
reconocer y eliminar a las células de cancer mas inmunogénicas. Las primeras secretan
CCL5 y XCL1 que promueve el reclutamiento de células dendriticas convencionales que
incrementan la presentacion de antigeno y activacion de los linfocitos T (Gonzéalez, et al.,
2018). Una etapa de eliminacion efectiva depende de la tasa de crecimiento del tumor, del
lugar anatomico en dénde se desarrolla y del origen del tumor (Schreiber, et al., 2011).

Después de la etapa de eliminacion, si existen células tumorales sobrevivientes, pueden
pasar a la etapa de equilibrio. Esta comprende el control del crecimiento tumoral por parte
del sistema inmune, manteniendo a las células de cancer residuales de la fase anterior en
un estado de inactividad. Esta etapa es la mas larga y puede mantenerse durante toda la

vida del paciente (Schreiber, et al., 2011).

Finalmente, se puede iniciar la etapa de escape cuando el tumor logra evitar los
mecanismos de reconocimiento y destruccion del sistema inmune. El escape depende de
alteraciones que permitan evitar el reconocimiento del tumor, como la pérdida en la
expresion de antigenos o de alteraciones que proporcionan resistencia a los efectos
citotoxicos como la induccién de mecanismos anti apoptoticos. La pérdida en la expresion
de antigenos se puede generar mediante tres mecanismos principales: surgimiento de
células que carecen de determinados antigenos, pérdida o disminucién en la expresion de
las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) o mediante la
pérdida del funcionamiento en la maquinaria de procesamiento de antigeno. Esto genera
una seleccion y proliferacion de células tumorales poco inmunogénicas que no pueden ser
reconocidas por el sistema inmune. La inmunosupresion en el microambiente tumoral
también contribuye al escape. Se obtiene por la secrecion de citocinas supresoras como
IL-10, TGF-B, prostaglandina E2 y VEGF por parte de los macréfagos asociados a tumor y
los linfocitos T reguladores; expresion de los inmunocheckpoints inhibitorios (PD-L1 vy
CTLA-4) y el reclutamiento de linfocitos T reguladores, macréfagos asociados al tumor y
células supresoras derivadas mieloides. La secrecion de estas citocinas supresoras inhibe
la secrecidn de IL-12 por parte de las células dendriticas e inhiben la respuesta Thly la

funcién de las células NK (Gonzalez, et al., 2018).

1.4 Inmunoterapia en cancer
La inmunoterapia tiene como objetivo estimular a los componentes del sistema inmune para
generar una respuesta contra el tumor. Este tipo de terapia ha surgido a partir de la

necesidad de encontrar tratamientos mas especificos y efectivos para los pacientes. La

10



inmunoterapia se clasifica, de acuerdo con su mecanismo de accion para generar una
respuesta inmune antitumoral, en activa y pasiva (Sahu & Suryawanshi, 2021; Sambi, et
al., 2019). Otra clasificacion adicional divide la inmunoterapia en especifica o no especifica
dependiendo de si la respuesta generada va dirigida a antigenos especificos o si es una
respuesta generalizada (Henriques, et al., 2021).

En la inmunoterapia pasiva se genera una respuesta in vitro y después es transferida de
vuelta al paciente como en la terapia adoptiva de transferencia de células y con anticuerpos
monoclonales dirigidos a antigenos del tumor. Mientras que en la inmunoterapia activa la
respuesta se genera in situ utilizando vacunas, citocinas, inhibidores de checkpoints

inmunoldgicos (Sahu & Suryawanshi, 2021; Galluzzi, et al., 2014).

Los primeros tratamientos de inmunoterapia aprobados para utilizarse en cancer de mama
fueron lo anticuerpos monoclonales. Existen al menos tres anticuerpos dirigidos contra
HER2 autorizados para utilizarse en combinacién con quimioterapia (Trastuzumab,
Pertuzumab y Margetuximab) y actualmente son el tratamiento de eleccién para pacientes
con cancer de mama HER2+ en etapas tempranas y avanzadas (Henriques, et al., 2021).
Otro enfoque de tratamiento con estos anticuerpos se obtiene al fusionarlos con citotoxinas
gue actuan sobre los microtubulos de células HER2+, reduciendo asi la toxicidad de estos

farmacos en células que no expresan dicha proteina.

Los inhibidores de checkpoints inmunolégicos (ICI), son anticuerpos monoclonales dirigidos
contra moléculas como PD-1, PD-L1 y CTLA-4 las cuales son reguladores que modulan
negativamente las respuestas inmunes. Estds moléculas pueden estar presentes en los
linfocitos T activados como es el caso de PD-1 y CTLA-4 se unen a antigenos expresados
en células tumorales como el PD-L1 limitando asi la funcion efectora de los linfocitos T
(Henriquez, et al., 2021; Inthagard, et al., 2019).

Sin embargo, el tratamiento con los ICI tiene una efectividad que va del 15-30% en la
mayoria de los tipos de cancer y sélo en melanoma se ha observado hasta del 80%. Por lo
cual, se han probado en combinacién con otros ICl 0 con otros tratamientos como la

vacunas de neoantigenos (Esfahani, et al., 2020).

1.5 Anticuerpos anti-idiotipo
Los anticuerpos son glicoproteinas producidas por los linfocitos B como respuesta a un
antigeno. Se componen de dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L). Cada par

de cadena pesada y ligera posee un dominio de inmunoglobulina variable (V) en los
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primeros 110 amino&cidos de su extremo amino terminal. Los dominios variables de ambas
cadenas (VH y VL) forman la region variable la cual determina la especificidad de union al
antigeno (Murphy & Weaver; 2017). Los dominios variables son (nicos en cada
inmunoglobulina y en cada dominio la variabilidad se concentra en tres segmentos
designados como regiones determinantes de la complementariedad (CDR, por sus siglas
en inglés complementarity-determining regions) y a la estructura que forma el CDR de los
dominios variables se le conoce como idiotopo (Kieber-Emmons, et al., 2012; Murphy &
Weaver; 2017). La asociacién de dos dominios V forma al idiotipo, el cual es un conjunto

Unico de idiotopos (Requena, et al., 2012).

El término idiotipo se refiere a la coleccién de idiotopos contenidos en una inmunoglobulina
y se localizan en las regiones hipervariables de las inmunoglobulinas. Se generan
somaticamente y pueden reconocerse como extrafios porque se encuentran en muy baja
cantidad para generar tolerancia (Lépez, et al., 2012). La teoria de la red de idiotipo fue
propuesta por Niels Jerne en 1974. En esta describia que el sistema inmune comprende
una red regulatoria de anticuerpos (Ab1l) y sus anti-anticuerpos (Ab2). Jerne describié dos
tipos de Ab2s: Ab2a el cual se une a un sitio cerca del sitio de unién al antigeno del Abl y
Ab2f el cual se une al CDR y por lo tanto contiene la imagen interna del antigeno original
(Kieber-Emmons, et al., 2012).

Posteriormente, el concepto de mimetismo molecular surgié a partir de que Lindemann
describiera por primera vez la posibilidad de que anticuerpos anti-idiotipo pudieran
mimetizar al antigeno original (Kieber-Emmons, et al., 2012), basandose en la idea de que
tanto el antigeno como el idiotipo del Ab2 se unen al sitio de unién al antigeno del Ab1l, por
lo que el sitio de union del Ab2 serd estructuralmente similar al antigeno (Lépez, et al.,
2012). Adicionalmente la exposicién al Abl no sé6lo es capaz de generar Ab2 si no también
de producir ADCC. Mas tarde, Jerne incorpord estos conceptos de mimetismo molecular e
imagen interna en su teoria de la red de idiotipo (Kieber, et al., 2012). El concepto de
mimetismo molecular permitié el surgimiento de la idea de la capacidad de los anticuerpos
dirigidos contra un ligando de competir con su receptor real, y a su vez estos anticuerpos
anti-ligando podrian servir como molde para formar anticuerpos anti-idiotipo que

mimetizarian al ligando original (Linthicum & Farid, 1988).

1.5.1 Inmunoterapia basada en los idiotipos
A partir de la teoria de la red inmunoldgica, han surgido estrategias terapéuticas alternativas

para diversas enfermedades, incluyendo el cancer, que no utilizan directamente al antigeno
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para producir una respuesta inmune. Existen estudios que buscan demostrar que el
anticuerpo Ab2(3 mimetiza estructuras tridimensionales del antigeno original, induciendo
una respuesta inmune similar a la que genera el antigeno nominal. Las vacunas anti-idiotipo
son un ejemplo de inmunoterapia activa basada en idiotipos que no requiere utilizar
directamente al antigeno para producir una respuesta inmune y asi busca evitar uno de los
principales problemas que enfrenta el desarrollo de vacunas contra céancer: la tolerancia
inducida por los antigenos asociados a tumor (TAAS), los cuales son antigenos propios no
mutados, pero expresados en mayor proporcion en las células malignas (Foon &
Bhatacharya, 2001).

El uso de idiotipos en inmunoterapia se ha propuesto bajo dos diferentes enfoques, el
primero utilizando al idiotipo como antigeno blanco directamente en las células tumorales y
el segundo a partir de la generacién de anticuerpos anti-idiotipo para usarlos como
inmundgenos que mimetizan al antigeno original (Lopez, et al., 2012). A partir de la
inmunizacion con anticuerpos monoclonales (Abl) se han producido Ab2 capaces de
generar respuestas antitumorales, ademas la inmunizacién con los Abl puede inducir
también citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC) (Bardos, 2005). Para aumentar la
inmunogenicidad de los idiotipos, en algunos estudios se han empleado idiotipos acoplados
con proteinas acarreadoras altamente inmunogénicas y co-administrandolos con citocinas
como el GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos),
adyuvantes, inmundgenos recombinantes y vectores virales. Otros estudios han utilizado
enfoques que buscan la internalizacion del antigeno y facilitan el procesamiento del
antigeno en las células dendriticas, uniendo el antigeno a ligandos de células dendriticas,
a receptores que se internalizan o a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
de clase Il (Lépez, et al., 2012). Biragyn y colaboradores, utilizaron el concepto de unir el
antigeno a ligandos y fusionaron los idiotipos de dos modelos de linfoma a las quimiocinas
IP-10 y MCP-3, las cuales tienen su receptor en células dendriticas, lo que facilitd la entrega
y presentacion del antigeno y provocé una fuerte respuesta inmune protectora contra el

tumor (Biragyn et al., 1999).

Existen algunos disefios de vacunas anti-idiotipo para diferentes tipos de cancery utilizando
diversas estrategias para inducir los anticuerpos anti-idiotipo. Esta el ejemplo de
Racotumomab, la cual es la Unica y primera vacuna anti-idiotipo aprobada, utilizada en
Cuba y Argentina. Esta vacuna consiste en un Ab2p dirigido contra el anticuerpo murino

anti-ganglioésido glicolilado GM3, y ha demostrado ser altamente inmunogénica, segura y

13



eficaz. En un estudio clinico fase | realizado en pacientes con melanoma, cancer de mama
y pulmonar, Racotumomab demostré ser capaz de generar anticuerpos especificos de tipo
IgM e IgG contra el gangliosido glicolilado NeuGcGM3. Posteriormente, en otro estudio
clinico realizado para evaluar la eficacia terapéutica de la vacuna en pacientes con cancer
pulmonar que habian recibido quimioterapia previamente, se observé un incremento en la

sobrevivencia promedio de los pacientes del estudio (Vazquez, et al., 2012).

Por otro lado, Bhattachary y colaboradores han generado cascadas de anticuepos anti-
idiotipo para 4 antigenos tumorales humanos. En cancer colorrectal, su vacuna anti-idiotipo
(anticuerpo anti-ld que mimetiza un epitopo especifico de CEA) fue probada en ensayos
clinicos con pacientes y demostré6 que es capaz de generar respuestas humorales y
celulares de tipo Th1 con secrecion significativa de IFN-y. Ademas, la vacuna fue capaz de
generar el Ab3 que demostré unirse a los mismos epitopos que Abl (Bhattachary, et al.
1990).

Adicionalmente, algunos estudios han sugerido que los anti-idiotipos pueden mediar
respuestas celulares. En un estudio se realizaron ensayos de citotoxicidad con linfocitos T
CD8* generados en ratones a partir de la inmunizacién con una proteina hemaglutinina viral.
Se observé que estos linfocitos fueron capaces de reconocer y lisar tanto a células B que
expresaban anticuerpos anti-idiotipo de la hemaglutinina, fragmentos variables de las
cadenas ligeras y pesadas del anti-idiotipo, asi como células con mimotopos del anti-idiotipo
cargados exégenamente (Vani, et al. 2007). En modelos murinos de linfoma de células B,
en donde se ha aplicado la inmunizaciéon con vacunas anti-idiotipo de DNA o péptidos
sintéticos se ha encontrado que la proteccion inducida se debe a la participacién de
linfocitos T CD4"y CD8" (Lopez, et al., 2012). Mas recientemente, en un estudio clinico en
doénde probaron una combinaciéon de dos anticuerpos monoclonales anti-ld murinos
dirigidos contra dos epitopos diferentes del antigeno de alto peso molecular asociado a

melanoma, se indujeron CTLs capaces de lisar células de melanoma (Kohler, et al., 2019).

1.5.1.1 Tratamientos con anticuerpos anti-idiotipo en cancer de mama

En cancer de mama se han propuesto tratamientos con anticuerpos anti-idiotipo y algunos
se han evaluado tanto en modelos animales como en ensayos clinicos. Tal es el caso de
Racotumomab, una vacuna anti-idiotipo que consiste en un anticuerpo monoclonal anti-
idiotipo dirigido contra el Abl monoclonal P3, que reconoce gangliésidos glicolilados
(NeuGcGM3) (Vazquez, et al., 1998). El grupo de trabajo que desarrollé esta vacuna

planteé que Racotumomab era capaz de actuar como antigeno sustituto del gangliésido
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glicolilado generando anticuerpos que puedan reaccionar con el Ab2 y con gangliosidos
glicolilados (Vazquez, et al., 2012). Para probar esta hipétesis se realizaron estudios en
pollos, ratones y monos. Los primeros estudios en ratones mostraron que la inmunizacion
con Racotumomab era capaz de inducir una respuesta de Ab3 capaz de bloquear la unién
de Racotumomab al Abl, sin embargo, los Ab3 no tenian la misma especificidad que el
Abl, por lo que se determiné que Racotumomab no contenia la imagen interna del Abl
(Vazquez, et al., 1998).

No se observo respuesta hacia el antigeno original en monos y ratones debido a que, los
gangliésidos glicolilados se encuentran en tejido normal, por lo que son moléculas
sometidas a tolerancia (Vazquez, et al., 2012). Mientras que, en pollos si se observoé la
generacion de una respuesta especifica hacia el gangliésido de interés (Hernandez, et al.,
2005)

Posteriormente evaluaron su efecto en modelos murinos de cancer (Vazquez, et al., 2012).
Previo al implante con células de la linea de carcinoma mamario F3ll, inmunizaron ratones
con 3 dosis intraperitoneales de Racotumomab acoplado a hemocianina de lapa
californiana (Megathura crenulata) (KLH, por sus siglas en inglés Keyhole Limpet
Hemocyanin) como adyuvante y aplicaron 4 dosis posteriores al implante. El tumor crecio
en todos los grupos evaluados, pero observaron una disminucion en el crecimiento tumoral
y en la formacibn de metastasis en el pulmén en los grupos inmunizados con
Racotumomab/KLH, en comparacion con el grupo control y los grupos inmunizados
Unicamente con Racotumomab o el adyuvante (Vazquez, et al.,, 2012). En estudios
posteriores en este mismo modelo de cancer de mama se emple6 Racotumomab en
combinacioén con ciclofosfamida y observaron reduccidn en angiogénesis y en la proporcién

de células supresoras mieloides granulociticas en bazo (Gajdosik, 2014).

Por otro lado, se ha evaluado la inmunogenicidad y seguridad de Racotumomab en ensayos
clinicos de fase | en pacientes con cancer de mama en etapa lll o IV y con metastasis. En
un primer estudio se administr6 Racotumomab con hidréxido de aluminio via intradérmica,
a pacientes con cancer de mama en etapa lll/IV cada 2 semanas hasta alcanzar 6 dosis.
En 8 de 9 pacientes se observaron respuestas de IgG e IgM especificas hacia el
NeuGcGM3 (Gajdosik, 2014). Posteriormente, en otro estudio en pacientes con cancer de
mama metastasico se evaluaron diferentes dosis de la vacuna. Se administraron 6 dosis
intradérmicas cada 2 semanas, seguido de una fase de mantenimiento con 10 dosis,

aplicadas mensualmente, hasta completar un afio de tratamiento (Guthmann, et al., 2006).
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En general, los pacientes toleraron bien la vacuna, s6lo presentado algunas reacciones
cutaneas y se indujo una respuesta especifica hacia NeuGcGM3, asi como una respuesta
especifica de tipo Thl en 40% de los pacientes (Gajdosik, 2014). De manera interesante,
cuando Racotumomab fue administrado en pacientes con melanoma avanzado en un
ensayo clinico de fase |, fue capaz de inducir una respuesta especifica de Ab3 contra los
N-glicolil gangliésidos. Con este resultado demostraron que, a diferencia de lo observado
previamente en animales, en humanos Racotumomab si actia como Ab2 con la imagen
interna del Abl (Diaz, et al., 2003).

Otra estrategia de tratamiento son los anticuerpos anti-idiotipo dirigidos contra Her2/neu.
En un modelo murino de cancer con células transfectadas para expresar Her2/neu fue
capaz de inducir respuestas celulares, humorales y también confiri6 protecciéon contra el
reto de una dosis letal de células tumorales her2+. Se observé que los Ab3 generados a
partir de la inmunizacién con 6D12 fueron capaces de reconocer al antigeno original, incluso

en una linea celular de cancer de mama humano (SK-BR3) (Mohanty, et al., 2007).

Finalmente, se han empleado los anticuerpos anti-idiotipo como antagonistas de receptores
hormonales involucrados en el desarrollo del cancer de mama. Tal es el caso del anticuerpo
anti-idiotipo AK98, disefiado por Wenbin y colaboradores, capaz de unirse a la insulina ya
gue mimetiza al epitopo de union al receptor de la insulina. En dicho estudio demostraron
gue el anticuerpo AK98 es capaz de unirse al receptor de insulina e inhibir la sefializacion
de este, ademas observaron una tendencia a disminuir la proliferacién inducida por insulina

en células de la linea celular de cancer de mama MCF-7 (Wenbin, et al., 2020).
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2 Antecedentes

La inmunogenicidad de los anticuerpos se ha observado en terapias con anticuerpos
monoclonales (mAb) capaces de inducir respuestas de anticuerpos tipo ADAs (Anti-Drug
Antibodies) mediante la activacién de los linfocitos T por los epitopos antigénicos de los
mADb vy la posterior estimulacion de los linfocitos B (Liang & Zhang, 2020; Harding, et al.,
2010). Tal es el caso del primer anticuerpo monoclonal aprobado para uso terapéutico por
la FDA, OKT3 dirigido contra el CD3 de los linfocitos T, en dénde un porcentaje significativo
de los pacientes que fueron tratados con OKT3 desarrollaron anticuerpos humanos anti-
raton (Davda, et al., 2019).

Desde entonces se han desarrollado anticuerpos quiméricos, humanizados o
completamente humanos que lograron reducir en algunos casos la incidencia de ADAs
(Almagro, et al., 2018). Para la formacion de anticuerpos humanizados se transfieren los
CDRs de anticuerpos murinos a regiones variables de anticuerpos humanos y son
producidos en ratones transgénicos o mediante phage-display como Adalimumab, el primer
anticuerpo completamente humano aprobado para uso terapéutico. Sin embargo, el
tratamiento con Adalimumab ha reportado entre 5-86% de incidencia en formacién de ADAs
(Harding, et al.,2010). Esto sugiere que los péptidos de los CDRs contenidos en las
regiones variables de los anticuerpos contienen epitopos con la capacidad de inducir la
formacion de ADAs y anticuerpos anti-idiotipo mediante la activacion de la red de
anticuerpos idiotipo/ anti-idiotipo, ademas podrian actuar como neoantigenos al no estar

sometidos a tolerancia central (Talotta, et al., 2019; Odales, et al., 2020).

En comparacion con otras estrategias evaluadas como terapias contra el cancer, el enfoque
de utilizar a los mimétopos de los CDRs de los anticuerpos ha mostrado resultados
favorables para inducir respuestas de linfocitos T citotéxicos (Vani, et al., 2007; Lépez, et
al., 2012). Los mimétopos son péptidos que mimetizan epitopos de un antigeno nominal y
basados en la reactividad cruzada de los TCRs pueden inducir la activacion de linfocitos T
(Slansky & Nakayama, 2020). Se ha probado la efectividad de mimétopos, obtenidos
mediante substituciones de uno o varios aminoacidos que puedan mejorar la interaccion
MHC-TCR o la estabilidad de la unién péptido-MHC, en diferentes tipos de cancer (Burhman
& Slansky, 2013). En pacientes con melanoma que fueron vacunados con mimaotopos de la
glicoproteina gp100 de melanoma se observaron respuestas de linfocitos T productores de

IFN- vy, mientras que en el modelo CT26 de cancer colorrectal murino se observaron
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respuestas celulares especificas contra al antigeno natural AH1 inducidas por el mimotopo
A5 (Slansky & Nakayama, 2020; Jordan et al., 2010).

El empleo de mimo6topos es una opcion para superar la tolerancia inducida hacia los
epitopos tumorales en el desarrollo de vacunas contra cancer, debida a la eliminacién de
linfocitos T con avidez alta por MHC propios, impidiendo respuestas hacia antigenos
tumorales derivados de proteinas propias como los antigenos asociados a tumor (TAAS) o
los neoantigenos. Estos ultimos son péptidos alterados derivados de mutaciones somaticas
y s6lo se expresan en células tumorales, por lo que han resultado atractivos para el disefio
de vacunas contra cancer mas especificas y con menos efectos téxicos. Sin embargo, se
ha observado que son poco inmunogénicos y a pesar de que es posible predecir los
péptidos con alta afinidad al MHC-I s6lo del 20-30% son capaces de inducir naturalmente
respuestas celulares de linfocitos Ty la mayoria son respuesta de linfocitos T CD4* (Zhang,
et al., 2019).

Por otro lado, las inmunoglobulinas se han utilizado como vehiculos para insertar péptidos
en sus CDRs. Por ejemplo, en el disefio de una molécula inmunogénica en dénde los CDR
de la region variable de la cadena pesada de una inmunoglobulina humana fueron
reemplazados por un epitopo de Taenia crassiceps exhibida en la superficie del
bacteri6fago M13. Esta construcciébn se administrd en ratones BALB/c y se observo
proteccion contra la infeccion (Manoutcharian, et al., 1999). En otro estudio, se disefié una
vacuna de DNA denominada Inmunobody en donde reemplazaron epitopos de linfocitos T
citotoxicos y cooperadores en los CDRs de inmunoglobulinas G humanas. En sus
resultados observaron que los epitopos eran presentados eficientemente y se obtenia

respuestas antitumorales (Metheringham, et al.,2009).

A partir del concepto de mimetismo molecular existen propuestas de inmunoterapias
basadas en idiotipos, entre ellas vacunas anti-idiotipo. Racotumomab, es la Unica vacuna
anti-idiotipo aprobada para utilizarse como tratamiento en cancer de pulmén de células no
pequefias en Argentinay Cuba. Con esta vacuna han observado que los pacientes generan
respuestas de anticuerpos hacia el gangliésido expresado en las células tumorales después
de ser inmunizados y las células tumorales pueden eliminarse mediante un mecanismo no
apoptatico independiente de la activacion del complemento (Vazquez, et al., 2012; Alfonso,
et al., 2014).
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Las terapias anti-idiotipo que se han evaluado en trabajos previos se generan a partir de
anticuerpos monoclonales y van dirigidas a un antigeno en especifico. Por tal motivo, el
desarrollo de un tratamiento contra el cancer con anticuerpos anti-idiotipo policlonales
resulta una idea atractiva porque representan un repertorio mas amplio de los antigenos
presentes en el tumor. Por lo tanto, en el presente estudio se evalud si el tratamiento con
anticuerpos anti-idiotipo policlonales tiene efecto antitumoral en un modelo murino de

cancer de mama.
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3 Hipotesis

La presencia de un tumor de células 4T1 generara anticuerpos especificos dirigidos hacia
moléculas del tumor (Abl). La inmunizacion de ratones sanos con estos anticuerpos anti-
4T1 (Abl) generara anticuerpos especificos (Ab2) dirigidos hacia los idiotipos de los
anticuerpos anti-4T1 con la imagen interna de antigenos del tumor. Por lo tanto, el
tratamiento en un modelo murino de cancer de mama con los anti-anticuerpos (Ab2) que
contienen mimoétopos del tumor 4T1 en sus CDRs, sera capaz de inducir una respuesta de

linfocitos T CD8" que inhibiré el crecimiento tumoral.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar la respuesta inmune mediada por linfocitos T CD8* inducida por los mimotopos
contenidos en los CDRs de anticuerpos anti-idiotipo policlonales generados a partir de
anticuerpos anti-4T1.

4.2 Objetivos particulares
e Purificar anticuerpos anti-4T1 (Abl) de ratones con cancer de mama
e Generar anticuerpos anti-idiotipo (Ab2) a partir de la inmunizacién de ratones sanos
con los anticuerpos anti-4T1 (Abl)
e Evaluar la respuesta inmune antitumoral mediada por linfocitos T CD8* inducida por

los anticuerpos anti-idiotipo (Ab2) inmunizando ratones con Abl y Ab2.
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5 Materiales y Métodos

5.1 Implante de lalineatumoral 4T1 en ratones BALB/c

Se utilizé la linea tumoral 4T1 de adenocarcinoma mamario (American Type Culture
Collection), la cual genera tumores TNBC y asemeja mucho a este tipo de tumores en
humano (Schrérs, 2020). Las células se mantuvieron in vitro en medio RPMI-1640
suplementado con 10 % de suero fetal bovino y 1% de anti-anti a 37 °C y 5 % de CO.. Se
tomaron 10° células tumorales 4T1 viables en un volumen de 100 uyL de PBS y se
implantaron en la glandula mamaria derecha de ratones hembra de 15 semanas de edad
de la cepa BALB/cANN. Pasados 30 dias los ratones fueron sacrificados y se obtuvieron
muestras de suero de ratones que desarrollaron tumor. Asi mismo, se obtuvieron muestras

de suero de ratones sanos de la misma edad como control negativo.

5.2 Purificacion de anticuerpos especificos contra el tumor 4T1 (Ab1) por
cromatografia de afinidad con proteina G

Se empled una columna empacada con 1 mL de suspensiéon de proteina G- acoplada a
agarosa (Roche cat. 11 719 416 001) a la cual se le realizaron 3 lavados con buffer de
lavado (Na:HPO 4 NaH,PO4, 20 mM, NaCl 150 Mm, EDTA 2 mM, pH=7) y posteriormente
se equilibré con buffer de unién (Na;HPO s NaH,PO 4, 20 mM, pH=7). El suero obtenido de
los ratones BALBI/c se diluyé en buffer de unién y se incub6 durante dos horas a temperatura
ambiente o por 12 horas a 4°C en la columna con proteina G. Pasado el tiempo de
incubacién se recolecto la fraccién de suero no unido (1 mL) y posteriormente se realizaron
3 lavados con buffer de lavado. Se verificd la absorbancia de los lavados a 280 nm, hasta
gue fuera menor a 0.1. Se eluyeron los anticuerpos con buffer de elucién (Glicina 100 mM
pH 2.7). Se recolectaron 5 fracciones de 1 mL de los anticuerpos en un tubo con 30 pL de
buffer de neutralizacién (Tris 1 M pH 8) o una fraccién de 9 mL en un tubo con 270 pL de
buffer neutralizante. La absorbancia de las fracciones recolectadas se leyé a 280 nm. Se
adicionaron 5 volumenes de buffer de elucién para lavar la columna y finalmente se
adicionaron 8 voliumenes de buffer de unién para restablecer el pH de la columna. Para
almacenar la columna se agregé buffer de unién con etanol al 20%. Los anticuerpos
purificados se dializaron con membranas de didlisis de 25 kDa o en unidades de
ultrafiltracion (Vivaspin cat. VS1522). La concentracion de las muestras mas diluidas se
realizé en el equipo Speed Vac SPD1010 (cat. SPD1010-115). La concentracién de los

anticuerpos se determiné midiendo la absorbancia a 280 nm y utilizando el siguiente factor:

22



1 unidad de absorbancia= 0.8 mg de IgG. Los anticuerpos fueron filtrados con filtros de 0.22
pm y almacenados a 4°C hasta su uso.

5.3 Generacién y purificacion de anticuerpos anti-idiotipo contra el Ab1 (Ab2)

Para la generacién de los Ab2 se inmunizaron ratones macho de 5 a 6 semanas de edad
de la cepa BALB/cANN sanos con 100 pg de anticuerpos purificados de los ratones con
tumor (Abl) con adyuvante completo de Freund (Sigma cat. 5881) por via intraperitoneal.
Se aplicé un primer refuerzo de 100 pg de anticuerpos purificados con adyuvante
incompleto de Freund (Sigma cat. 5506) 21 dias después de la primera inmunizacién y al
dia 42 se aplicé un segundo refuerzo de 50 pg de anticuerpo purificado. Los ratones se
sangraron 9 dias después del segundo refuerzo. Se obtuvieron los sueros por retraccion
del coagulo y centrifugando dos veces a 12 000 rpm por 10 minutos. Los sueros se
alicuotaron y se almacenaron a -70°C hasta su uso. Las inmunoglobulinas G totales
generadas contra el Abl se purificaron por cromatografia de afinidad con proteina G como

ya se describié en el apartado anterior.

5.4 Evaluacioén de la integridad, pureza y especificidad de los anticuerpos

La integridad y pureza de los anticuerpos purificados por cromatografia de afinidad se
verificd por electroforesis en condiciones reductoras en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
al 10 % y se utilizé un marcador de peso molecular de amplio intervalo (BioRad cat. 161-
0317). Las muestras se diluyeron en buffer de carga 4x (Tris-HCI pH 6.8, 2-B-
mercaptoetanol, SDS 10%, glicerol, azul de bromofenol) y se incubaron por 10 minutos a
95°C. Posteriormente las muestras se colocaron en hielo previo a cargarse en el gel y se
corrieron con buffer de migracién (Tris base, SDS, Glicina; pH 8.3) durante 45 minutos a 20
mA. Se realiz6 un Western blot para confirmar que las proteinas purificadas eran I1gG. Se
utilizé el anticuerpo secundario anti-IgG de ratén acoplado a fosfatasa alcalina (Thermo
Fisher cat. G21060) y el sustrato de revelado BCIP/NTP (Life technologies cat. 002209).

5.5 Evaluacion de la respuesta inmune inducida por los anticuerpos anti-idiotipo
(Ab2)

El manejo de la linea tumoral 4T1 se realiz6 como fue descrito anteriormente. Se

implantaron 10* células 4T1 viables en la glandula mamaria derecha de ratones BALB/c

hembra de 8 semanas. La inmunizacién se realiz6 al dia 5 post implante de la linea tumoral

y se administraron 100 ug de anticuerpo Ab2 con 100 ug de adyuvante Poly I:C en 100 pl

de PBS por via subcutanea. El area tumoral se midié 3 veces por semana por el producto

del largo x ancho del tumor utilizando un Vernier digital (Fowler sylvac).
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5.6 Obtencion de células de bazo y de tumor

A los 30 dias post implante los ratones fueron sacrificados y se obtuvieron células de bazo
mediante perfusion con medio RPMI 1640. Las suspensiones celulares se centrifugaron a
400 g durante 10 minutos y posteriormente a los pellets se les adicionaron 5 mL de buffer
de lisis y se incubaron durante 7 minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de
incubacion se adicioné PBS hasta completar 14 mL, se centrifugaron a 400 g por 15 minutos
y los pellets se resuspendieron en 5 mL de medio. Se contaron las células de un bazo por
grupo en camara de Neubauer y se congelaron en medio de congelacién (suero fetal bovino
con DMSO al 10%) de 1x10° a 8x10° células dependiendo del grupo al que pertenecian. Se
congelaron células de 5 bazos de los grupos con mas de 5 ratones. Asi mismo, los tumores
se disgregaron mecanicamente y las suspensiones celulares se centrifugaron a 1500 rpm
por 10 minutos. Las pastillas se resuspendieron en 5 mL de buffer de lisis a 37°C y se
incubaron a temperatura ambiente durante 7 minutos. Se agreg6é PBS hasta completar 14
mL y se centrifugaron a 1500 rpm por 15 minutos. Las pastillas se resuspendieron en 1.6

mL de medio de congelacién y se congelaron dos alicuotas de 800 uL de cada tumor.

5.7 Inmunofenotipificacién de células de bazo

Las células de bazo y tumor se descongelaron y se resuspendieron en PBS 1X. Se
centrifugaron a 400 g por 10 minutos. Las muestras se decantaron, los pellets se
resuspendieron y se agregé 1 mL de medio RPMI 1640 para contar las células en camara
de Neubauer. Se tomaron 250 000 células de bazo y 750 000 células de tumor para tefir.
Las células se centrifugaron a 400 g 10 minutos, se retirdé el sobrenadante y se
resuspendieron con los anticuerpos anti-CD3 APC-eFluor 780 (clona 145-2C11), anti-CD4
APC (clona RM4-5), anti-CD8 PE (clona 53-6.7), anti-CD11b AF 488 (clona M1/70), anti-
MHC-II PECy5 (clona M5/114.15.2), anti-Ly6C PECy7 (clona HK1.4) y anti-Ly6G PE (clona
RB6-8C5) en PBS 1X, 1% de suero fetal bovino y 0.1% de azida de sodio. Las muestras se
incubaron 30 minutos en agitacién a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
incubacién se adicionaron 100 pyL de PBS 1X, 1% de suero fetal bovino y 0.1% de azida de
sodio para lavar y se centrifugaron a 400 g por 10 minutos. Se retird el sobrenadante, el
pellet se resuspendié en 200 uL de paraformaldehido al 1% y se agitaron durante 20
minutos. Las muestras fueron adquiridas en un citbmetro Attune Azul-Rojo (Applied

Biosystem) y se analizaron con el programa FlowJo10.
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5.8 Andlisis estadistico
Se realiz6 en el programa GraphPad Prism 8. Los resultados se expresaron como media +

error estandar.

El crecimiento tumoral se analiz6 mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con
prueba posterior de Tuckey (comparacion de todos los grupos). El nimero de metastasis y
los ensayos de citometria se analizaron mediante ANOVA de una via con prueba posterior
de Tuckey (comparacion de todos los grupos).
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6 Resultados
6.1 Purificacion de anticuerpos IgG totales (Abl) de suero por cromatografia de

afinidad con proteina G
Se realiz6 la purificacion de anticuerpos policlonales de suero de ratones por cromatografia
de afinidad con proteina G acoplada a agarosa. La proteina G es una proteina de pared
celular bacteriana que se produce en Streptococcus y se une a la region Fc de las
inmunoglobulinas de mamiferos (Pfaunmiller, et al., 2016). Tiene 2 sitios de uniéon a
inmunoglobulinas y una capacidad de unién a un mayor espectro de subclases de IgG por
lo que se recomienda para la purificacion de IgG de ratdn, porque permite purificar a la IgG1
gue tiene muy baja o nula afinidad por la proteina A. Los sueros positivos para Abl fueron
obtenidos de ratones BALB/c hembras implantadas con la linea celular de cancer de mama
4T1 al dia 30 posterior al implante, mientras que los sueros negativos se obtuvieron de
ratones BALB/c hembra sanos.
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Fig. 1 Purificacion de anticuerpos de suero negativo con proteina G acoplada a agarosa. El suero se
obtuvo de ratones BALB/c hembra sanos de 10 semanas. Carriles: 1 MPM; 2 No unido antes de
incubar suero; 3 No unido después de incubar el suero; 4 y 5 Lavado 1 y 2; 6-13 Elucion; 14
Anticuerpo dializado. SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de Coomasie.
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Fig. 2 Purificacién de anticuerpos de suero positivo con proteina G acoplada a agarosa. El suero se
obtuvo de ratones BALB/c implantados con 100 000 células 4T1 a los 30 dias después del implante.
Carriles: 1 MPM; 2 No unido antes de incubar suero; 3 No unido después de incubar el suero; 4,5y
6 Lavados 1, 2y 3; 7 Elucién. SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de Coomasie.

La figura 1 y 2 muestran los geles representativos de las purificaciones de anticuerpos por
cromatografia de afinidad con proteina G acoplada a agarosa de sueros negativos y
positivos respectivamente. Se observan las inmunoglobulinas en el peso aproximado de
150 kDa en las fracciones no unidas, lavados y eluciones. En esta purificacion se obtuvieron
8 eluciones de 1 mL (carriles 6-13, Fig. 1), de acuerdo con lo reportado por la casa comercial
cada subclase de inmunoglobulina tiene una afinidad diferente a la proteina G, por lo que
el resultado observado en la elucién y la lectura de proteina a 280 nm podria sugerir que
cada fraccion corresponde a una subclase de inmunoglobulina y, por tanto, el
desprendimiento de éstas ocurre de forma gradual. Dado que nuestro interés era obtener
las inmunoglobulinas G totales del suero, se decidid realizar las eluciones en las

purificaciones posteriores en una fraccion Unica (Fig. 2).
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Fig. 3 Purificacion de anticuerpos por cromatografia de afinidad con proteina G de suero de raton
BALB/c sanos y con tumor 4T1. Carriles: 1 MPM, 2 -4 Anticuerpo purificado de suero negativo, 5
Anticuerpo purificado suero positivo, 7 Suero control de ratén con anticuerpo no relacionado. A) SDS-
PAGE al 10% tefiido con azul de Coomasie. B) Western Blot.

Debido a la necesidad de administrar grandes dosis de inmunoglobulina por unidad de
volumen en los ensayos experimentales posteriores, las fracciones dializadas fueron
concentradas mediante un equipo de concentracion al vacio. Sin embargo, con este método
de concentracion la integridad de las inmunoglobulinas no se mantenia intacta y se observo
fragmentacion de los anticuerpos (Fig. 3). La concentracion final de las inmunoglobulinas
se verificé midiendo la absorbancia a 280 nmy la integridad mediante SDS-PAGE y western
blot.
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Dado que los grupos de estudio incluian tratamiento con Abl, fue necesario realizar una
segunda purificaciéon de Abl de suero de ratones con tumor 4T1 y de suero de ratones
sanos sin tumor para completar las dosis requeridas. Para esta segunda purificacién y las
purificaciones posteriores se obtuvo una sola elucion de 6 mL (Fig. 4B) para facilitar el

concentrado de los anticuerpos.

144

Fig. 4 Purificacién de anticuerpos de suero con proteina G acoplada a agarosa. El suero positivo se
obtuvo de ratones BALB/c implantados con 100 000 células 4T1 a los 30 dias después del implante.
El suero negativo se obtuvo de ratones sanos sin tumor. A) Carriles: 1 MPM; 2, 4 primer lavado de
dos purificaciones independientes de anticuerpo 1 de suero positivo (Abl+); 3, 5 tercer lavado de
dos purificaciones independientes de suero positivo (Abl+); 6 y 8 primer lavado de dos purificaciones
independientes de anticuerpo de suero negativo (Abl-); 7 y 9 tercer lavado de dos purificaciones
independientes de anticuerpo de suero negativo (Abl-). By C) Carriles: 1 MPM; 2y 3 Elucién de dos
purificaciones independientes de anticuerpo 1 de suero positivo (Abl+); 4 y 5 Elucién de dos
purificaciones independientes de anticuerpo de suero negativo (Abl-). A) y B) SDS-PAGE al 10%
tefiido con azul de Coomasie. C) Western blot.

Para esta purificacién y la de los anticuerpos anti-idiotipo, se utiliz6 un método diferente
para concentrar y dializar los anticuerpos. Mediante el sistema Vivaspin fue posible
concentrar las muestras en una primera centrifugacién y posteriormente con una segunda
centrifugacion se dializaron los anticuerpos para hacer el intercambio a un buffer adecuado
para la inmunizacion. La ultrafiltracibn Vivaspin es un sistema con membrana de
polietersulfona que permite una recuperacion del 95% de las inmunoglobulinas G de

acuerdo con lo reportado por la casa comercial.
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Adicionalmente, este método permiti6 mantener mejor la integridad de los anticuerpos (Fig.
5) en comparacion con el método por concentracion al vacio en dénde se obtenian a los
anticuerpos fragmentados.
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Fig. 5 Purificacién de anticuerpos de suero con proteina G acoplada a agarosa. El suero positivo se
obtuvo de ratones BALB/c implantados con 100 000 células 4T1 a los 30 dias después del implante.
El suero negativo se obtuvo de ratones sanos sin tumor. El gel muestra los anticuerpos concentrados
y dializados en buffer de fosfatos (PB) pH 7.4 después de la purificacion. Carriles: 1 MPM; 2 Abl
positivo dializado en PB pH 7.4; 3 Ab negativo dializado en PB pH 7.4; 4 Eluciéon de Abl positivo
concentrado en PB y 5 Elucion de Ab negativo concentrado en PB. A) SDS-PAGE al 10% tefiido con
azul de Coomasie y B) Western Blot.

Los resultados del rendimiento y concentracion obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1. Purificacion con proteina G de anticuerpos policlonales de suero de raton naive
(negativo) y con tumor 4T1 (positivo)

Suero Purificacién Concentracién (ug/ pL)
1 0.978
Negativo 2 0.6528
3 0.432
" 1 0.976
Positivo 5 0789

6.2 Purificacion de los anticuerpos anti-idiotipo (Ab2) mediante cromatografia de
afinidad con proteina G.

Los anticuerpos policlonales 1gG purificados se utilizaron para inmunizar ratones macho de
la cepa BALB/c. Los ratones se inmunizaron via intraperitoneal para generar anticuerpos
anti-idiotipo de las IgG anti-4T1. Se utilizé un esquema de 3 inmunizaciones y se obtuvieron

muestras de suero a los dias 44 y 51 posteriores a la primera inmunizacion (Fig. 6).
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Fig. 6 Esquema de inmunizacion

La purificacion de los anticuerpos anti-idiotipo se realizd6 mediante cromatografia de afinidad
con proteina G a partir de los sueros obtenidos en el dia 51, debido a que es posible obtener
anticuerpos de mayor afinidad de muestras de suero de mas dias posteriores a la
inmunizacion. En la figura 7 se muestran el primer y ultimo lavado de la columna obtenidos
previos a la elucion. Se observa que en el primer lavado hay presencia de proteina que no
se uni6 a la resina, mientras que en el tercer lavado casi no se observa proteina no unida,

lo cual se confirmé mediante medicién de la absorbancia a 280 nm.
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Fig. 7 Purificacion de anticuerpos anti-idiotipo de suero positivo con proteina G acoplada a agarosa.
Ratones BALB/c macho fueron inmunizados via intraperitoneal con anticuerpos anti-4T1y los sueros
fueron obtenidos a los dias 44 y 51 posteriores a la primera inmunizacién. Para la purificaciéon se
utilizaron los sueros del dia 51. A) Carriles: 1 MPM; 2, 4 primer lavado de dos purificaciones
independientes de anticuerpo anti-idiotipo de suero positivo (Ab2+); 3, 5 tercer lavado de dos
purificaciones independientes de anticuerpo anti-idiotipo de suero positivo (Ab2+); 6 y 8 primer
lavado de dos purificaciones independientes de anticuerpo anti-idiotipo de suero negativo (Ab2-); 7
y 9 tercer lavado de dos purificaciones independientes de anticuerpo anti-idiotipo de suero negativo
(Ab2-). By C) Carriles: 1 MPM; 2 y 3 Elucién de dos purificaciones independientes de anticuerpo
anti-idiotipo de suero positivo (Ab2+); 4 y 5 Elucion de dos purificaciones independientes de Ab2 de
suero negativo (Ab2-). Ay B) SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de Coomasie. C) Western Blot.

Nuevamente las eluciones se obtuvieron de 6 mL para facilitar el paso de concentracion.

En la figura 7B se muestra el gel de las eluciones, en las cuales se observa una banda
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cercana a los 150 KDa correspondiente a las 1gG. Posteriormente las eluciones fueron
concentradas y dializadas en buffer de fosfatos pH 7.4 utilizando el sistema vivaspin y se
evalud la integridad de las proteinas mediante SDS-PAGE. Por ultimo, se confirmé que las
proteinas purificadas eran IgG mediante un western blot (Fig. 8).
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Fig. 8 Purificacion de anticuerpos anti-idiotipo de suero positivo con proteina G acoplada a agarosa.
Ratones BALB/c macho fueron inmunizados via intraperitoneal con anticuerpos anti-4T1y los sueros
fueron obtenidos a los dias 44 y 51 posteriores a la primera inmunizacién. Los anticuerpos fueron
purificados de los sueros del dia 51 con una columna de proteina G acoplada a agarosa. El gel
muestra los anticuerpos concentrados y dializados en buffer de fosfatos (PB) pH 7.4 después de la
purificacion. Carriles: 1 MPM; 2 Ab2 positivo dializado en PB pH 7.4; 3 Ab2 negativo dializado en PB
pH 7.4; 4 Elucién de Ab2 positivo concentrado en PB y 5 Elucion de Ab2 negativo concentrado en
PB. A) SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de Coomasie y B) Western blot.

En la siguiente tabla se muestran los rendimientos de las purificaciones de los anticuerpos
anti-idiotipo. Las concentraciones obtenidas de la purificacion fueron suficientes para
inmunizar 8 ratones con Ab2+ y 8 ratones de Ab2- (anticuerpo control negativo) con dosis

Unicas de 100 pg.

Tabla 3. Rendimiento de la purificacion de Ab2 positivo y negativo

Anticuerpo anti-idiotipo Concentracién (ug/uL)
Positivo (Ab2+) 1.584
Negativo (Ab control negativo) 1.2032

El método de purificacién con proteina G, resultdé ser el mas eficiente para obtener la
concentracion de anticuerpo requerida para los ensayos de inmunizacion posteriores. Sin
embargo, hay que considerar que la utilizacion de las proteinas con afinidad por las

inmunoglobulinas como la A o G para la purificaciébn de anticuerpo, presenta ciertas
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desventajas como el alto costo, la baja reutilizacion de la resina, agregacion o degradacién
de los anticuerpos por las condiciones &cidas de elucién y baja afinidad de los anticuerpos
a la resina (Murphy, et al. 2016).

6.3 Evaluacién del efecto antitumoral del tratamiento con anticuerpos anti-idiotipo
Los anticuerpos purificados se administraron como tratamiento por via subcutanea al dia 5
posterior al implante con células 4T1 en ratones BALB/c hembra. El efecto antitumoral del
tratamiento con los anticuerpos idiotipo y anti-idiotipo se evalué mediante el monitoreo del
crecimiento tumoral, el conteo de las macrometastasis en pulmén al dia 30 y la

inmunofenotipificacion de las poblaciones celulares infiltrantes en bazo y tumor.

La medicion del area tumoral se realiz6 a partir del dia 9 posterior al implante y hasta el dia
30. Como se observa en la figura 9, el tratamiento con el anticuerpo anti-idiotipo (Ab2+) no
disminuy6 el tamafio del tumor con respecto a los grupos de tratamiento control negativo y
el grupo control de implante. En el caso del grupo tratado con anticuerpos anti-4T1 (Abl+)
el area tumoral observada fue de mayor tamafio incluso que la del grupo control de implante.
Adicionalmente, el tratamiento con anticuerpo control negativo mostré un comportamiento

similar al grupo control de implante.
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Fig. 9 Evaluacion del efecto antitumoral del tratamiento con anticuerpos anti-idiotipo. Ratones
hembra BALB/c de 7-8 semanas de edad fueron implantados con 10000 células de la linea celular
de cancer de mama 4T1 en la glandula mamaria derecha. En el 5to dia post-implante fueron
inmunizados via subcutdnea con 100 pg de cada tratamiento. El area tumoral se midié hasta el dia
30 post-implante mediante dos mediciones perpendiculares del tumor (ancho*largo). En el grupo
control de implante n=9, en Ab2+ n=7, en Ab1+ n=4y en Ab control negativo n=8.
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Por otro lado, este modelo de cancer de mama 4T1 se caracteriza por inducir metastasis
espontaneas en pulmoén desde el tumor primario. Al dia 30, se sacrificaron los ratones y se
extrajeron los pulmones. Se contaron las macrometéstasis en la superficie de los pulmones
y se compardé el promedio entre tratamientos. En la figura 10 se observa que en ninguno de
los grupos positivos de tratamiento hubo una disminucion en el nimero de macrometastasis

con respecto a los grupos control negativo y control de implante.
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Fig. 10 Efecto del tratamiento con anticuerpos anti-idiotipo en el nUmero de macrometastasis en
pulmén. Ratones BALB/c hembra de 7-8 semanas de edad fueron implantados con 10* células de la
linea celular de cancer de mama 4T1 en la glandula mamaria derecha. En el dia 5 post-implante se
inmunizaron via subcutdnea con 100 ug de cada tratamiento y en el caso del control de implante con
PBS. Al dia 30 post-implante, los ratones fueron sacrificados y se extrajeron los pulmones. Las
macrometastasis se contaron en la superficie del pulmén. En el grupo control de implante n=9, en
Ab2+ n=7, en Abl+ n=4y en Ab control negativo n=8.

6.4 Inmunofenotipificacién de células infiltrantes de bazo y tumor

Las células de bazo se obtuvieron y tifieron con anticuerpos de superficie para caracterizar
las poblaciones presentes en dicho tejido al dia 30 post-implante. Se realizé la
inmunofenatipificacién de las poblaciones de linfocitos T y células supresoras derivadas de
la linea mieloide de tipo granulocitico. En la figura 11 se muestran los porcentajes de
linfocitos T CD8* y CD4" en bazo, se puede observar que el porcentaje de linfocitos T CD8*
es ligeramente mayor en el grupo tratado con Ab2+ respecto con los grupos controles. Por
otro lado, el porcentaje de linfocitos T CD4" es significativamente mayor en el grupo tratado
con Abl+ con respecto al grupo de anticuerpo control negativo, mientras los grupos Ab2+

y control de implante mostraron porcentajes similares entre si.
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Fig. 11 Porcentajes de linfocitos CD4* y CD8* de bazo. 250 000 células de bazo fueron obtenidas al
dia 30 post-implante y tefiidas con anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8. En todos los grupos
n=4.

Los porcentajes de células supresoras derivadas de la linea mieloide se muestran en la
figura 12. Se puede observar que los porcentajes son muy similares entre grupos, a
excepcion del grupo tratado con Ab2+, en el cual se observa una ligera disminucién con

respecto a los grupos control, aunque no es estadisticamente significativa.
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Fig. 12 Porcentajes de células supresoras derivadas mieloides de tipo granulocitico infiltrantes de
bazo. Las células de bazo se obtuvieron al dia 30 post-implante y 250 000 células fueron tefiidas con
anticuerpos anti-CD11b, anti-MHC-II, anti-Ly6G y anti-Ly6C. En los grupos Abl+, Ab2+ y control de
implante n=4y en Ab control negativo n=5.

Por otro lado, en tumor se evaluaron los porcentajes de linfocitos T CD8* y células

supresoras mieloides. El porcentaje de linfocitos T CD8* se ve ligeramente disminuido en
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el grupo tratado con Ab2+ sin embargo este cambio no es estadisticamente significativo
(Fig. 13). El porcentaje de células supresoras derivadas de la linea mieloides también se
encuentra disminuido en el grupo con tratamiento con Ab2+ sin diferencia estadisticamente

significativa (Fig. 14).
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Fig. 13 Porcentajes de linfocitos CD8" de tumor. 750 000 células de bazo fueron obtenidas al dia 30
post-implante y tefiidas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD8. En los grupos Abl+ y control de
implante n=4, en Ab2+ n=3 y en Ab control negativo n=5.
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Fig. 14 Porcentajes de células supresoras derivadas mieloides de tipo granulocitico infiltrantes de
tumor. Las células de tumor se obtuvieron al dia 30 post-implante y 750 000 células de tumor fueron
tefiidas con anticuerpos anti-CD11b, anti-MHC-II, anti-Ly6G y anti-Ly6C. En los grupos Abl+ y
control de implante n=4, en Ab2+ n=3 y en Ab control negativo n=5.
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7 Discusion

La inmunoterapia ha surgido como una alternativa de tratamiento contra el cancer que
busca ser méas especifico y efectivo que las terapias convencionales. Se han probado en
combinacion con las terapias convencionales como la quimioterapia y radiacion mejorando
en algunos casos la sobrevida de los pacientes (Liu & Guo, 2018). Entre las opciones de
tratamiento que ofrece la inmunoterapia existen algunas de ellas que emplean anticuerpos.
La mayoria de las terapias contra el cancer que emplean anticuerpos van dirigidos contra
los checkpoints inmunol6gicos como CTLA-4, PD-1 o PD-L1 con el objetivo de impedir que
cumplan su funcién supresora a las respuestas celulares dirigidas contra los antigenos
tumorales o en inmunoterapias pasivas se administran anticuerpos monoclonales dirigidos

contra antigenos asociados a tumor (TAA) (Tan, et al., 2020; Sahu & Suryawanshi, 2021).

Se ha observado que la participacion de los anticuerpos monoclonales anti- antigenos
asociados a tumor no se limita sélo a bloguear los antigenos hacia los cuales estan
dirigidos, sino que son capaces de eliminar células tumorales mediante citotoxicidad
mediada por anticuerpos (ADCC) y en modelos animales incluso se ha observado que los
anticuerpos monoclonales anti-TAAs pueden inducir respuestas de linfocitos T CD8*
(Wittrup, 2017). Los mecanismos mediante los cuales las terapias con anticuerpos
monoclonales anti-TAAs inducen respuestas de células T son mediante efecto vacunal, en
el cual mediante la eliminacidon de células tumorales se liberan antigenos tumorales que
pueden ser captados por APCs y presentados a linfocitos T CD8*. El otro mecanismo por
el cual se inducen las respuestas celulares es mediante la modificacion del microambiente
tumoral mediante la produccion de citocinas proinflamotorias derivadas de células de la

respuesta innata activadas por la ADCC (Wittrup, 2017)

Sin embargo, existe un tipo de inmunoterapia que emplea anticuerpos anti-idiotipo que
buscan activar respuestas contra antigenos del tumor sin utilizar directamente el antigeno
original a partir de los mimétopos de los antigenos tumorales contenidos en los CDRs de
dichos anticuerpos. En el presente estudio se evalué el efecto del tratamiento con
anticuerpos anti-idiotipo de anticuerpos anti-4T1 policlonales, es decir anticuerpos hacia
cualquier antigeno tumoral presente en las células 4T1, en un modelo murino de cancer de

mama.

De acuerdo con lo observado en el area tumoral y el nUmero de metastasis, el tratamiento
con anticuerpos anti-idiotipo (Ab2+) no tuvo efecto anti-tumoral en este modelo de cancer,

ya que en los grupos con tratamiento se observd mayor area tumoral que en los grupos
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control. Una posible causa por la cual no se observo el efecto esperado podria deberse al
método utilizado para la purificacién de los anticuerpos. En el presente trabajo se emple6
proteina G, la cual tiene la ventaja de unirse a todas las subclases de IgG, a diferencia de
otras proteinas como la proteina A que tiene muy baja o nula afinidad por la IgG1 de ratén
(Kanje, et al., 2020). Sin embargo, la purificacién con dicha proteina permite obtener IgG
total del suero, por lo que no fue posible obtener Gnicamente a los anticuerpos especificos

de interés, en ninguna de las dos purificaciones.

Con el fin de mejorar la obtencién de los anticuerpos para estudios posteriores, seria
recomendable utilizar un método de purificaciébn que permita separar Unicamente a los
anticuerpos especificos contra las células 4T1 (Abl), lo que a su vez permitiria generar
anticuerpos anti-idiotipo (Ab2) especificos y asi se evitaria el efecto de dilucién tanto en la
produccion como en el tratamiento. Una alternativa podria ser obtener proteinas de las
células 4T1 mediante un lisado celular, posteriormente acoplar las proteinas del lisado a
una matriz como la agarosa, y realizar una purificacién por cromatografia de afinidad para
obtener sélo los Abl especificos hacia antigenos de las células 4T1. Adicionalmente, seria
conveniente realizar un western blot o ELISA, previo a la purificacion para confirmar la
presencia de Abl en el suero y después de la purificacion para comprobar la especificidad

de los mismos.

De acuerdo con lo reportado en la literatura, el método mas usado para generar anticuerpos
anti-idiotipo es por medio de tecnologia de hibridomas fusionando células de mieloma con
células de bazo de ratones inmunizados con los anticuerpos de interés, los cuales a su vez

se obtienen del suero de conejos inmunizados con el antigeno de interés (Lan, et al., 2015).

En un estudio reciente resaltan la importancia de la utilizacion de anticuerpos como fuente
de antigenos tumorales para desarrollar métodos de diagnéstico en estadios tempranos y
para obtener nuevos y mejores blancos terapéuticos (Young, et al., 2019). Mediante la
obtencion de células secretoras de anticuerpos (ACS por sus siglas en inglés) derivadas de
ganglios linfaticos que drenan el tumor generaron los anticuerpos y posteriormente se
realiz6 el cribado de los antigenos con extractos proteicos de lineas celulares y
microarreglos de proteinas. Segun con lo reportado por los autores, éste parece ser un
buen método para obtener anticuerpos especificos contra las células tumorales y se evitan
las desventajas de utilizar anticuerpos de suero como la dilucién con anticuerpos no

especificos y la formacién de inmunocomplejos (Young, et al., 2019; McDaniel, et al., 2018).
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Otra razon por la cual es posible que no se haya observado efecto con el tratamiento podria
deberse al tipo de anticuerpos que se genera en este modelo de cancer. Segun lo reportado
en estudios previos, en donde se analizo la respuesta de anticuerpos contra tumores de la
linea 4T1 en suero de ratones, se evidencio que en este modelo murino de cancer de mama
se producen IgM e IgG hacia antigenos del tumor 4T1, aunque con diferencias en la cinética
de produccion (Diaz, et al., 2014). La respuesta de IgG se mantiene menos que la de IgM
durante las 5 semanas de desarrollo del tumor y los autores asociaron esta disminucion de
la respuesta de IgG con la inmunosupresion generada en este modelo, lo cual también
coincide con la inmunosupresién de este tipo de respuesta observada en mujeres y modelos
animales (Diaz, et al., 2014). De acuerdo con lo anterior, es posible que la respuesta de
IgG no sea la que predomine; ademas ya que se purificaron anticuerpos IgG policlonales
totales, la concentracion de los anticuerpos anti-idiotipo de interés pudo estar diluida con
otros anticuerpos y la dosis administrada no fue suficiente para generar la respuesta

deseada.

Previamente se ha observado que el tratamiento con IgG via intravenosa en pacientes con
cancer y una enfermedad autoinmune provoca la reduccion del tumor. Por lo tanto, Xu y
colaboradores probaron la administracion intravenosa de IgG no especifica en bajas dosis
y observaron efectos terapéuticos y profilacticos en diferentes modelos de cancer murino
(Xu, et al., 2019). Este resultado contrasta con lo observado en el grupo Abl+, en donde la
administracion de IgG total del suero de ratones con tumor provoco que el area tumoral
fuera mayor incluso que en los grupos control. Sin embargo, las dosis y la via de
administracion fueron distintas, lo que podria sugerir que probar otras dosis y otra via de
administracibn como la intravenosa tendrian mejor efecto. Se han reportado estudios con
otro tipo de vacunas o tratamientos administrados in situ del tumor con efectos favorables
en la eliminacién de tumores locales y de metastasis distantes, por lo que podria ser otra
via de administracion a evaluarse con los tratamientos con anticuerpos anti-idiotipo (Sagiv-
Barfi, et al., 2018).

Por otro lado, se ha comparado la utilizaciéon de las inmunoglobulinas completas o de los
fragmentos de unidn al antigeno (Fab, por sus siglas en inglés) en su eficacia terapéutica.
Se ha observado en estudios sobre autoinmunidad que al fusionar proteinas al fragmento
cristalizable (Fc) de una IgG se genera tolerancia en respuestas de linfocitos T y B hacia
dicha proteina (Blumberg, et al. 2018; De Groot, et al., 2008). Asi mismo se ha observado

gue las IgG monoméricas inducen tolerancia, mientras que cuando las IgG estan agregadas
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o formando inmunocomplejos son inmunogénicas (Blumberg, et al. 2018; St. Clair et al.,
2017). Se sugiere que el mecanismo mediante el cual se induce la inmunosupresion
principalmente es mediante la generacién de respuestas de linfocitos T reguladores, los
cuales mediante la produccién de citocinas supresoras como IL-10, inhiben las respuestas
efectoras (Hsieh, et al., 2021). En el presente estudio no se evaluaron los porcentajes de
linfocitos T reguladores pero el porcentaje de linfocitos T CD4* totales ligeramente elevado
en el grupo tratado con Abl podria estar asociado con el &rea tumoral observada en este

grupo, ya que se podria sugerir que se trata principalmente de linfocitos T reguladores.

Una alternativa para evitar generar tolerancia e inmunosupresion con la administracion de
anticuerpos seria retirar las fracciones Fc y conservar sélo las regiones Fab. Un método
comunmente usado para este objetivo es la digestion a pH acido con alguna proteasa como
pepsina o ficina, seguido de una purificacién por cromatografia de afinidad para obtener
sélo los fragmentos Fab (Jones & Landon, 2002; Kinman & Pompano, 2019). No obstante,
Durrant y colaboradores observaron que el tratamiento con un anticuerpo anti-idiotipo
humano de tipo IgG1 estimula respuesta de linfocitos T cooperadores y citotéxicos mientras
que al retirar la region Fc la respuesta de Ts fue 1000 veces menor (Durrant, et al., 2001).
En contraste, en otro estudio compararon la capacidad de generar una respuesta de
linfocitos T, al inmunizar ratones con construcciones de anticuerpos intactos expresando
epitopos de T en los CDRs o bien s6lo con los CDRs modificados y observaron que al
inmunizar con los CDRs se generaban mejores respuestas de Ts (Metheringham, et al.,
2009).

El porcentaje de linfocitos T CD4" totales ligeramente elevado en el grupo tratado con Abl
coincide con lo reportado por Huang y colaboradores con respecto a las variaciones en la
proporcion de linfocitos T CD8 y CD4 dependiendo el estadio del cancer y el érgano que se
evalla. En dicho trabajo observaron que el porcentaje de linfocitos T CD8* era mayor en
las etapas tempranas de desarrollo del tumor, mientras que los CD4" incrementaban en los
estadios tardios (Huang, et al., 2015). Asi mismo, evaluaron qué subclase de CD4
predominaba en cada etapa y se dieron cuenta que en etapas tempranas de desarrollo del
tumor predomina los CD4" IFN-y*, mientras que en las etapas tardias esta subclase
disminuye y se incrementan los CD4* T reguladores, aunque desde las primeras etapas
esta Ultima poblacién se encuentra en porcentajes mayores a otras subpoblaciones, lo que
indica que la poblacion de T reguladores siempre esta presente y en mayor proporcion
(Huang, et al., 2015).
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El modelo de cancer 4T1 se caracteriza por generar inmunosupresion en bazo y tumor
provocado principalmente por el elevado porcentaje de células supresoras derivadas
mieloides (MDSC). Este es un tipo de células que proliferan en cancer, inflamacién y
algunas infecciones que se caracterizan por suprimir las respuestas de linfocitos T y por
tanto representan prondsticos poco favorables en cancer (Gabrilovich & Nagaraj, 2009;
Veglia, et al., 2021). Los mecanismos mediante los cuales inducen la inmunosupresion son
produccion de citocinas inhibitorias, agotamiento de arginina, secrecion de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno y promocion de la proliferacion de linfocitos T reguladores
(Markowitz, et al., 2013). Son reclutadas al tumor gracias a la alta produccién de
guimiocinas en el microambiente tumoral y promueven la metastasis en algunos tumores,
ya que se cree que las MDSCs circulantes pueden ser atraidas por quimiocinas secretadas
por tejidos pre-metastasicos (Markowitz, et al., 2013). El crecimiento tumoral observado en
el grupo tratado con Ab2+ fue menor que el grupo tratado con Abl+ y podria estar
relacionado con la proporciéon de este tipo de células infiltradas en el tumor, ya que se

observo un porcentaje menor en el grupo Ab2+.

Finalmente, es importante resaltar que la participacion de los linfocitos B y los anticuerpos
en la respuesta antitumoral aun no esta bien definida, ya que dependiendo del tipo de
cancer su funcion puede ser antitumoral o pro-tumoral (Yuen, et al. 2016). En modelos
murinos de carcinoma de células escamosas se ha observado la formacion de complejos
inmunes que pueden depositarse en tejido premaligno y activar receptores Fc de
macrofagos, asi como activar al complemento y generar un ambiente proangiogénico y de
remodelacion de tejido que activa la hiperproliferacion de los queratinocitos (Friedman, et
al., 2021).

En humanos, se ha observado que la presencia de IgG anti-MUC1 en cancer gastrico y de
mama se asocia con un pronéstico favorable, mientras que en cancer renal y de pulmén la
presencia de IgG circulante provoca activacion de complemento y formacién de
inmunocomplejos que se acumulan (Friedman, et al., 2021). La presencia de células B
reguladoras provenientes del tumor puede inducir la conversién de linfocitos T CD4" en
reposo a linfocitos T reg a partir de la secrecion de TGF-$ y el nimero elevado en células

T reg induce metastasis en pulmén (Olkhanud, et al., 2011).

En nuestro caso, lo observado en el tamafio tumoral en los grupos tratados podria sugerir
gue la presencia de anticuerpos anti-tumor no son favorables para el prondstico en este

modelo, lo cual coincide con lo ya mencionado en otros modelos animales. Ademas, se ha
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planteado que los anticuerpos también pueden predecir si el paciente tendrd buena
respuesta al tratamiento con inmunoterapia (Qiu, et al., 2018)

Se ha reportado que las respuestas de células B se generan en etapas tempranas del
desarrollo del tumor, por lo que la utilizacion de anticuerpos como herramienta de
diagndstico también ha sido explorada. Asi mismo, la identificacion de antigenos antes de
gue el tumor sea palpable permite seleccionar antigenos que aun no han escapado de la
inmunovigilancia (Stanton, et al.,, 2021). En base a esta observacion, Stanton y
colaboradores identificaron una serie de antigenos en etapas tempranas del desarrollo
tumoral en dos modelos murinos, que fueron capaces de inhibir el crecimiento de lineas
tumorales humanas y el crecimiento de tumor al ser administrados en ratones (Stanton, et
al., 2021).
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8 Conclusion

Se generaron anticuerpos anti-idiotipo a partir de anticuerpos anti-4T1; sin embargo, el
tratamiento con anticuerpos idiotipo y anti-idiotipo no tuvo un efecto terapéutico antitumoral
en el modelo de cancer de mama 4T1 al ser administrado en una sola dosis por via
subcutanea, ya que no se observd disminucion en el tamafio tumoral ni el nimero de

metastasis en pulmon.
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9 Perspectivas

Para mejorar los resultados obtenidos en el presente trabajo, se podrian realizar los

siguientes cambios en futuros experimentos:

Para la generacion y purificacién de los anticuerpos seria conveniente probar un método
gue permita obtener Unicamente los anticuerpos de interés y asi evitar el efecto de dilucion
con otros anticuerpos del suero para las inmunizaciones y tratamientos. Asi mismo, seria
interesante comparar el efecto de retirar la porcion Fc de las inmunoglobulinas, en la

generacion de respuesta de linfocitos T con el tratamiento.

Por otro lado, seria bueno probar una via de administracion distinta de los anticuerpos anti-
idiotipo y agregar dosis de refuerzo al tratamiento para ver si esto permite generar un efecto

antitumoral.

Finalmente, también seria interesante comprobar si los anticuerpos contra las células
cancerosas (Abl) en realidad estimulan el crecimiento tumoral y de ser asi, conocer

mediante que mecanismo lo hacen.
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