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1. Resumen

El meduloblastoma es el tumor maligno del SNC mas frecuente en la edad
pediatrica, es de origen embrionario por lo que es altamente heterogéneo y se
clasifica de acuerdo con sus caracteristicas genéticas e histologicas. La vincristina
es un quimioterapéutico que inhibe el ciclo celular al interferir con la polimerizacion
de los microtubulos. Los receptores tipo Toll (TLRs) se expresan en células del
sistema inmune y se ha demostrado que su activacion tiene efectos antitumorales y
protumorales en varios tipos de céncer. Sin embargo, en el caso particular del
meduloblastoma se desconoce su efecto. Por lo que el objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto conjunto de la vincristina con los ligandos sintéticos de
TLR7/TLR8 (R848) o TLR9 (ODN clase B) sobre el desarrollo del meduloblastoma
en un modelo murino. Encontramos que la administracion conjunta de la vincristina
con los ligandos sintéticos de TLR7/8 o TLR9 no presentaron un efecto sinérgico
sobre la reduccion del tamafio del tumor, ademas aumentaron la proliferacion,
disminuyeron la apoptosis y la expresion de VEGFC del tumor en comparacion con
la administracion solamente de vincristina. Por lo que la administracion de la
vincristina en combinacién con los ligandos sintéticos de TLR7/TLR8 o TLR9 podria
estar proporcionando quimiorresistencia a las células de meduloblastoma y

promoviendo el desarrollo del tumor.



Abstract

Medulloblastoma is the most common malignant tumor of the SNC in children age.
It's an embryonal tumor so it's highly heterogeneous and is classified according to
its genetics and histological characteristics. Vincristine is a chemotherapeutic that
inhibits the cell cycle by interfering with microtubule polymerization. Toll-like
receptors (TLRs) are expressed by immune system cells and their activation has
been shown to have antitumor and protumor effects in various types of cancer.
However, in the case of medulloblastoma, its effect is unknown. Therefore, the
objective of the present work was to evaluate the joint effect of vincristine with the
synthetic ligands of TLR7/TLR8 (R848) or TLR9 (ODN class B) on the development
of medulloblastoma in a murine model. We found that the joint administration of
vincristine with the synthetic ligands of TLR7/TLR8 or TLR9 didn't present a
synergistic effect on the reduction of tumor size, in addition, they increased
proliferation, decreased apoptosis, and the expression of VEGFC of the tumor in
comparison that with the administration of only vincristine. Therefore, the
administration of vincristine in combination with the synthetic ligands TLR7/TLR8 or
TLR9 could provide chemoresistance to medulloblastoma cells and promote tumor

development.



2. Introducciodn

2.1. Cancer

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) define al
cancer como una enfermedad multifactorial, en donde células anormales del cuerpo
empiezan a crecer de manera descontrolada, estas células pueden formar bultos de
tejido, llamados tumores y pueden propagarse hacia otras partes del cuerpo
(metastasis). Es considerada la segunda causa de muerte mas frecuente a nivel

mundial, después de las enfermedades cardiovasculares [1].

En 2019 se estimaron 23.6 millones de casos de cancer y 10 millones de muertes.
De manera similar, WHO estima cerca de 10 millones de muertes asociadas al
cancer durante el 2020 y aproximadamente cada afio 400,000 nifios desarrollan
cancer[2,3]. Ademas, se estima que los casos de muertes por cancer aumentaron
considerablemente debido a la pandemia del SARS-CoV-19, ya que esta causo

retrasos en el diagnéstico y tratamiento del cancer [2,4].

Los tumores del cerebro y del sistema nervioso central (SNC) son los tumores
sélidos mas frecuentes durante la edad pediatrica en incidencia y mortalidad a nivel
mundial y en México, solo superados por las leucemias [5]. Entre los tipos de
tumores asociados al SNC mas frecuentes se encuentran los ependimomas, los
gliomas de bajo y alto riesgo, y los meduloblastomas. Siendo el meduloblastoma el
tumor mas frecuente durante la edad pediatrica con aproximadamente un 20% del
total de los tumores del SNC [6-8].



2.2. Meduloblastoma

El meduloblastoma es un tumor de origen embrionario que se desarrolla en el
cerebelo, se origina a partir de dos zonas germinales, la matriz ventricular
subependimaria y de la capa granular externa, por lo que son altamente
heterogéneos [9,10]. La incidencia anual es de ~5 casos por un millén de personas
y su pico de mayor incidencia es en nifilos de 4-7 afios [10,11]. La WHO ha
clasificado al meduloblastoma de acuerdo con sus caracteristicas genéticas e
histoldgicas. De acuerdo con el perfil histologico, el meduloblastoma se clasifica en:
clasico, desmoplasico/nodular, nodularidad extensa, anaplasico y células grandes.
Mientras que por su perfil genético en: WNT, SHH (Sonic Hedgehog) (Tp53 mutante
y Tp53 wildtype), grupo 3 y grupo 4 [12-14].

El meduloblastoma clasico es el mas frecuente, representa aproximadamente el
72% de los casos de meduloblastoma. Se compone de células pequefias con
escaso citoplasma, grandes nucleos hipercromaticos redondos o angulares, y por
lo regular se correlaciona con el subgrupo WNT. El meduloblastoma de tipo
desmoplasico/nodular contiene bandas de tejido conectivo intercalados entre las
células malignas, nédulos de diferenciacion neurocitica y depdsitos de reticulina. El
tipo extensivo nodular se define por sus grandes nédulos de forma irregular que se
pueden unir, escasas regiones desmoplasicas. Por ultimo, el tipo anaplasico y
células grandes se asocia con un peor pronéstico, es definido por células redondas
grandes uniformes con un solo nucleolo, altas zonas de actividad mitotica y cuerpos

apoptoticos (Figura 1) [15,16].



Figura 1. Clasificacion histologica de meduloblastoma. El meduloblastoma puede
clasificarse de acuerdo con sus caracteristicas histolégicas en 4 subtipos. A) clasico. B)
Desmoplasico/nodular. C) Extensivo nodular. D) Células grandes y anaplasicas. Imagen
modificada de Paday et al., 2019.

Con respecto a su perfil genético el meduloblastoma WNT es el de mejor pronostico,
la tasa de supervivencia libre a 5 afios es del 95%, representa aproximadamente el
10% de los casos totales de meduloblastoma, se puede encontrar tanto en nifios
como en adultos. EI 80-90% de los casos de este tipo de meduloblastoma presentan
mutaciones en el exén 3 de CTTNB1 (gen que codifica para -catenina), y esto
puede deberse en un 85-90% de los casos en la pérdida total o parcial del
cromosoma 6. En pacientes con mutaciones en CTTNB1 es comun encontrar el gen
APC mutado [11,14,16-18].

El meduloblastoma del subtipo SHH representa aproximadamente el 30% de los
casos totales de meduloblastoma, afecta a nifios y adultos, tiene una tasa de
supervivencia libre del 70%, sin embargo, esto depende del estado molecular que
presente el tumor. Cabe mencionar que la via SHH esta encargada de procesos de
proliferacion celular, progresion del ciclo celular y principalmente promueve la
diferenciacion celular de precursores granulares celulares. Este subtipo de tumor se



presenta por mutaciones somaticas o germinales o por variaciones en el numero de
copias en genes de la via SHH como PTCH1 o SUFU, mutaciones activantes en
SMO o amplificaciones en GLI1/2 o el protooncogén MYCN. A menudo este subtipo
de meduloblastoma también puede presentar mutaciones en el gen TP53 (un gen
encargado de la regulacion del ciclo celular, de la reparacion al dafio de DNA y de
la apoptosis), cuando se presenta mutaciones en el gel TP53 la tasa de

supervivencia libre se reduce al 40% aproximadamente [11,14,16-19].

A los meduloblastomas que no presentan mutaciones en la via WNT ni en la SHH,
se les ha clasificado en subtipo del grupo 3 y del grupo 4. El subtipo del grupo 3
representa aproximadamente el 25% de los casos totales de meduloblastoma y se
ha asociado con el de peor prondstico, con una tasa de sobrevivencia global del
50%. Se caracteriza por un nivel elevado de amplificaciones en MYC, GFI1, OTX,y
regularmente al momento del diagndstico se encuentran en etapa de metastasis.
Mientras que el grupo 4 cuenta con el 35% de los casos totales de meduloblastoma,
y presenta comunmente sobreexpresion de PRDM6, mutaciones somaticas como
en KDM6A, ZMYMS3, KTM2C, KBTBD4 y amplificaciones en MYCN, OTX2, CDKB6,
GFI1y GFI1B [14,16,20].

2.2.1.Diagnastico y tratamiento

El meduloblastoma puede presentar diversos sintomas clinicos como fuertes
dolores de cabeza, nauseas, vomitos, fatiga, hidrocefalia, ataxia, problemas
motores. En pacientes con metastasis pueden presentar dolores de espalda,

dificultad al caminar y en ocasiones disfuncion intestinal [14,21] .

La estratificacién de riesgo del meduloblastoma consiste en tomar en cuenta los
distintos factores que presenta el paciente para poder evaluar el riesgo que tiene de
morir, asi como para poder elegir el mejor tratamiento. Entre los factores tomados
en cuenta para la estratificacion de riesgo para el meduloblastoma son la edad del

paciente, los sintomas clinicos, la extension del tumor, la etapa en la que se

6



encuentra el tumor, la extensién de la reseccion quirdrgica, la histologia y el subtipo
del tumor. El sistema de estratificacion de riesgo se divide en 4 grupos: riesgo bajo
(>90% de supervivencia), riesgo estandar (75-90% de supervivencia), alto riesgo

(50-70% de supervivencia) y muy alto riesgo (<50% de supervivencia) [20,21].

El tratamiento estandar para el meduloblastoma consiste en un tratamiento
multimodal, donde en primer lugar se realiza una reseccion quirtrgica del tumor,
posteriormente si el paciente es mayor de 3-5 afios se le administra radioterapia y/o
quimioterapia, y en caso de ser menor de 3-5 afios, se omite la radioterapia
[14,20,21].

En la actualidad existen diversos farmacos utilizados en el tratamiento para el
meduloblastoma como lomustina, cisplatino, temozolamida, vincristina, entre
otros[14,20-22]. Los primeros tres farmacos son alquilantes del DNA, mientras que
la vincristina pertenece a un grupo de farmacos conocidos como alcaloides de la
vinca. Este farmaco bloquea el crecimiento celular al interferir con la polimerizacion
de los microtubulos del huso mitético, provocando que la mitosis se detenga en la
metafase [23].

Si bien todos estos tratamientos incrementan la sobrevivencia del paciente, los
pacientes presentan secuelas que afectan notablemente su calidad de vida, ya que
presentan efectos neurolégicos y motrices, deficiencias en el crecimiento, en el
lenguaje verbal, alteraciones hormonales, entre otros [24,25]. Aunado a lo anterior,
se buscan terapias alternativas que mejoren la calidad de vida del paciente y sean

eficaces contra el tumor.



2.3. Microambiente tumoral

El microambiente tumoral esta constituido por infiltrados de células del sistema
inmune, vasos sanguineos y matriz extracelular, los cuales pueden interaccionar
entre si y participar en la progresion, metastasis y evasion del sistema inmune
(Figura 2) [26,27].

Un factor importante que destacar es que el microambiente del meduloblastoma
consta de células residentes del cerebro como la microglia y los astrocitos que

juegan un papel importante en la progresion del tumor [27].

Los macrofagos asociados a tumor (TAMs) pueden promover el crecimiento del
tumor mediante la inhibicion de la actividad de las células T y la promocién de la
angiogénesis[28]. En meduloblastomas SHH se ha observado una alta expresion
de genes asociados a TAMs M2, macréfagos M1 y M2, infiltracién de neutréfilos,
células T reguladoras (Tregs), células T PD1*. Ademas, se ha visto que la alta
expresion de TGF-B, IL-10 y prostaglandina E2 por parte de las células del
meduloblastoma puede reducir la proliferacion y la activacién de células T CD8*y
células dendriticas, y una reduccién de la respuesta antitumoral (Figura 2) [26,28].

Los astrocitos asociados a tumor (TAA) en el meduloblastoma promueven la
progresién tumoral a través de la secrecion de SHH, y cuando los TAA son
deletados el crecimiento tumoral se ve suprimido [29]. Ademas, los TAA influyen en
los fenotipos de las células de meduloblastoma regulando la expresion de CD133,
una proteina clave en la supervivencia del tumor. Asimismo, se ha visto que los
precursores de neuronas granulares tumorales se pueden transdiferenciar en
astrocitos, los que a su vez producen IL-4 y estimula a la microglia para liberar el
factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1) que contribuye a la progresion del
tumor [30,31].



De igual manera se ha observado en biopsias de pacientes un microambiente de
perfil no inflamatorio en el meduloblastoma con pocos infiltrados de células inmunes

como monocitos, células B, células endoteliales y fibroblastos [32,33].
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Figura 2. Microambiente tumoral del meduloblastoma. El microambiente se compone
de infiltrados de células del sistema inmune, de matriz extracelular y de metaloproteasas,
las cuales interaccionan entre si para promover la progresion del tumor. Imagen creada en

biorender.

La matriz extracelular (EMC) es un factor clave en la progresion del cancer, ya que
cuando su integridad se encuentra comprometida se ha asociado con metastasis
del tumor (Figura 2). En este contexto, se sabe que las metaloproteasas (MMPs)
son enzimas que al unirse al zinc participan en la degradacion de la EMC,
incluyendo la membrana basal y la superficie del tumor, lo que promueve la

angiogénesis y metastasis [19,34]. En muestras de meduloblastoma clasico y
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desmopléasico se ha observado la expresion de MMP9, asi como de MMP de tipo
membrana como la MT1-MMP y MT2-MMP y muestran una correlacion negativa
significativa con la supervivencia de los pacientes. Ademas, se ha observado la
presencia de otras MMPs, como la 1, 3, 7, 14 y 15 [35,36].

Se ha visto que la edad y el subtipo de meduloblastoma puede afectar la EMC del
tumor y la composicion del microambiente tumoral, en nifios con meduloblastoma
SHH es comun observar mayor niumero de infiltraciones de linfocitos en el tumor,
asi como la EMC se encuentra enriquecida de proteoglicanos y colageno. En
cambio, en adultos con meduloblastoma se ha visto que los inhibidores de
metaloproteasas (TIMPS) se encuentran comunmente metilados, lo que aumenta el

riesgo de diseminacion de las células tumorales[19,27].

Aunado a lo anterior, el meduloblastoma se ha definido como un tumor “frio”, ya que
presenta poco infiltrado de células inmunes, baja inmunogenicidad con una carga
mutacional pobre y un microambiente inmune altamente supresor, por lo que ha
sido un reto disefar terapias eficientes. En este contexto la inmunoterapia es una
estrategia prometedora ya que ayuda al sistema inmunitario a combatir el cancer,
puede incluir varios enfoques que van desde estimular los mecanismos efectores

hasta contrarrestar los mecanismos inhibidores y supresores [37,38].

2.4. Inmunoterapias para el meduloblastoma

El sistema inmune tiene como funcion proteger al cuerpo de lesiones fisicas,
quimicas, enfermedades, patégenos y células cancerigenas. La inmunidad innata
es la primera linea de defensa, se da durante los primeros minutos u horas de
exposicidn, no genera memoria, activa al sistema de complemento y recluta células
inmunes al sitio de exposicion donde inducen cascadas inflamatorias. Mientras que
la inmunidad adaptativa ocurre dias después a la exposicion al antigeno, es una
respuesta mediada por receptores especificos expresados por células Ty By

genera memoria [39,40].
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En el microambiente tumoral del meduloblastoma pueden encontrarse células T
PD1*, lo cual ocasiona la inhibicion de la activacion e infiltracion de células T,
ademas, de la promocion del tumor. Por lo cual, el bloqueo de PD1 o su ligando
PDL1 resulta oportuno en el tratamiento contra el cancer, algunos de los farmacos
aprobados por la FDA son nivolumab, pembrolizumab y cemiplimab. Sin embargo,
la optimizacion de estos farmacos depende del subtipo del tumor, la etapa en la que

se encuentra y las terapias combinadas [41,42].

Las células T con receptor antigeno quimérico (células T CART) son células
modificadas que se dirigen directamente a los antigenos de superficie de las células
malignas, cabe mencionar que este reconocimiento es independiente del MHC. La
terapia ha tenido éxito en diversos tipos de tumores con baja carga mutacional,
ademas es capaz de proporcionar inmunidad por aproximadamente 10 afios [41,43].
En modelos tanto in vitro como in vivo de meduloblastoma se ha observado que las
células T CART HER2-BBz (HER es un receptor con actividad de tirosina cinasa
gue se expresa en aproximadamente el 40% de meduloblastomas y esta asociado
a un peor prondstico) pueden activar las respuestas antitumorales de células T,

eliminando por completo el tumor[44].

En los dltimos afios también se han estudiado los agonistas de los TLRs para tratar
distintos tipos de cancer, ya que pueden estimular la respuesta inmunitaria innata y
en consecuencia la adaptativa, asi como tener efectos sobre el microambiente
tumoral[45,46]. Se ha visto que los TLRs pueden promover la maduracion de células
presentadoras de antigeno y esto a su vez favorece la activacion de células T y sus
mecanismos antitumorales, la liberacion de diversas citocinas como IL-10, IL-2,
IFNa, IFNB, la activacion de vias antitumorales como NF-kB. Ademas, se ha visto
en modelos murinos de melanoma, colon y carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello que la administracion de agonistas de TLRs reduce el crecimiento
tumoral y en combinacion con quimioterapia, radioterapia o el uso de anticuerpos,

puede potenciar su efecto anticancerigeno [47—-49].
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2.5.

Receptores tipo Toll

Los TLRs son receptores transmembranales tipo |, participan en el reconocimiento

de moléculas exdgenas provenientes de microorganismos, denominados patrones

moleculares asociados a microorganismos (MAMPSs), y en el reconocimiento de

moléculas enddgenas consideradas sefales de alerta denominadas patrones

moleculares asociados a dafio (DAMPs) (Tabla 1) [45,50]. En humanos se han

identificado 11 TLRs mientras que en ratdén se han identificado 13, sin embargo, el

TLR10 no es funcional en raton. Estos receptores pueden ser expresados por

células del sistema inmune como macrofagos, células dendriticas, NK, monocitos y

neutrofilos, asi como en células no inmunes como epiteliales, endoteliales y
fibroblastos [51,52].

R AMP DAMP ganao etico Referencia
TLR1 | Triacil lipoprotreina ? Pam3CSK4 [48,53-55]
TLR2 Lipoproteina Versican Pam2CSK4 [54-57]
TLR3 dsRNA mRNA Poly I:C, PolyA:U [50,53-55]
TLR4 Lipopolisacéaridos Lipoproteinas Derivados de lipidos A [50,53-

oxidadas de 55,57]
baja densidad
HMGB1
TLR5 Flagelina HMGB1 Flagelina recombinante [50,53-55]
TLR6 Acido lipoteicoico Péptidos lipoproteinas diaciladas [50,54,55,57]
amiloides sintéticas
TLR7 SSRNA Complejos Imidazoquinolina (R848) [48,52-55]
inmunes Imiguimod
TLR8 SsSRNA Complejos Imidazoquinolina (R848) [53-55,57]
inmunes
TLR9 CpG DNA Complejos Oligodesoxinucledtidos [48,50,53-
inmunes de CpG 55,57,58]
cromatina IgG
TLR10 | Diacil lipoproteina ? ? [50,54]
TLR11 Profilina, flagelina ? ? [53,55,57]

Tabla 1. MAMPs, DAMPs y ligandos sintéticos de los TLRs.
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Los TLRs se pueden encontrar organizados como heterodimeros (TLR1/TLR2,
TLR2/TLR6) u homodimeros (TLR2, TLR4, TLR5 y TLR11) y pueden estar
localizados principalmente en la membrana celular o intracelulares en el reticulo
endoplasmico, endosomas y lisosomas (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9). Los TLRs se
caracterizan por tener dos dominios: un dominio extracelular LRR (repeticiones ricas
en leucina) que reconoce al ligando y el dominio TIR (similar al del receptor de IL-
1) que va a inducir la activacion de factores de transcripcion involucrados en la
respuesta inmune, en la proliferacion celular, en la angiogénesis y en la apoptosis
(Figura 3) [45,50,51].

2 Repeticiones Ricas

Dominio exterior 9 en Leucina (LRRs)
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Figura 3. Estructura general del TLR. Los TLRs constan de dos dominios: el dominio LRR
el cual reconoce al MAMPs o DAMPs. Y el dominio TIR que recluta moléculas adaptadoras
especificas que inician la cascada de sefializacion rio abajo. Imagen modificada de El-Zayat
et al., [51].
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2.5.1. Senalizacion de TLRs

Una vez que el ligando se une al TLR induce cascadas de sefalizacion
intracelulares que estan involucradas en distintos procesos celulares. Existen dos
diferentes vias de sefializacion de los TLRs, una via dependiente de MyD88 y la via

dependiente de TRIF; su activacion dependera del ligando y del TLR activado[59].

2.1.1.1 Via de sefalizacion dependiente de MyD88

Todos los TLRs utilizan esta via de sefalizacién a excepcién del TLR3. MyD88 es
una proteina adoptadora asociada con la proteina TIR de los TLRs en la
transduccion de sefiales. MyD88 forma un complejo con la proteina quinasa IRAK-
4 denominado Myddosoma. Este complejo activa a IRAK-1 que luego se
autofosforila en varios sitios y conduce a la liberacion de MyD88, ademas IRAK-1
se asocia con la ubiquitina ligasa TRAF-6 que promueve la poliubiquitinacion del
complejo TAK-1/TAB para activarlo. Posteriormente la activacion de TAK-1 puede
conducir a dos vias de sefalizacion, la primera es a la activacion de IKK-NF-kB, lo
gue permite que NF-kB se transloque al nucleo para inducir la expresion de genes
proinflamatorios, la segunda via es la activacion de miembros de la via MAPK como
JNK, p38 y ERK, que conduce a la activacion de factores de transcripciéon como AP-

1y la regulacion de la inflamacion [50,59].

2.1.1.2 Via de sefializacion dependiente de TRIF

Los TLR3 y TLR4 desencadenan una via de sefalizacion dependiente de TRIF, sin
embargo, cabe mencionar que el TLR4 es el Unico capaz de activar ambas vias de

sefalizacion, la de MyD88 y la de TRIF, en el caso de la via TRIF se necesita de un
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adaptador, TRAM. En el caso de la via de MyD88, TRIF es capaz de activar a NF-
kKB mediante dos mecanismos, el primero es interactuando con TRAF6 y el segundo
es por medio de la interaccion con RIP, que activa a TAK1. TRIF también puede
interactuar con TRAF3, con el cual puede activar al complejo TBK1/IKKi y este
complejo mediante fosforilacion puede activar a IRF3 e IRF7, lo cual a su vez va a
inducir respuestas de interferdn tipo | (Figura 4) [47,51,60].

/"“ | S~
TLR4 TLRS TLR2/6

TLR1/2
MYD88

Figura 4. Sefalizacién de los TLRs. Existen dos vias de sefalizacion: la dependiente de
MyD88 y la de TRIF, la via de sefializacién activada dependera del ligando, el TLR activado

y la molécula adaptadora. Imagen tomada y modificada de Aluri et al., [61].
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2.1.1.3 Procesos celulares que activan los TLRs

Como se ha mencionado anteriormente, la sefializacion de los TLRs puede estar
involucrada en la activacion de diversos procesos celulares. Entre estos procesos
se encuentra la activacion del factor de transcripcion NFkB, el cual a su vez activa
genes implicados en la proliferacion celular y en la sobrevivencia celular, incluidos
como las ciclinas D1 y D2, c-Myc, c-Myb, ciclooxigenasa 2 (COX-2), BCL-2, BCL-
XL y VEGF, por lo que en algunos tipos de cancer como colon y hepatocarcinoma
se ha asociado con una funcion protumoral [62,63]. NF-kB puede incrementar la
respuesta inflamatoria mediante la produccion de citocinas como IL-1, IL-2, IL-6, IL-
8, IL-12, TNF-a y la polarizacién de macréfagos M1 que a su vez van a producir
citocinas inflamatorias [63]. Cabe mencionar que los TLRs también activan a la
cascada de MAPK que controla la actividad de AP-1, la cual regula varios procesos
celulares como la proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion de tumores (Figura
5) [64].

La activacién de interferones de tipo | e IRFs por parte de los TLRs regulan genes
asociados con la proliferacién y en especial con la apoptosis. IRF3 e IRF5 son
potentes supresores de tumores e IRF7 tiene potencial oncogénico y antitumoral
[62,65]. Por ejemplo, en adenocarcinoma de estobmago se ha asociado que al IRF7
como un biomarcador de baja supervivencia y con un microambiente supresor de
células B, neutrdfilos y células dendriticas [66]. Mientras que en células de
osteosarcoma se ha visto que la activacion de IRF7 puede suprimir la expresion de
PKM2 e inhibir la glucdlisis del tumor, teniendo un efecto antitumoral [67]. En células
de cancer de colon se ha observado que la activacion sostenida de IRF5 puede
promover la apoptosis mediante la activacion de la caspasa 8 mediante receptores
de muerte (DR) como TRAIL y la proteina del dominio de muerte asociada a FAS
(FADD) [68]. En este contexto, la apoptosis también puede ser desencadenada por
los TLRs mediante FADD y la caspasa 8 (Figura 5) [62].

16



I\ /1 .

IFNs  proliferacion Giriess . Genes '
celular o pro- o anti- antiapoptéticos
supervivencia  jnflamatorios Apoptosis

Figura 5. Procesos activados por la sefializacion de los TLRs. Los TLRs son capaces
de activar diversos procesos celulares como la proliferacién, apoptosis, supervivencia, e

inflamacién. Imagen modificada de Li et al., [62].

Los TLRs expresados en células dendriticas, favorecen su maduracion, la
presentacion de antigeno para activar células T CD4* y T CD8*, y a su vez las

células T ejercen su funcion efectora antitumoral [47].
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3. Antecedentes

La sefalizacion de los TLRs rio abajo es capaz de activar eventos relacionados a la
inflamacion, proliferacion, diferenciacion y migracion. Ademas, la activacion de NF-
KB es capaz de favorecer la transcripcion de citocinas, ROS, Cox-2, el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), moléculas de adhesion y coestimuladoras
[47,50].

En los ultimos afios se ha estudiado la activacion de los TLRs en diversos tipos de
cancer, sin embargo, su papel sigue siendo cuestionable. En biopsias de pacientes
con cancer cervical y células HELA se ha observado que la alta expresion de TLR8
se correlaciona con altos niveles de Bcl-2 y VEGF, por lo que concluyen que juega
un importante rol en angiogénesis [69]. Yin et al., 2015 estudiaron en un modelo
murino de cancer de mama que la activacion de TLR7 y TLR8 por medio de un
ligando sintético (R848) resulta en un potente agente anti-angiogénico, debido a la
reduccion en la vasculatura del tumor, induccién de apoptosis en las células
tumorales y un incremento en la activacion de células T CD4* [70]. Ademas,
observaron que R848 tenia un efecto sinérgico antitumoral cuando se administraba
en conjunto con sunitinib[70]. En contraste, en cancer de pancreas la expresion de
TLR7 y TLR8 se asoci6o con una mayor proliferacion de células tumorales y
quimiorresistencia[71]. Ahora bien, en algunos tipos de cancer de cerebro y del
SNC, se ha visto que la activacion y expresion de los TLRs ha mostrado resultados
favorables. Stathopoulos et al., 2012 demostraron en un modelo de rata de glioma
regresion total del tumor por medio de la activacion de los TLR7 y TLR8 con ligandos
sintéticos [72]. De manera similar, Benbenishty et al., 2019 reportaron que la
activacion profilactica del TLR9 por medio ligandos CpG reduce la metastasis a
cerebro del cancer de pulmon y melanoma debido a la activacion de la microglia
[73]. En meduloblastoma el estudio de los TLRs es muy limitado, hasta la fecha solo
hay dos trabajos publicados, el primero fue realizado por Malinska et al., 2012 donde
mencionan por primera vez la expresion de los TLR2, TLR3 y TLR9 en muestras de

meduloblastoma humano [74]. Posteriormente, en nuestro grupo de trabajo,
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Alvarez-Arellano et al., 2021 reportaron en biopsias de meduloblastoma clasicos y
desmoplasicos y anaplasicos la expresion diferencial de TLR7, TLR8 TLRO.
Ademas, se encontré que la expresion del TLR7 es un factor pronostico favorable
de sobrevivencia [75]. En consecuencia, el papel que juegan los TLR7, TLR8y TLR9
durante el desarrollo de meduloblastoma aun sigue siendo desconocido, por lo que
resulta de gran interés el estudio de la activacion de los TLRs con ligandos

sintéticos.

4. Planteamiento del problema

El meduloblastoma es el tumor del sistema nervioso central mas frecuente durante
la edad pediatrica y los tratamientos convencionales que incluyen la reseccion
quirurgica, radioterapia y quimioterapia si bien ayudan a alargar la vida del paciente,
afectan su calidad de vida. En la actualidad, se buscan alternativas terapéuticas con
mayor eficacia y menor agresividad. Se sabe que la utilizacion de agonistas de TLRs
participan en procesos como la apoptosis, la angiogénesis y la proliferacion de
células tumorales en diferentes tipos de cancer, sin embargo, en el caso particular
del meduloblastoma no se ha explorado. Por lo que resulta de gran interés evaluar
el efecto conjunto de la vincristina con los ligandos sintéticos de TLR7/TLR8 o TLR9,

durante el desarrollo del meduloblastoma como posible estrategia coadyuvante.

5. Hipotesis

En un modelo murino de meduloblastoma, el tratamiento conjunto de vincristina con
los ligandos sintéticos de los TLR7/TLR8 o TLRY, serd mas eficaz en la disminucién
de la proliferacion celular, aumento de la apoptosis y disminucién de la angiogénesis

del tumor.
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6. Objetivos

General

Determinar el efecto de la administracion de vincristina y la activacion de
TLR7/TLR8 o TLR9 con ligandos sintéticos sobre el desarrollo del meduloblastoma

en un modelo murino.

Particulares

e Determinar el efecto del tratamiento de la vincristina en combinacion con la
activacion de TLR7/TLR8 o TLR9 sobre la proliferacion del tumor.

o Establecer el efecto del tratamiento de la vincristina en combinacién con la
activacion de TLR7/TLR8 o TLR9 sobre la apoptosis del tumor.

e Analizar el efecto del tratamiento de la vincristina en combinacién con la
activacion de TLR7/TLR8 o TLR9 sobre la angiogénesis del tumor.

7. Metodologia

7.1. Cultivo celular

La linea celular Daoy [ATCC, Cat. HTB-186™] proveniente de meduloblastoma
humano se cultivé en medio Eagle minimo esencial (EMEM) suplementado con 10%
de suero fetal bovino y penicilina/estreptomicina, y se mantuvo a 37°C en un
ambiente de 5% CO2 y 5% de humedad.
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7.2. Modelo murino

Se obtuvieron ratones inmunodeficientes nu/nu, machos de 6-8 semanas del
Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubiran, a
los cuales se les indujo la formacion del tumor por medio de la inoculacion
subcutanea de la linea celular Daoy (9x10° células). Cada semana se documento el
peso del raton y se midio el tamafio del tumor. Los ratones se mantuvieron en un
rack ventilado en condiciones de aislamiento microbiologico y aire filtrado en el

bioterio del Hospital Infantil de México “Federico Gomez” (HIMFG).

Se dividio a los animales en 4 grupos experimentales: S/Tx (n=6), Vincristina [Sigma
Aldrich, Cat. V8879-5MG] (n=5), vincristina+R848 [Miltenyi Biotec] (n=5) y
vincristina+ODN [Miltenyi Biotec] (n=5). Cabe mencionar que se calcul6 el nimero
minimo de ratones por cada grupo experimental de acuerdo con la literatura
citada[76]. Cuando los tumores alcanzaron una longitud de 30-1700 mm?, se les
administré via intraperitoneal vincristina [1.2 mg/kg], y via intratumoral R848 [5 ug],
y ODN clase B [5 ug], segun correspondia con el grupo experimental. Todos los
tratamientos fueron administrados una vez por semana durante dos semanas. Al
término del tratamiento los ratones se sacrificaron por medio de dislocacion cervical
y el tumor se extrajé y se pesoé. A continuacion, el tumor se dividié en dos partes,

una para el analisis por inmunohistoquimica y otra para analisis de proteina.

El volumen del tumor se calcul6 por medio de la siguiente formula, para tumores no
esféricos: V=WxL/2 y para tumores esféricos: V=4/3xmxr3, donde W=ancho,

L=largo, r=radio.

7.3. Inmunohistoquimica

Los tumores se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 4 dias a 4°C y

posteriormente, se rehidrataron en sacarosa al 30% con 0.01% de azida de sodio
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en PBS. A continuacion, se realizaron cortes de 30 um de grosor y se mantuvieron

en sacarosa al 30% con 0.01% de azida de sodio en PBS a 4°C.

Los tejidos se lavaron dos veces con PBST (PBS+0.25% de Tritébn) durante 5
minutos, se realizé la recuperacién antigénica por medio de bafio maria con solucion
de citrato de sodio a 10 mM durante 7 minutos, posteriormente se preincubaron los
tejidos en 0.3% H202 en metanol durante 30 segundos. Después, se lavaron 2 veces
con PBST durante 5 minutos, y se colocaron durante 30 minutos en PBST con 1%
de albumina bovina. Posteriormente se dejaron incubando toda la noche a 4°C con
el anticuerpo primario anti-Ki-67 [Abcam, Cat. Ab15580 1:500]. Una vez incubadas
las muestras, se lavaron 2 veces con PBST durante 5 minutos, se incubaron con su
anticuerpo secundario durante 1 hora, a temperatura ambiente y se volvieron a lavar
2 veces con PBST por 5 minutos. Finalmente se incubaron con 3,3’-diaminobezina
tetrahydrochloride (DAB) durante 1 minuto y se tifieron con hematoxilina para
contrastar la tincion. La cuantificacion del porcentaje del area positiva se realiz6 por

medio del programa de Image J 1.53k [2022].

7.4. Extraccion y cuantificacion de proteinas

La mitad del tumor designada para proteina se congel6 a -70°C hasta el momento
de su utilizacién. Para la extraccidon de la proteina se prepar6 una mezcla con 1000
ML de regulador para extraccion de proteinas [Millipore, cat. CytoBuster™ 71009-
50ML], 10 uL de EDTA [Monterrey, Cat. 0580] y 10 uL del inhibidor de proteasas
[Millipore, Cat. 20-201], de la mezcla se agregaron 350 pL a cada muestra de tumor,
luego se homogenizaron con ayuda de un pistilo. Posteriormente, se centrifugaron
a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se recupero el sobrenadante y se mantuvé

a -20°C. Las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford.

22



7.5. Western-blot

Se realizé un gel de poliacrilamida al 12% y se carg6é cada pozo con 75 ug de
proteina de cada uno de los tratamientos, posteriormente el gel se corrié a 80 volts
durante 90 minutos. Una vez terminada la corrida del gel, se transfiri6 a una
membrana de fluoruro de polivinilideno [PVDF, Millipore, Cat. IPVH00010], la cual
se colocé en una camara humeda para western blot [Bio-rad, modelo Mini
PROTEAN®Tetra Cell] y se inici6 la transferencia a 300 mA durante dos horas. El
blogueo de la membrana se realizé con leche al 5% disuelta en TBS-T durante 1
hora para caspasa 3 activa y 2 horas para VEGF, en agitacion constante y a
temperatura ambiente. Se lavo la membrana 3 veces con TBS-T durante 5 minutos.
Seguidamente, la membrana se incubd con el anticuerpo primario durante toda la
noche a 4°C. Los anticuerpos primarios usados fueron caspasa 3 [Novus
Biologicals, Cat. 31A1067, 1:5000], actina [Abcam, Cat. Ab179467, 1:7000] y VEGF
[Abcam, Cat. Ab51745, 1:1000]. La membrana se lavo 3 veces con TBS-T y se dej6
incubando con el anticuerpo secundario para caspasa 3 se utilizé anti-mouse IgG-
HRP mientras que para actina y VEGF se utiliz6 anti-rabbit 1gG-HRP
correspondiente durante 2 horas, en agitacion constante y a temperatura ambiente.
Una vez terminada la incubacién del anticuerpo secundario, la membrana se lavo 3
veces con TBS-T y se bafid durante 5 minutos con los dos reactivos de luminol
[Santa Cruz Biotechnology, Cat. SC-2048]. Las membranas se revelaron en un
fotodocumentador [Vilber, Fusion Solo S}, y se analizaron con Image J 1.53k [2022].

7.6. Analisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas entre los grupos experimentales se
utilizé la prueba de ANOVA de una via con una prueba de comparacién simple de
LSD o la prueba de comparacion de Tukey o la prueba no paramétrica de Kruskal-

Walllis segun fue el caso, usando el software de GraphPad Prism 8.0.1 [2018].
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8. Resultados

8.1. La administracion conjunta de la vincristina con R848 y
ODN no presenta un efecto sinérgico sobre la disminucién

del tamafo del tumor

Ya que el peso es un indicador de la salud de los animales, los ratones se pesaron
cada semana durante todo el experimento. En la Figura 6 se observa que el peso
de los ratones se mantuvo constante en todos los grupos de tratamiento a lo largo

del experimento.
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Figura 6. Seguimiento semanal del peso de los ratones. El peso de los ratones fue
monitoreado a lo largo de todo el experimento. En la semana O se inocularon las células

HTB-186 y en la semana 12 y 13 se administré la vincristina y los ligandos de TLR7/TLR8
y TLRO.
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Una vez terminado los tratamientos de los diferentes grupos experimentales, se
extrajeron los tumores de los ratones (Figura 7A). Los tumores se pesaron, sin
embargo, no se encontraron diferencias entre los tratamientos (Figura 7B). Debido
a que se ha observado que el tamafio o peso del tumor puede verse afectado por
zonas hipodxicas, necréticas o acumulacion de agua, se realizé un andlisis de
correlacion entre el tamafio y peso del tumor (Figura 7C), y se encontré una
correlacion positiva entre ambos factores, 1o que significa que, a mayor tamafo,
mayor peso del tumor. Ademas, se midio el tamafio del tumor antes y después del
grupo sin tratamiento, con vincristina o vincristina con ligandos sintéticos de TLR7/8
y TLR9 (Figura 7D-G). Nuestros resultados muestran un incremento esperado en el
tamafo del tumor del grupo S/Tx, mientras que los ratones tratados con vincristina
o0 vincristina con los ligandos sintéticos de TLR7/8 y TLR9, disminuyé el tamafio del
tumor. Ademas, se encontraron diferencias significativas entre los grupos S/Tx y
vincristina, vincristina+R848 y vincristina+ODN, pero no entre el grupo tratado con
vincristina y los grupos tratados con vincristina y con los ligandos sintéticos de
TLR7/8 y TLR9 (Figura 7H).
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Volumen del tumor antes y después del tratamiento; sin tratamiento (D), vincristina (E),
vincristina + ODN (F) y vincristina + R848 (G). Cambio del volumen tumoral después de los
tratamientos (H). EI cambio del volumen tumoral se calculé tomando en cuenta el tamafio
del tumor antes del tratamiento = 1, mediante la siguiente formula: cambio del volumen

tumoral = (volumen finalx1) /volumen inicial. +SEM, ***p<0.01, (ANOVA de una via y Tukey).

8.2. La administracion conjunta de vincristina con R848 y

ODN aumenta la proliferacion de las células tumorales.

Posteriormente decidimos evaluar la proliferacién celular en los tumores extraidos
de los ratones mediante la expresién de Ki-67 por inmunohistoquimica. Ki-67 es una
proteina nuclear que se encarga de regular el ciclo celular y su expresiéon aumenta
durante la fase G1, por lo que es un marcador de proliferacion ampliamente utilizado
en diversas patologias como tumores [77,78]. En el presente trabajo encontramos
qgue el tratamiento con vincristina disminuye la expresion de Ki-67 en comparacion

con el grupo sin tratamiento (

Figura 8A y 8B), lo cual era lo esperado, ya que como se menciond anteriormente,
la vincristina interviene con la formacion de los microtabulos durante el ciclo celular.
Sin embargo, los tumores tratados con vincristina y los ligandos sintéticos de
TLR7/TLR8 o TLR9 parece tener un efecto protumoral, ya que la expresion de Ki-
67 es mayor cuando solo se administra la vincristina (Figura 8B), inclusive el
tratamiento de vincristina+R848 presentd un aumento estadisticamente significativo
en la expresion de Ki-67 con respecto al tratamiento Unicamente con vincristina
(Figura 8B). Por lo que, el tratamiento conjunto de vincristina con los ligandos
sintéticos de TRL7/TLR8 o TLR9 aumenta la proliferaciéon de las células tumorales

en comparacion a cuando solo se administra vincristina.
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Figura 8. Expresion del marcador de proliferacién Ki67 en los tumores tratados con
vincristina o vincristina con R848 y ODN. Imagenes representativas de las
inmunohistoquimicas para Ki-67 contrastadas con hematoxilina (A). Sin tratamiento (i),
vincristina (i), vincristina+ODN (iii), vincristina+R848 (iv). Tinciébn marrdn, células positivas
para Ki67. Cuantificacion del porcentaje del area positiva para Ki-67 de los tumores (B).

Mediana * rango, *p<0.05, (Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis), n=3.

8.3. La vincristina en combinacion con R848 y ODN no
incrementa la muerte por apoptosis de las células

tumorales.

La vincristina interrumpe el ciclo celular, lo cual induce apoptosis, siendo este el
principal mecanismo por el cual disminuye el tamafio tumoral. Por lo que, se decidid
evaluar la apoptosis empleando como marcador la caspasa-3 activa. Encontramos
que efectivamente la vincristina indujo significativamente un incremento de la
caspasa-3 activa en comparacion con el grupo sin tratamiento (Figura 9A y 9B).
Ademas, se encontrd que el tratamiento conjunto de la vincristina con R848 o el

ODN, disminuyeron significativamente la caspasa-3 activa en comparacion con el
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tratamiento de solamente vincristina (Figura 9B). Lo cual indica que el tratamiento
de vincristina y los ligandos de TLR7/TLR8 y TLR9 podria tener un efecto
protumoral, ya que aumentan la proliferacion y disminuyen la apoptosis del tumor,

con respecto al grupo tratado con la vincristina Unicamente.
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Figura 9. Efecto del tratamiento conjunto de la vincristina con los ligandos sintéticos
de los TLRs sobre la expresiéon de caspasa-3. Geles representativos de dos tumores de
la expresion de procaspasa-3, caspasa-3 y actina (A). Cuantificacion de la expresion de
caspasa-3 activa (21 kDa) (B). Densidad 6ptica D.O. £ SEM, *p<0.05, **p<0.01, (ANOVA de
una viay LSD), n23.

8.4. Efecto del tratamiento con vincristina en combinacion
con R848 y ODN sobre la expresiéon de VEGF-C en los

xenotransplantes

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos
preexistentes, en el cancer es un proceso importante debido a que los vasos

sanguineos proporcionan los nutrientes necesarios para el crecimiento y metastasis
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del tumor [79]. Debido a que el tratamiento conjunto de vincristina con los ligandos
sintéticos de TLR7/TLR8 o TLR9 presenta mayor proliferacion y menor apoptosis
de células tumorales, se decidi6 evaluar el efecto de los diferentes tratamientos
sobre la angiogénesis del tumor. Observamos que el tratamiento con vincristina fue
el que presentd mayor expresion de VEGF-C. Resulta interesante observar la
misma tendencia que en la proliferacion y apoptosis del tumor, ya que cuando se
administra la vincristina con los ligandos de TLR7/8 y TLR9, la expresion de VEGF-
C disminuye significativamente respecto al tratamiento con vincristina, siendo una

expresion similar de VEGFC al grupo sin tratamiento (Figura 10A y 10B).
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Figura 10. Evaluacién de la vascularizacion del tumor de los ratones con
meduloblastoma sin tratamiento, tratados con vincristina o vincristina con R848 y
ODN. Geles representativos dos tumores de la expresién de VEGFC y actina (A). Cuantificacion de
la expresién de VEGFC (55-70 kDa) (B). Densidad optica D.O. + SEM, *p<0.05, **p<0.01
(ANOVA de una via y LSD), n=3.
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9. Discusioén

Los tratamientos actuales para el meduloblastoma tienen desventajas y efectos
secundarios sobre los pacientes, y los que sobreviven tienen una menor calidad de
vida [24,25]. Por lo cual, en los ultimos afios es un punto de interés la busqueda de
terapias coadyuvantes que disminuyan los efectos secundarios del tratamiento
actual para el meduloblastoma. El uso de la inmunoterapia ha resultado beneficioso
en diversos tipos de cancer, sin embargo, en canceres de cerebro sigue siendo un
reto debido a la falta de antigenos inmunogénicos, a los pocos infiltrados celulares
y al microambiente altamente inmunosupresor [37,38]. Ademas, se ha visto que el
uso de la inmunoterapia junto con la quimioterapia y radioterapia puede tener un
efecto sinérgico [11]. En este contexto, la activacion de los TLRs podria ser una
terapia adyuvante prometedora contra el meduloblastoma.

En el presente trabajo se observé que la administracién conjunta de la vincristina
con los ligandos de TLRs no present6 un efecto sinérgico sobre la disminucién del
tumor (Figura 11). Ya que los tumores disminuian su tamafio debido Unicamente al
efecto de la vincristina. Estos resultados pueden deberse a la concentracién
empleada de los ligandos, asi como a la frecuencia y numero de dosis
administradas. Como los hallazgos reportados en un modelo murino de glioma, en
el que encontraron que a dosis menores a 10 ug de R848 no tenian ningun efecto
sobre el tamafio del tumor [72]. Por otro lado, Figueiredo et al., 2021 observaron en
un modelo de raton ortotopico de cancer de mama que la administracion
intraperitoneal de nanoparticulas de lignina cargadas con R848 y vinblastina
presenta un efecto sinérgico en la disminucién del tamafio y peso del tumor, sin
embargo, cuando se administra vinblastina con R848 sin las nanoparticulas de
lignina no presenta ningun efecto sinérgico sobre el tamafio o peso del tumor [80].
De manera similar, se ha visto en un modelo murino de glioma que la administracion
de R848, sin nanoparticulas de ciclodextrina, no presenta un efecto significativo
sobre el tamafio del tumor [81]. Ya que se ha observado que cuando se administra

solo el R848 la biodisponibilidad y efectividad del farmaco disminuye, por lo que es
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necesario administrar mayores dosis o considerar si la via de administracion es la
Optima [80-82].

Como se menciond anteriormente, la sefializacion de los TLRs estéa implicada en
diversos procesos celulares como la proliferacion, apoptosis y angiogénesis
[45,50,51]. Por lo que se evalud la proliferacién y apoptosis del tumor ya que,
aunque no se observé un efecto sinérgico en la disminucion del tamafio del tumor
cuando se administra el tratamiento conjunto de la vincristina y los ligandos
sintéticos de TLR7/TLR8 o TLR9, esto no necesariamente indica a que el

tratamiento no tenga efecto sobre el tumor.

Nosotros observamos que la combinacion de vincristina con el ligando sintético de
TLR7/TLR8 o TLR9 mostré una mayor proliferacion y menor apoptosis que cuando
solo se administré el tratamiento con vincristina (Figura 11), siendo estos valores
parecidos a los del grupo sin tratamiento. Estos resultados son similares a los
encontrados por Grimming et al., 2015 en donde observaron que la estimulacion de
R848 en células de pancreas aumentaba la proliferacion celular, aunado a que la
sobreexpresion de TLR7 y TLR8 favorecia la quimiorresistencia al 5-fluoracilo [71].
Cherfils-Vicini et al., 2010 observaron en células de cancer de pulmén que la
estimulacion de TLR7 y TLR8 por medio de ligandos sintéticos provee
quimiorresistencia a ciclohexamida, cisplatino, carboplatino, doxorrubicina (genérico
de adriamicina) y navelbine (alcaloide de la vinca) a través de la via dependiente de
MyDD88 que activa a NF-kB y que a su vez favorece el aumento de la expresion de
BCL-2, una proteina anti-apoptética, ademas de aumentar las capacidad de

migracion y metastasis mediante la expresion de CCR4, FN1 (fibronectina 1) [83].

El TLR9 también juega un rol importante en el desarrollo del cancer, en células de
osteosarcoma se ha visto que la sobreexpresion de TLR9 promueve la proliferacion
celular, el ciclo celular, invasion y migracion a través de la via de sefializacién de
NF-kB, mientras que su silenciamiento tiene el efecto opuesto [84]. En células de
cancer de ovario SKOV3 se ha observado que la administracion de ODN produce
quimiorresistencia a cisplatino, asi como la inhibicion de TLR9 sensibiliza a las

células tumorales disminuyendo los niveles de MRP (proteina asociada a resistencia
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multidrogas), p53, y favorece la autofagia [85]. Tanaka et al., 2010 demostraron que
la estimulacion del TLR9 por medio de ODN en células de hepatocarcinoma
promueve la viabilidad celular a adriamicina o cisplatino por medio de la activacion
de inhibidores de la apoptosis [86]. La utilizacion de adriamicina en células
tumorales disminuye inhibidores apoptoticos como survivin, Bcl-xl, XIAP, cFLIP,
pero cuando se utiliza adriamicina en combinacién con ODN CpG estos inhibidores
apoptoticos aumentan [86]. Esto podria ser una explicacion de porque en nuestros
resultados obtuvimos mayor proliferacién y menor apoptosis cuando se utiliza el
tratamiento conjunto de vincristina con el ligando de TLR7/8 o TLR9 en comparacion

de cuando solo se utiliza vincristina (Figura 12).
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Figura 11. Efecto de la administracion de vincristina o vincristina con los ligandos de
TLR7/8 0 TLR9 en un modelo murino de meduloblastoma. La administracién de vincristina
disminuy6 el tamafo tumoral y la proliferacion, aumenté la apoptosis y VEGFC, mientras que la
administracion conjunta de vincristina con los ligandos de TLR7/8 o TLR9 no presenté un efecto
sinérgico sobre el tamafio tumoral, la proliferacion aumento y la apoptosis y expresion de VEGFC

del tumor disminuy®.
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Por otro lado, se sabe que el VEGF esta encargado de regular el proceso de
vascularizacion y angiogénesis, VEGF es una familia de factores de crecimiento que
incluye varios miembros (VEGF A-F) y factor de crecimiento placentario (PIGF) [87].
VEGF-C en cancer induce la formacién de vasos linfaticos y proporciona las rutas
necesarias para que las células tumorales inicien el proceso de metastasis [88]. En
un modelo murino de cancer de colon no metastasico se ha observado que la
sobreexpresion de VEGF-C correlaciona con un mayor niumero y tamafo de los
tumores, mayor numero de vasos linfaticos ademas promueve el reclutamiento de
TAMs que favorecen la inmunosupresion, disminuyendo células T CD4*y CD8* [89].
En el presente trabajo observamos el efecto contrario del VEGF-C, en tumores con
mayor grado de proliferacion y menor apoptosis pertenecientes al grupo de
vincristina con los ligandos de TLR7/TLR8 o TLR9 se encontré una disminucion
significativa en la expresion de VEGF-C, siendo similar a la del grupo sin
tratamiento, mientras que el grupo al que solamente se administré vincristina
aumento significativamente la expresion de VEGF-C (Figura 11). Nuestros
resultados son similares a los observados por un estudio reciente, donde
demostraron que el VEGF-C es un regulador negativo del crecimiento de
meduloblastoma, ya que observaron en células DAOY mayor expresion de VEGF-
C en comparacion de células HD-MBO03 del subgrupo 3 del meduloblastoma, las
cuales son células mas agresivas y metastasicas [90]. Aunado a que en ratones
inmunodeficientes con xenoinjertos de células DAOY deficientes de VEGF-C, se
observaron tumores de mayor tamafio y agresividad en comparacién con los
tumores de las células DAQY que expresan VEGF-C [90]. De manera similar, en un
modelo murino de glioblastoma se observé que la administracion profilactica de
VEGF-C promueve el rechazo del tumor, ademés de proporcionar memoria
inmunologica mediante la promocion de células T CD4* y CD8* ante una
reexposicion a células de glioblastoma en el ratén [91]. Por lo que en tumores del
SNC, VEGF-C podria estar modulando el crecimiento y metastasis del tumor
[90,91].
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Aungue la administracion conjunta de vincristina con R848 y ODN no proporciond
el efecto sinérgico antitumoral deseado, estos resultados son importantes ya que
podriamos estar observando un mecanismo de quimiorresistencia de las células
tumorales. Sin embargo, se requieren otros estudios para comprobarlo. Existen
varios mecanismos por los cuales se podrian estar favoreciendo la
guimiorresistencia como la activacion de genes anti apoptoticos como Bcl-2 o AKT,
o la represion de genes apoptéticos como Bax o Bak, los cuales pueden ser
activados mediante la sefalizacion de NF-kB, factor de transcripcion activado por la
sefalizacion de TLRs (Figura 12) [92,93]. En células de cancer de colon quimio
resistentes a 5-fluoracilo se ha visto que la subunidad p65 de NF-kB se encuentra
altamente fosforilada y que la inhibicion de la via de NF-kB revierte su

quimiorresistencia [94].

La activacion de factores anti apoptoticos o proliferativos en el cancer, también
pueden ser regulados por miRNA, que son pequefios RNAsS monocatenarios no
codificantes, los cuales desempefian un rol importante en la regulacion de la
expresion génica, y pueden estar involucrados en la quimiorresistencia [93,95]. Se
ha observado que la sefalizacién de TLRs puede favorecer la expresion de miRNA,
en un modelo murino de cancer de pulmoén la estimulacion del TLR9 por medio de
ODN aumento la expresion de miR-26a, el cual promueve el crecimiento y migracion

de las células tumorales por medio de la via PI3K-Akt (Figura 12) [96].

Otro mecanismo de quimiorresistencia es la autofagia, que es la degradacion de
organelos dafiados o proteinas mal plegadas, en el cancer la autofagia puede
proporcionar la energia a las células tumorales y favorecer la metastasis [97,98]. Se
ha visto que la estimulacion de TLR7, TLR8 o TLR9 con ligandos como imiquimod,
RNAs de cadena sencilla u ODN, puede desencadenar el proceso de autofagia
(Figura 12) [99-101]. Y en células de cancer de cerebro como glioblastoma o
meduloblastoma se ha observado que la inhibicion de la autofagia puede reducir
significativamente la capacidad proliferativa e invasiva de las células tumorales
[102,103].
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El microambiente tumoral juega un rol importante en el desarrollo del tumor y en la
quimiorresistencia, en este contexto se ha visto que la administracion de ligandos
sintéticos de TLR7/TLR8 o TLR9 puede influir en el reclutamiento de células
inmunes en el tumor. En un modelo murino de cancer de pancreas se ha visto que
la administracion de ligandos de TLR7 favorece el desarrollo tumoral, al reducir el
infiltrado de linfocitos T y aumentar el nimero de TAMs CD86%/204*[104]. Asi como
en modelo murino de adenocarcinoma de pulmon, los ligandos sintéticos de TLR7
favorecen el crecimiento tumoral mediante la remodelacién del microambiente
tumoral, el reclutamiento de células mieloides supresoras por la induccion de CCL2
y GM-CSF y el aumento de genes asociados a la transicion epitelio mesénquima
[105]. De manera similar, se ha observado que la administracién de ODN en ratones
de cancer de colon promueve el desarrollo tumoral y la radio resistencia debido al
reclutamiento de células mieloides por medio de la sefalizacién de TLR9/IL-6/SAT3
[106]. Se ha visto que el reclutamiento TAMs y células mieloides en el
microambiente tumoral se ha asociado como un mecanismo de quimiorresistencia
al promover factores de crecimiento y proteasas que promueven la invasion (Figura
12) [107].

Por lo que es necesario realizar mas estudios para poder dilucidar el o los
mecanismos que podrian estar promoviendo la quimiorresistencia cuando se
administra la vincristina con los ligandos sintéticos de TLR7/TLR8 o TLR9 en un

modelo murino con meduloblastoma.
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Figura 12. Mecanismos que podrian estar involucrados en la posible
quimiorresistencia desencadenada por la administracion de vincristina con los
ligandos de TLR7/8 o TLR9. Los ligandos sintéticos de TLR7/8 o TLR9 podrian favorecer la
quimiorresistencia de las células tumorales mediante la activacién de miR-26a que promueve
procesos de proliferacion e invasioén, y/o la activacion de la via de NF-kB que puede activar factores
anti apoptoticos y aumentar la autofagia. Ademas, la disminucién de la expresién de VEGFC podria
afectar la respuesta del sistema inmune adaptativo al aumentar TAMs y disminuir el porcentaje de
células T CD4+y T CD8* [91-93,96,102—-104,107]. Imagen creada en biorender.
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10. Conclusion

En el presente trabajo se observé en un modelo murino de meduloblastoma, que la
vincristina disminuye el tamafio del tumor, asi como la proliferacion celular y
aumenta la apoptosis y expresion de VEGF-C. Sin embargo, el tratamiento conjunto
de vincristina con los ligandos sintéticos de TLR7/TLR8 o TLR9, no presenta un
efecto sinérgico sobre la disminucion del tamafio del tumor. Contrario a lo esperado

aumenta la proliferacién celular, disminuye la apoptosis y la expresion de VEGF-C.

Es necesario realizar mas estudios para comprender de mejor manera el
mecanismo por el cual TLR7/TLR8 o TLR9 en combinacion con la vincristina
favorecen el desarrollo del tumor. Cabe mencionar que los resultados encontrados
en el presente trabajo son muy importantes, ya que hasta la fecha existen muy
pocos trabajos acerca del papel de TLR7, TLR8 y TLR9 en combinacion con la
quimioterapia en el desarrollo del cancer, mientras que en el meduloblastoma aun

no se habia explorado.
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11. Perspectivas

. Determinar el efecto que tendria incrementar el nimero de dosis y/o las
concentraciones de los ligandos de TLR7/TLR8 o TLR9 en conjunto con la
vincristina el meduloblastoma sobre la proliferacion celular, apoptosis y
angiogénesis del tumor.

. Observar el efecto de la administracion de los ligandos de TLR7/TLR8 o
TLR9 en el meduloblastoma anterior o posterior al tratamiento con vincristina
sobre la proliferacion celular, apoptosis y angiogénesis del tumor.

. Analizar la expresion de NF-kB y factores anti apoptéticos como BCL-2, Bcl-
xl, XIAP, cFLIP y survivin en el tumor tratado con vincristina o vincristina en

combinacién con la activacion de TLR7/TLR8 o TLRO.
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