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RESUMEN

Introducciéon: EI melanoma maligno es una de las neoplasias més letales y en
los ultimes afios ha habido un aumento alarmante en su prevalencia, sin que
actualmente se conozcan terapias efectivas que resulten en una mayor sobrevida de
los pacientes con enfermedad avanzada. La proteina del tumor de Wilrh} €s
reconocida por desempefiar un rol oncogénico en diversos tumores hematoldgicos y
sélidos, incluyendo melanoma. GEM es un agente quimioterapéutico analogo de
nucledtido que inhibe la sintesis de ADN y se ha demostrado que regula
positivamente la expsion deWTL1 Objetivo: Determinar si existe un efecto
sinérgico entre el tratamiento simultdneo con una vacuna de ADN bas&d&alen
(VWT1) y GEM. Metodologia In vitro se determiné la Dgg Yy se analizo el efecto
de la GEM sobre la proliferaciate céluas B16F10, asi como el efecto de la GEM
en la expresion de WT1 y se caracteriz6 la funcionalidad\dEL. In vivo se analizo
la produccion de anticuerpos inducida por la vacunacién y posteriorrsente
indujeron tumores subcutaneos &xi0 células, formado 4 grupos experimentales
con 5 ratones cada uno: a) control sin tratamiento,GEM120/WT1, ©
GEM1OvWT1 y d) GEM120 y finalmente se calculdé el indice tumoral y la
sobrevivencia para todos los grupBssultados La DLsg de GEM fue de 32 ng/ml,
la dosis de 10 ng/ml indujo mayor proliferacion celular a 48 h, mientras que dosis
mayores a 50 ng/ml disminuyerta proliferacién celular hasta 80%. Se observo
gue la GEM modula de manera negativa la expresion de WT1. Eas<@&@WL6F10
transfectadas cowWT1 se obtuvo una sobreexpresion de WTieces mayoque
en células sin transfectar. Por otro lado se detectaron anticuerpos IgG especificos en
ratones inmunizados cWTL1. El indce tumoral fuenenor en ratones tratados con
120 mg/kg de GEM solo y la combinacion coWNT1 (1ng), mientras que la mayor
sobrevivencia ocurrié en ratones que recibieron la dosis de 10 mg/kgWids
Conclusiones La vacunacion contra WT1 mas el uso de GEM en melanoma no
mostré un efecto antitumal sinérgico, evidenciando f@goca inmunogenicidad del
modelo empleado, aunquedambinacion de ambas terapiasusio un impacto en la

sobrevivencia al emplear una baja dosis de GEM, a pesar del volumen tumoral.



ABSTRACT

Introduction : Malignant melanma is me of the deadliest types of cancer.
There haseen an alarming increment of its prevalence, with no effective therapy
resulting in 1 mproved survival of pati e
Tumor protein (WT1) has been recognized for cagyout an oncogenic role in
several hematological and solid turmercluding melanoma. Gemcitabine (GEM), a
cytidine analog that inhibits DNA synthesis, has been proved to positively regulate
WT1 Objective: To prove whether a synergic effect is obtainedth the
combimation ofa WT1 based DNA vaccine (VWT1) and GEMatmentsMethod:
InvitrtoDLsppand GEMo6s effect on proliferation
well as the effect on WT1 expression and vVWT1 functionality.vivo vVWT1
inducedantibaly production was analyzed. Afterwards, suthoeous tumors were
establisked with 5x1C cells. Four experimental groups were formed with 5 mice
each: a) Control group, b) GEM120vWT1, c¢) GEM10vWT1 and d) GEM120.
Finally, tumor volume and survival was asses$or all groupsResults LD sg) was
32 ng/ml. Augmented proliferation wasomoed withthe dose oflO ng/mlat 48 h
while doses higher than 50 ng/ml reduced proliferation to 20 %. A GiEMced
negative modulation of WT1 expression was observedWm1-transfected B16F10
cells there was an over expression of What was7 times that ofcontrol non
transfected cellslgG type antibodies specific for WT1 were detected in mice
immunized with vVWTL. Tumor volume wakwer in mice treated with GEM120 and
GEM120vWT1 but it was in mice tresd with GEM10vWT1 where enhanced
survival wasdeteced. Conclusions The treatment with vVWT1 immunization along
with GEM did not prove to have a synergitect in melanoma, giving evidence of
the poor immunogenicity othe model; however, this combination did have an

impact on survival when using a low dose of GEM, notwithstanding tumor volume.



INTRODUCCION

El melanoma maligno constituye el céncer de piel mas agresivo y
potencialmente letal, lo cual se asocia a su elevada capacidad para dar metastasis a
distancia. Afecta predominantemente a adultos en edad productiva y se estima que su
incidencia se duplicaacla 10 a 20 afios, afectando principalmente a poblaciones de
piel clara. Los tratamientos convencionales (en particular la quimioterapia) han

mostrado poca efectividad y elevada toxicidad en la mayoria de los pacientes.

Las vacunas de ADN en cancer, cangeén una novedosa estrategia
inmunoterapéutica y tienen como objetivo estimular o potenciar en el huésped una
respuesta inmunitaria contra los antigenos del tumor, ademas induce menos efectos
secundarios y evita la metastasis y recurrencia, en comparmiotas terapias

estandar.

Avances recientes han resultado en la identificacion de un gran nimero de
antigenos asociados a tumor (TAAs) y sus epitopes recosopi linfocitos T
citotoxicos de varios tipos de neoplasias malignas. Uno de los antigeaosidos a
tumor que ha sido identificado es el producto del\§&ri el cual es considerado un
antigeno tumoral universakl gen WT1 codifica para un factor de transcripcion
involucrado en proliferacion y diferenciacion celular y apoptosis. Mediante la
modulacion de la expresién de genes asociados a estos procesos se ha demostrado
una sobreexpresion d&T1en distintas neoplasias, desde leucemias hasta tumores
sélidos de mama, pulmén, ovario, utero, tiroides, melanoma etc., lo cual ha sugerido

que desemp® un relevante papel oncogénico.

La finalidad de este trabajo es determinda siombinacién dena vacuna de
ADN contraWT1 masGEM produce un efectantitumoralsinérgicomas eficiente
gue uno u otro tratamiento por si solo, ya que los mecanismos de accién de ambos

agentes promueven la cooperaciérmegstos



JUSTIFICACION

El poco éxito de las terapias convencionales contra formas avanzadas de
melanomaindica lanecesidad de buscar tratamientos mas efectivos y menos toxicos
para los pacientes) principal propdsito es lograr un aumento en la sobrevivencia de
los pacientes; los esfuerzos mas recientes se centran en el desarrollo de terapia génica
e inmunoterapiaantra blancos especificos. El gen del tumor de Wilms (WT1) fue
recientemente reconocido como un antigeno tumoral universal y el mas importante
para el desarrollo de vacunas contra el cancer, de un listado de 75 antigenos. La
Gemcitabina GEM) es un agentequimioterapéutico muy utilizado para el
tratamiento deadenocarcinong y algunos tipos de leucemias y ademas de su
funcién citotoxicaper setiene la capacidad de potencializar la respuesta innaune
través de diversos mecanismos, lo que sugiere su ersplecombinacion con
inmunoterapia en canceEn el presente trabajo se ensayara la hipétesis de que el
tratamiento combinado de GEM junto con una vacuna de A@itraWT1 produce
un sinergismo en la respuesta antitumocallidad de vida y sobrevivenciaos
resultados que se obtengan podrian aplicarse a otros modelos de células tumorales

que expresen WT1



ANTECEDENTES

Céancer de piel

El cancer engloba un grupo de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento descontrolado y diseminaciéon de céla@asrmales en el cuerpo y
representa un problema de salud publica alarmante que ha ido en aumento, con
incidencias que alcanzan anualmente 10 millones de casos en el mundo, con una
mortalidad mayor a 6 millones de casos cada afo (Stewart y Kleihues, 2003).

El cancer de piel incluye un conjunto de neoplasias con muy diversas
caracteristicas, tanto por su origen como por sus factores de riesgo y prondstico,
distinguiéndose dos grupos principales: el grupo Melanoma maligno y el grupo de
cancer cutdneo No melama, que abarca esencialmente los carcinomas
Espinocelulares y Basocelulares (Martinez y Otley, 2001).

En nuestro pais, el cancer de piel se halla en el segundo lugar de frecuencia,
de acuerdo con un informe emitido en 2001 por el Registro Histopatoldgico
Neoplasias Malignas. Para las mujeres representa el segundo sitio de frecuencia y
para los varones el primero (Secretaria de Salud, 2001).

Melanoma maligno

En los ultimos afios ha aumentado enormemente el interés por el melanoma
maligno, el cancede piel mas agresivo y potencialmente letal.

El melanoma es un tumor que deriva de la proliferacion de melanocitos
atipicos, con capacidad o no para producir pigmento. Afecta principalmente la piel
(90%), pero también puede localizarse en uvea e iris Y3 menor frecuencia en
mucosas y meninges, siendo su principal caracteristica una elevada capacidad de dar
metastasis, la cual puede ocurrir por la via linfatica a tejidos vecinos o por la via
hematica a visceras, principalmente a pulmén e higado oferst 1994;
Denninghoffy col, 2006).



Epidemiologia

El melanoma afecta predominantemente a adultos en edad productiva, no
obstante su aparicién en infantes se relaciona con un nevo melanocitico congénito
gigante, el sindrome de nevos displasicota eenfermedad genética xeroderma
pigmentoso. En el sexo masculino, la enfermedad se presenta muy frecuentemente en
tronco, mientras en el sexo femenino suele manifestarse en extremidades inferiores
(Goldstein y Goldstein, 2001).

El numero de casos de mmedema se ha incrementado mas rapido que
cualquier otro cancer. El crecimiento anual en la incidencia muestra variabilidad
segun las distintas poblaciones, pero en general fluctia entre 3 a 7 % por afio para
personas caucasicas.

Se estima que esta enfermedadduplica cada 10 a 20 afios y se manifiesta
con mayor preferencia en personas de piel clara, quienes son mas sensibles a los
rayos solares, sin embargo puede darse en cualquier grupo étnico; el lugar que
presenta la mas alta incidencia de este tumoruekland, Nueva Zelanda, mientras
que las cifras mas bajas se dan en poblaciones asiaticas: China, India, Japén y
Singapur (Leitner, 2006).

En el afio 2000, la incidencia de melanoma en el mundo fue de 2.4 por
100,000 para hombres y 2.21 por 100,000 paramesj produciéndose en los paises
desarrollados alrededor de 100,000 nuevos casos, lo que represeid® ue Todos
los canceres, mientras la mortalidad en el mismo afio fue de aproximadamente 0.75
por 100,000 en varones y de 0.56 por 100,000 en fér{ilemsnond y Soong, 2003;
Walshy col, 2000).

En los ultimos 30 afios, se ha registrado en varias partes del mundo un
aumento de esta neoplasia de hasta 400% (Jeoawd| 2004). En Latinoamérica no
existen estadisticas fidedignas sobre la incidencia denoral, pero estimaciones
de laInternacional Agency for Research on Cancarojan cifras que ubican a
México en una incidencia de 2 por 100,000 habitantes (International Agency for

Research on Cancer, 2002) y, la Clinica de Melanoma del Instituto Nadena



Cancerologia aporta evidencia de un desarrollo de casi 500% en afios recientes
(MartinezSaidy col., 2004).

En contraste con otras neoplasias de deteccion temprana, incluyendo cancer
de mama, prostata, cetectal y cancer cervical, el rango de maodd por
melanoma en los Estados Unidos mostré un incremento del 29 % de 1975 al 2000
(Riesy col, 2003).

La American Cancer Societgstima que tan solo este afio habra en los
Estados Unidos méas de un millébn de nuevos casos de cancer no melanoma, contra
62, 480 nuevos casos de melanoma y calcula que se registrardn un promedio de
2,780 defunciones al afio por cancer de piel no epitelial y 8,420 muertes por

melanoma (American Cancer Society, 2008).

Factores de riesgo

Debido a que la etiologia dehelanoma es muy compleja, se siguen
investigando factores que podrian estar asociados con su aparicion y desarrollo, entre
los que se hallan factores ambientales, asi como otros dependientes del huésped,
principalmente de tipo genético.

La literatura (ScHéer y col, 2004; Greene, 1999; MacKie, 1998; Kraghn
col., 1994) destaca los siguientes como factores de riesgo asociados a melanoma:

-Piel clara. Los caucasicos presentan incremento de hasta 10 veces en
incidencia de melanoma comparado con personasazie negra, y de 7 veces en
contraste con poblaciones indigenas y criollas de Latinoamérica. El cabello rojizo,
las efélides y otros indicadores de dafio solar, aumentan el riesgo 3 veces.

-Presencia de mas de 50 nevos melanociticos y/o nevos displasicos.

-Antecedente familiar o personal de melanontntre 612% de los
melanomas se desarrollan en este contexto.

-Exposicion intermitente e intensa a las radiaciones ultravioletas
particularmente en edades tempranas.

-Otros factores geograficospmo la latitudgeografica, altitud sobre el nivel

del mar o época de afio, pues influyen en la intensidad de los rayos solares.



-Sindromes hereditarios rarosomo el albinismoxeroderma pigmentoso,
sindrome de LFraumeni.

-El status socioecondmico y el nivel de eduma¢Rodriguez Garcig col,
2001).

El 50% de los melanomas se originan de novo, no obstante se consideran
lesiones precursoras: nevos melanociticos congénitos gigantes, nevos displasicos y
nevos melanociticos adquiridos (Tanngul, 2005).

Analisis gaéticos en familias con sindrome de nevos displasicos han llevado
a la identificacion de genes relacionados con la aparicion del melanoma.

Diferentes autores coinciden en que alrededor ddl020 de las familias con
antecedentes de multiples casos de melanoma, presentan alteraciones en el gen del
inhibidor de la cinasa dependiente de la ciclina 2A (CDKN2A). Dichas mutaciones
permiten que lasélulas superen el punto de revision en G1/S, dando como resultado
proliferacion y crecimiento descontrolado de las mismas (Piepkorn, 2000y Puig
col., 2005); también se han encontrado alteraciones en p53 (Greene, 1999).

Se han descrito mutaciones en @ngINK4A en 8% de pacientes con
melanomas primarios multiples (Heymann, 2004).

Algunas familias presentan mutaciones en la proteina cinasa 4 (CDK4), que
es el compafiero de union de p16 (Tsao y Niendorf, 2004).

Por otra parte se han reportado mutaciomesotros genes implicados en
casos esporadicos de melanoma, como son: NRAS, BRAF y PTEN/MMAC1yTsao
col., 2004).

Subtipos clinicepatologicos

La mayoria de melanomas presentan una proliferacion de melanocitos
intraepidérmica, con fases deecimient radial (sin potencial metastasico) y fases
de crecimiento verticalpotencialmente metastasico), y del predominio de cada una

de éstas dependera el tipo de melanoma (Liu y Mihm, 2003).



En 1969, Clarky col sugierieron la tipificacion de las lesiones combinando
sus caracteristicas clinicas y patologicas y las clasificaron en melanoma de extension
superficial, Iéntigo maligno y nodular; y en 1975, Reed introduce el término
melanoma lentiginoso acral.

A continuacién se hace una breve descripcion de las cuatro formas clinicas
sefaladas (Goldstein y Goldstein, 2001):

1- Melanoma de extension superficidRepresenta el 70% de todos los
melanomas en el mundo. Presenta crecimiento horizontal por un tiempo variable,
antes de volverse invasivo.

2.- Melanoma léntigo malignoRepresenta aproximadamente el 5% de los
melanomas. Muestra una firme asociacidbn con una exposicion solar constante.
Afecta con mas frecuencia a personas mayores de 60 afios. Su evolucion es larga
artes de presentar crecimiento vertical y metastasis.

3.- Melanoma nodularA nivel mundial es la segunda forma predominante,
con un 1615% de todos los casos; presenta crecimiento vertical desde un inicio y es
rapidamente invasivo.

4.- Melanoma lentiginos@cral: Constituye el 8% de estos tumores en el
mundo; es el melanoma mas comun en personas de piel oscura, en el que predomina
la forma de extensién radial y se suele presentarse en palmas, plantas, lecho ungueal,
mucosas Yy pene. Cuando se manifiesta enosas es de mal prondstico, dado el

rapido acceso a la circulacion linfatica.
También se han descrito las siguientes variedades de melanoma: amelanico

(Goldstein y Goldstein, 2001), desmoplasico (Liu y Mihm, 2003), congénito
(Richardsory col, 2002) y danucosas (Tomicic y Wanebo, 2003).

Diagnostico

El diagnéstico de melanoma se da en primer lugar por sospecha clinica,

seguido por la dermatoscopia y otros métodos diagndsticos no invasivos, pero solo se



puede confirmar por medio de la Histopatologfar lo anterior, conviene dividir el
diagnostico en dos apartados: Diagnéstico Clinico y Diagnéstico Histolégico.

- Diagnastico Clinico

Un aspecto fundamental es el diagndstico preciso y precoz de melanoma; éste
puede comenzar con una detallada exploracion fisica que permita determinar el
namero total de nevos, detectando aquellos con caracteristicas clinicas sugestivas de
malignidad.

Clasicamente, se emplea la regla A8CD, la cual describe la mayor parte
de las caracteristicas clinicas de los melanomas, incluyendo lesiones pigmentadas
con Asimetria Bordesirregulares, cambios deolor y Diametromayor a 6 mm; no
obstante, esta reglaonresulta fiable en el diagndstico de melanoma en etapas
iniciales, pues las lesiones pueden medir menos de 6 mm, ser simétricas y de bordes
regulares. Adicionalmente, el prurito, la ulceracion y el sangrado en una lesion
pigmentada son signos de alertaol@3tein y Goldstein, 2001). Algunos autores
incluyen la letre&e, deEvoluciono Elevacion

Se sabe que la acertividad diagnéstica del melanoma con el examen clinico es
de aproximadamente 60% (Gsircol, 1990).

El diagnostico diferencial se debe plamtgarincipalmente con nevos
melanociticos atipicos, y con otras lesiones como son: nevos traumatizados o
irritados, léntigo actinico, nevo azul, queratosis seborréica, carcinoma basocelular
pigmentado, angioqueratoma, hematoma, lago venoso, hemangiomatofibroma
y queratosis actinica pigmentada (Goldstein y Goldstein, 2001).

La dermatoscopia ha aumentado la capacidad de diagnosticar correctamente
lesiones pigmentadas en un 10 a un 20% y es util, particularmente en la
diferenciacion del melanoma de l&sibnes pigmentadas no melanociticas, con una
sensibilidad que va desde un 60 hasta un 95% dependiendo del grado de experiencia
del observador, de la dificultad diagndstica de la lesion y de los criterios

dermatoscopicos utilizados, etc. (Gyicol, 19D).
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- Diagndstico Histologico

Puesto que el melanoma es curable cuando se diagnostica precozmente, es
importante realizar una biopsia de las lesiones pigmentadas con caracteristicas
clinicas sospechosas, para su estudio histopatoldgico.

Se reconocen dos tipos de biopsias: escisional e incisional (Swamsbn
2002). La biopsia escisional con un margen de 1 a 2 mm es la mas recomendada,
puesto que extirpa la lesidon totalmente y permite su analisis completo. No obstante,
antes de realar la biopsia deben examinarse los ganglios regionales, pues en caso de
tratarse de un melanoma, la inflamacién reactiva de los ganglios puede resultar en
falsos positivos. La biopsia debe orientarse en sentido de drenaje linfatico y, en lo
posible, siguiado las lineas de tensién de la piel. La biopsia incisional se puede
realizar en lesiones grandes sospechosas, tomandose la muestra de la zona mas
pigmentada o de la zona més elevada. Se ha comprobado que este procedimiento no
aumenta el riesgo de extensitbcal o recurrencia de melanoma, no obstante puede
caerse en errores diagndsticos en caso de que la muestra no sea tomada del sitio
adecuado.

La exploracion y evaluacion del estado de los ganglios linfaticos en el estudio
patolégico es el factor prondsti mas importante en los pacientes con melanoma
(Brady, 2004); el ultrasonido de los ganglios puede aumentar la sensibilidad (de
85.4% hasta 99.1%) en el diagnéstico de metastasis ganglionares YSeaoag
2005).

En la actualidad, la biopsia del gangtientinela se considera apropiada para
los pacientes sin ganglios palpables y para aquellos con tumores de grosor igual o
superior a 1 mm, ulcerados, con nivel de ClarkM\Matos de regresion, biopsia por
rasurado e incongruencia clinica con el Breslgeoreado (Duboiy col, 2005).

También se ha empleado inmunohistoquimica para el diagnostico de
melanoma, siendo los principales marcadores utilizados el S100 y et45MB
aunado a otros marcadores tales como antigenos de diferenciacibn melanocitica
(MelanPA/MAET1, MITF y tirosinasa) y marcadores de proliferacion celulargK)
(Schaffery col, 2004; Brady, 2004).
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Los niveles séricos de la proteina S100 y lactato deshidrogenasa se
consideran marcadores de carga tumoral en pacientes con enfermedad avanzada
(Schaffery col, 2004).

Estadificacion y prondstico

Los esquemas de clasificacion y estadificacion en cancer son de mucha
utilidad, ya que permiten identificar a aquellos pacientes que presentan un alto riesgo
de presentar enfermedad avanzada, compgureiones de tratamiento, recomendar
las terapias mas adecuadas, asi como ofrecer informacion prondstica al paciente.

Al igual que en la mayoria de las neoplasias malignas, en melanoma los
factores prondsticos a nivel histoldgico se agrupan en dos met@dofgncipales:
indice de Breslow niveles de Clark

El indice de Breslow es considerado el indicador prondstico mas util. Se basa
en la medicion del grosor del melanoma; por regla general, entre mas delgada sea la
lesion, mejor sera el prondstico delcpente, quedando establecidos los siguientes
criterios (Ferrandiz, 2001):

1 Bajo riesgo. melanomas de espesor menor de 1.5 mm.
1 Riesgo moderadomelanomas de entre 1.5 y 4 mm de grosor.
1 Riesgo elevademelanomas de méas de 4 mm de espesor.

Los niveles de Clark (Clarlg col, 1969) permiten establecer el grado de
compromiso vertical existente, siendo éstos:

.- Intraepidérmico

Il.- Zona de union dermepidérmica

lll. - Dermis papilar

IV.- Dermis reticular

V.- Tejido subcutaneo

Se utiliza ca mucha frecuencia el sistema TNM, oficializado en 2002 por el
American Joint Committee on Canc&JCG para describir la extension anatémica
de distintas neoplasias. La letra T se refiere al espesor del tumor, la N al nimero de
ganglios regionales cemas que se hallan afectados y la M a presencia de metastasis
a distanciaPara melanoma, el sistema TNM agrupa en general los estadios O, |, I,

'y IV (Tabla 1) (Balchy col, 2001).
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Tabla 1. Sistema de clasificacion TNM para melanoma maligno.

ESTADIO

DESCRIPCION

O

Melanoma in situ, sin metastasis a nodos linfaticos, sin metast]

distancia.

Tumor de 1mm o menos de espesor, nivel Il o Il de Clark
ulceracion, sin metastasis a nodos linfaticos, sin metasta
distancia.

Tumor ce 1 mm o menos de espesor, nivel IV o V de Clark o
ulceracion o lesion de mas de 1 mm pero menos de 2 mm de
sin ulceracion, en ambos casos sin metastasis a nodos linfatico

metastasis a distancia.

A

Tumor de mas de 1 mm pero menos dent de grosor col
ulceracion o melanoma de mas de 2 mm pero menos de 4 n
grosor sin ulceracién, en ambos casos sin metastasis a

linfaticos y sin metéastasis a distancia.

1B

Tumor de mas de 2 mm pero menos de 4 mm de groso
ulceracion o lesiorle mas de 4 mm de espesor sin ulceracior
ambos casos sin metéstasis a nodos linfaticos y no hay metas

distancia.

lc

Tumor de mas de 4 mm de espesor con ulceracion, sin metas

nodos linfaticos ni metastasis a distancia.

Para tododos casos cualquier espesor de tumor. a) Metastasig
solo nodo linfatico; b) Metastasis a dos o tres nodos regions
metastasis regional intralinfatica sin metéstasis nodal; c) Meta
a mas de cuatro nodos regionales, o ndédulos linfaticos efiatas
0 metastasis en transito o satélite con nodos regionales metas

Para ningun inciso se presenta metastasis a distancia.

Cualquier grosor de tumor, cualquier nUmero de ganglios regior]

metastaticos, con metastasis distante.
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A continuacién se muestran los rangos de supervivencia de pacientes a cinco

afnos, segun estadio y presencia 0 no de ulceraciones (Tabla 2).

Tabla 2. Rangos de supervivencia a 5 afios para pacientes con melanon
Tumor no ulcerado Tumor ulcerado

1A 95% -

IB 89% 91%
A 79% 77%
1B 67% 63%
lIC - 45%
A 67% -

B 54% 52%
][e 28% 24%

En cuanto al estadio IV, debido a que se presenta metastasis a distancia, se
han formado tres categorias, de acuerdo al sitio de afectacion, las cuales son: Mla
(piel, tejido subcutaneo y nodos linfaticos), M1b (pulmén) y Mlc (otras visceras);
los rangos d supervivencia a un afio se han estimado en 59% para Mla, 57% para
M1b y 41% para M1c (Balch col, 2001).

Se ha establecido que el ser hombre y presentar melanoma en tronco implica
un peor pronéstico, ademas se considera que el subtipo clinico lIéntigoones el
de mejor pronéstico y si se trata en fase de extension radial la mortalidad es
practicamente nula.

Asimismo se ha observado un mal prondéstico en casos con invasion tumoral
de vasos en la biopsia, y peor aun en melanomas con ulceracionaquebtos con

elevado indice mitético (Ferrandiz, 2001).
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Tratamiento

La escision quirdrgica en etapas tempranas es, sin duda, la terapia mas
efectiva en el manejo de melanoma maligno (Ziyedlol, 1997).

Desafortunadamente muchos de los casos diagnosticados en etapas
avanzadas, lo cual ha llevado a la busqueda y desarrollo de diversas modalidades de
tratamiento, pero a pesar de numerosos esfuerzos ensayando combinaciones con
terapias existentes, no se ha logrado incrementar la sobrevida paciestes en
forma significativa.

Las opciones de tratamiento y los intervalos de respuesta para pacientes con
melanoma varian, segun la profundidad de la lesion primaria y el estadio en que se
halle el tumor.

En general, las estrategias terapéuticaga@sta neoplasia incluyen, ademas
de la cirugia: radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y combinaciones entre
éstas.

Desde hace varias décadas se reconocio la relativa resistencia del melanoma a
la radioterapia; no obstante, en la actualidad se andic uso en pacientes con
elevado riesgo de recurrencia, como terapia adyuvante enfocada al sitio de tumor
primario. Las indicaciones son: melanoma de cabeza y cuello, melanoma primario
profundo o ulcerado, recurrencia local y metastasis cutaneas, swasutsn
ganglionares (Ballo y Ang, 2003).

Respecto a la quimioterapia, ha resultado ineficaz para el tratamiento de
melanoma metastasico, siendo la dacarbazina (DTIC) la Unica droga aprobada por la
Food and Drug Administratior(FDA) para combatir estadios avzados del tumor,
con rangos de respuesta de2l8b6, pero sin mejoras en la supervivencia a 5 afos
(Legha, 1989; Andersom,col.,, 1995).

Los escasos resultados obtenidos con quimioterapia con unico agente,
incluyendo ademéas de dacarbazina compuestos la@ngy vinca alcaloides,
nitrosureas, taxanos, etc., llevaron al desarrollo de la poliquimioterapia, ensayando
combinaciones como el BOLD (bleomicina, vincristina, CCNU, DTIC), CVD
(cisplatino, vinblastina y DTIC) y el esquema Darmouth o CBDT (cisplaBGNU,

DTIC y tamoxifeno), obteniendo rangos de respuesta d&80%3@ con efectos de
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corta duracion, elevada toxicidad y sin aumento en la supervivencia de los pacientes
( O6 baoy, 2002).

Varios estudios$n vitro han reportado la presencia de recept@&rogenicos
en células de melanoma derivadas de tumores metastasicos (Fisbler 1976;
Walkery col, 1987), por lo que se ha probado el tratamiento con tamoxifeno. No
obstante, amplios estudios aleatorizados no han podido demostrar un papel positiv
de la terapia anti estrogénica en el manejo de melanoma metastasicy @ans
2003).

Se han efectuado también numerosos ensayos clinicos utilizar2loe IL
| NFU2b, con rangos indivi du2)Poesarosicasos es p u
deremisi/d ur abl e, asoci ado a ungcos RO§D);ipdri cat i
otro lado, la inyeccion d€orynebacterium parvum BCG han servido poco como
adyuvantes en inmunoterapia (Liptpcol, 1983).

Importantes instituciones como la Organizacion Eeeoppara la
Investigacion y Tratamiento del Cancer (Keilhglzol, 1997) y el Centro de Cancer
M. D. Anderson (Leghy col, 1996) han desarrollado grandes estudios de fase llI,
combinando diversos regimenes de quimioterapia ceh ¢LINFU 2 b , para tr
pacientes con melanoma en estadio IV; el primero no rep@joras significativas
en la sobrevivencia de los pacientes, en tanto el segundo obtuvo un incremento en el
namero de respuestas durables y un aparente aumento en la supervivencia media de
los pacientes, aunque la toxicidad del régimen fue severa.

Estudios de fase Ill mas recientes concluyeron que los resultados de la
bioquimioterapia no son mejores que los de la poliquimioterapia (Atkions, 2003;
Del Vechioy col, 2003).

Los resultados obhidos hasta hoy en el tratamiento de melanomas en
estadios avanzados no han sido muy alentadores, por lo que los esfuerzos mas
recientes en la busqueda de terapias eficaces se han enfocado en estudios sobre

terapia génica y en el desarrollo de vacunas.
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Vacunas en cancer

Las vacunas terapéuticas en cancer, constituyen una novedosa estrategia
inmunoterapéutica y tienen como objetivo estimular o potenciar en el huésped una
respuesta inmunitaria contra los antigenos del tumor. Esta forma de terapiaebasada
la manipulacién del sistema inmune puede complementar los tratamientos
oncologicos convencionales; en la actualidad existen diversas preparaciones de
vacunas que se encuentran en etapa de ensayos clinicos para diferentes neoplasias.

Las vacunas fuerotinicialmente desarrolladas para la prevencion de las
enfermedades infecciosas, con gran éxito. Una parte de este resultado se debi6 a que
los gérmenes (virus, bacterias, parasitos) son muy diferentes a los humanos, y por lo
tanto es relativamente facil 'jgacitar" al sistema inmunolégico humano para que
reaccione ante esos agentes extrafios. La situacion es mucho més compleja cuando se
pretende que ese mismo sistema inmunolégico humano pueda discriminar entre dos
células humanas, una sana y otra, malignac@d. En los ultimos quince afios ha
venido creciendo la expectativa de hallar tratamientos eficaces contra el cancer
basados en la manipulacién inmunoldgica (Restifo y Lewis, 2005).

A continuacion se describen los diferentes tipos de vacunas utilizadas en

cancer, y algunos ejemplos de ensayos clinicos realizados hasta hoy.

Vacunas de células tumorales

Se ha ensayado en varios tipos de tumores como melanoma, cancer renal,
entre otros; por lo general se utilizan adyuvantes para potenciar la respuesta. Las
variantes vacunales utilizadas por este grupo han sido las células tumorales autélogas
irradiadas, las células alogénicas intactas y los lisados celulares con o sin adyuvantes
apropiados. Se prefieren las células autélogas por su compatibilidad caerehsis
mayor de histocompatibilidad (HLA) de los individuos a tratar. En la actualidad
existen ensayos con vacunas autdlogas + BCG o citocina3, (BM-CSF) en
melanoma y cancer de colon; pero resulta dificil la obtencion de células en
cantidades suficiensea partir de biopsias, asi como lograr lineas celulares producto
de estas extracciones. Por esta razén la via mas eficiente para maximizar la respuesta

inmune de los pacientes contra las células tumorales autdlogas es la formulacion de
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vacunas de céluladogénicas que compartan antigenos HLA con el hospedero y que
expresen en cantidades éptimas la mayoria de los antigenos tumor asociados, que
incluyen proteinas y carbohidratos. Un grupo de investigadores del Instituto de
Cancer "John Wayne" de Californésn E.U. evalla una vacuna alogénica conocida
como CancerVax. Esta preparacion incluye 3 lineas de melanoma que contienen los
gangliésidos GM3, GM2, GD3 y GD2, con adyuvante BCG11 y estos ensayos se
encuentran en fase lll actualmente en pacientes en eltadiyY de melanoma. Es
importante tener en cuenta que estas vacunas alogénicas, aunque pueden inducir una
amplia respuesta inmune protectora, presentan la desventaja potencial de inducir
respuesta inmune contra antigenos que no estan presentes duoldastadnorales

autologas (Lewandrowski y Demierre, 2000).

Vacunas dertigenospurificados no proteicos

(Vacunas de carbohidratos, mucinas, o gangliésidoas vacunas basadas
en gangliésidos purificados de mayor importancia son las que han sido propuestas
por Livingstony otros (Memorial SloaiiKettering Cancer Center, New York, USA).
Estos investigadores han realizado ensayos clinicos fase | y han utitzado
gangliésido GM2 purificado como antigeno, administrandolo por la via subcutanea,
solo o combinado con diferentes adyuvantes, en pacientes con melanoma en estadio
[Il 6 IV. El gangliésido solo no resulta inmunogénico, unido covalentemente a KLH,
sin adwivante o asociado con BCG muestra una inmunogenicidad moderada y
cuando se administra conjugado con KLH en compafiia de la saponiib €Sulta
un inmundégeno potente (vacuna GMBRH-QS21 en melanoma + INF alfa)
(Livingston, 1997). Es importante sefialarequna vacuna que combine mas de un
antigeno purificado debe resultar mas eficiente en el tratamiento de los pacientes con
cancer, ya que permitiria aumentar el nimero de células tumorales que logran

eliminarse, porgue la expresion de antigenos es hetmad8chumacher, 2001).
Vacunas de proteinas/péptidos especificos
Se encuentran disefiadas a partir de antigenos asociados a tumor 0 menos

frecuentemente de antigenos especificos. Estas secuencias son reconocidas por
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células T. El péptido o proteina plee administrarse purificado o sintetiio
formando parte de laacuna o puede inducirse la sintesis del péptido o antigeno
tumoral dentro de la célula blanco (transfeccion). Las vacunas que utilizan como
péptido antigénico la tirosinasa, la gp 100, y elRIAL se encuentran en fase Ill en
pacientes con melanoma. Otro ejemplo lo constituye el complejo péptido
glicoproteina de shock térmico gp96, esta glicoproteina sola no es inmunogénica,
pero su asociacion con péptidos especificos posibilita el desareollmal potente
respuesta inmune de células T. Esta vacuna se encuentra en ensayo clinico fase Il

para el tratamiento de pacientes con cancer renal estadio Ill (Caudill y Li, 2001).

Vacunas de vectores virales

Los mas msayados han sido adenovirwsynque se han utilizado otros
(retrovirus); y pueden codificarse también genes de citocinas. Las vacunas con
vectores virales se ensayan fundamentalmente en melanoma, aunque en ningln caso
se ha logrado incrementar supervivencia en modelos animales (Cb99é&;
Geutskens, 2000).

Vacunas de células dendriticas o de apc profesionales

Parecen ser muy efectivas para la generacibn de una respuesta de LT
especifica contra el tumor, al pulsar células dendriticas con el antigeno tumoral
(cultivo ex vivg y posteriormente administrarlas en el huésped; los antigenos se
incorporan a las moléculas del MHC o son sintetizados en el citoplasma entrando en
la ruta de presentacion antigénica de MHC clase |, por tanto, el uso de células
dendriticas en preparacianevacunales constituye un arma importante en la
inmunidad antitumoral. Estas vacunas pueden ser disefladas para antigenos
compartidos por tumores, por ejemplo: MAGE, tirosinasa y gp100 en melanoma, asi
como proteinas RAS mutante y p53 en otros tumores, edaed incluyen los
localizados en la prostata (Timmerman y Levy, 1999; Brogseol, 2001; Fongy
col.,, 2001). Otro ejemplo es el Sipuleude[APC 8015, Provenge], una vacuna
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autdloga, basada en células dendriticas, bajo el desarrollo de la Corporacion

Dendreon, para el tratamiento de cancer de préstata, la cual fue aprobada por la FDA
en 2010. Esta vacuna tiene como blanco el antigeno especifico de préstata conocido
como fosfatasa acida prostatica (PAP), el cual se expresa en aproximadamente el
95% de bs canceres de préstata y ha demostrado incrementar la sobrevivencia de
manera significativa (Drugs RD, 2006).

Vacunas d&DN.

Consisten en plasmidos que codifican antigenos tumorales, este tipo de
inmunizacién esta en uso en ensayos con diferentggasés y tienen la ventaja de
inducir preponderantemente una respuesta de células T restricta a MHC clase I. En la
actualidad se desarrollan nuevas estrategias para este tipo de vacuna a través de la
fusion de genes, un ejemplo de esto es el ensayaccliase | en pacientes con
linfoma no Hodgkn con el empleo de ungacuna donde se fusionan genes que
codifican para determinantes idiotipicos de la molécula de inmunoglobulina con una
secuencia del antigeno del toxoide tetanico, lo que posibilita laaciétivde los
mecanismos efectores del sistema inmune (Rosenberg, 1999,cahu2001).

En vacunas de ADRh vivo se han utilizado varias técnicas de inoculacion,
con el objeto de incrementar la respuesta inmune del hospedero. Las mas empleadas
se basaen el empleo de pistola de genes, electroporacion e inyeccion directa por via
intramuscular, intravenosa e intradérmica (Peachyran 2003).

El método de inmunizaciébn por pistola de genes garantiza la mayor
eficiencia, puesto que el ADN penetra direx¢te al interior de las células, a
diferencia de la inyeccién donde queda en el medio intersticial y por tanto expuesto a
degradacion por nucleasas. Debido a ello se ha observado que se requieren dosis
hasta 100 veces menores de plasmido cuando se iraragrnzistola de genes (Van
Druneny col, 2000). Las rutas para la presentacion de antigenos a linfocitos By Ty

Su activacion para realizar su accion efectora se muestran en la figura 1.
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Fig. 1. Rutas de presentacién de antigenos y activacioén de linfocitos B y T en la vacunacién
con ADN. (1) El plasmido se introduce al organismo y las células transfectadas (una célula soméatica o
una célula presentadora de antigeno profesional [APC, por susesiglaglés]); éste se transloca al
nacleo, donde se produce el mMRNA. (2) EIl mRNA se traduce en los ribosomas y la proteina se (3)
secreta 0 (4) procesa en el proteosoma. Los productos se transportan a través del reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgipnde se acoplan a moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase | (MHC 1) (5). (6) Las APC fagocitan a las proteinas solubles y las procesan
en los endosomas, donde se acoplan a moléculas del complejo principal de histocompatibiéidad clas
Il (MHC II). Las proteinas codificadas en los plasmidos pueden también captarse por la fagocitocis de
células transfectadas en estado apoptético (7). (8) Las APC con los antigenos adquiridos por la
transfeccion o fagocitosis migran hacia los érganowitlies secundarios donde se presentan a los
linfocitos T cooperadores (Th) en el contexto
contexto de MHC | a los linfocitos T citotoxicos (Tc) (10). Los linfocitos B se activan mediante su
BcR por las proteias presentadas en la superficie de las APC o por las proteinas liberadas al medio
debido a apoptosis o lisis de las APC (11). Las lineas punteadas indican que las proteinas solubles o
contenidas dentro de las células apoptéticas (no APC) podrian llegeRale los linfocitos B por
alguna otra via no conocida. Los linfocitos Th activados estimulan a los Tc y B (12), lo cual favorece
la sobreexpresion de moléculas de superficie (coestimuladoras), asi como también el cambio de
isotipo. Los linfocitos activdos migran hacia la periferia (13) donde llevan a cabo su actividad
efectora (14). (Tomado de Me&anchez Vacunas de ADN: induccion de la respuesta inmunitaria
Salud Publica Mex 2009;51 supl 3:548369.)
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Un hecho que resulta critico en el desarrdéovacunas, incluyendo las de
ADN es el uso de sustancias o moléculas que potencien la respuesta inmune en
contra de los tumores (adyuvantes o drogas terapéuticas), considerando que la mayor
parte de los antigenos tumorales no son muy inmunogénicos, heehaes
demostrado en algunas neoplasias por la presencia de anticuerpos contra antigenos
tumorales e incluso de células T citotoxicas especificas, que son incapaces de

erradicar el cancer.

Gemcitabina

La Gemcitabina GEM) (2, 2difluorodesoxicitidina,dFdC) es una droga
terapéutica analoga de los nucledsidos denominados pirimidigna®), y como tal,
compite con su contraparte fisiolégica al ser incorporada indistintamente en el ADN
provocandola inhibicion de la replicacion, con lo cual se ha ganadolugar
importante en el tratamiento contra el cancer. Especificame@&Nees el analogo
de citidina mas importante que se incluye en ensayos clinicos contra el cancer.
Ademads, se ha incorporado dentro de la terapia estandar de primera linea para
padentes con cancer de pancreas (Takalyaol, 2011; Conroyy col, 2012;
Padhyey col, 2011; Abbruzzese, 2002; Okusalacol, 2012), y también ha sido
aprobada contra cancer de pulmon, cancer de células transicionales de la vejiga
(Chabnery col, 20(%) asi como contra cancer de cabeza, de cuello, de colon, de
ovario, de pulmén no micricitico, y de mama (Ariascol, 2011; Reddyy col,

2011). Esta droga se seleccion6 para el desarrollo de terapias con base en su
sobresaliente actividad contra tumomgdidos murinos y aloinjertos humanos en

ratones desnudos.

Farmacologia celular, metabolismo y mecanismo de accion

La GEM es administrada por via intravenosa. Es una droga polar con baja
permeabilidad en la membrana celular (Sgngpl, 2005). El infujo de laGEM a
travées de la membrana ocurre via transportadores activos de nucleosidos, y la

desoxicitidina quinasa fosforila intracelularmente a GEM para producir
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difluorodesoxicitidina monofosfato (AFACMP), a partir de la cual es transformada en
difluorodesoxicitidina difosfato y trifosfato (dFACDP, dFdCTP).

NHy NHo NH, NH,
T S 0 0
HOCH HOCH HOCH HOCH,
26 25 %5 0
OH
HO OH HO HO HO OH
CYTIDINE DEOXYCYTIDINE CYTOSINE 5-AZACYTOSINE
ARABINOSIDE
N'f 'il
DﬁLHH
HOCH
20
DHl
HO

2'-2'- DIFLUORGC-DEOXYCYTIDINE 9-AZA-CYTOSINE
ARABINOSIDE

Figura 2. Estructura de moléculas analogas de citidina entre las cuales se inclu@EM 2,2

difluoro desoxicitidina).

La afinidad de IaGEM por la desoxicitidina quinasa es tres veces b#a
que la de la desoxicitidina, sin embargo tiene 50% menos afinidad por la citidina
desaminasa comparada con la desoxicitidina. La conversion @GN por la

citidina desaminasa en difluorodesoxiuridina (dFdU) representa la principal ruta
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catabolicaEn un menor grado, la pirimidina nucledsido fosforilasa eliminagi
al separar la base pirimidina del anillo de furanosa.

Al igual que con otros analogos de citidina, estudios/itro con GEM
sugieren una potente inhibicidon de la sintesis de ADN cemanecanismo de
accion, pero los estudios cinéticos indican que los efectos @GEM no estan
confinados a la fase S del ciclo celular, y que esta droga es efectiva tanto contra
células confluentes como contra células en la fase logaritmica de crecinhi@nto
actividad citotoxica puede ser el resultado de varias acciones sobre la sintesis de
ADN: la dFdCTP compite con dCTP como un inhibidor débil de la DNA polimerasa,;
dFdCDP es un potente inhibidor de la ribonucleétido reductasa, lo cual resulta en una
baja de las pozas de desoxirribonucledétidos necesarios para la sintesis de ADN; vy la
dFdCTP es un sustrato para la incorporacion al ADN, que luego de la incorporacion
de un nucleotido mas, causa la terminacion de la sintesis de la cadena de ADN. Este
nucleétd o Aextrao puede ser de i mportancia p
reparadoras de ADN ya que la incorporacion GEM en el ADN parece ser
resistente a los mecanismos normales de reparacion. Estos efectos sobre la sintesis de
ADN representan el praipal mecanismo de accién de GEM (fig. 3) y existe
evidencia que demuestra que para que se induzca la apoptoSg&doel evento
critico es la incorporacién de dFdCTP al ADN.

En células leucémicas la dFdCTP tiene una cinética de eliminacion bifasica
con una vida media (t1, a) de 3.9 horas y una vida medigt;, b) de 16 horas.
También, con la exposicion a la droga se bloquea la incorporacion de citidina
marcada en las pozas celulares de dCTP. Ademas, la dFdC causa una disminucion en
todos los desoxinucleotidos trifosfato, lo cual es consistente con la inhibeitan d
ribonucledtido reductasa. La significancia de la inhibicion de la ribonucle6tido
reductasa es incierta, ya que se ha demostrado resistencsRlpor medio de la
sobreexpresion de la ribonucleotido reductasa. No obstante, la significancia de la
inhibicién de la ribonucledtido reductasa podria recaer en los efectos potenciadores
de la deplecion de desoxirribonucledtidos en otros sitios de accionGieMa Por
ejemplo, la desaminacion de dFdCMP por la dCMP desaminasa requiere la
activacion por dCTP.

A medida que la poza de dCTP se va eliminando por efectoGIENaen la
ribonucledtido reductasa, ocurre menos desaminacion de la dFdCDP y aumenta la
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acumulacion intracelular de metabolitos d&®EM. Aunado a esto, la alta
concentracion intracelular ded€TP inhibe directamente a la dCMP desaminasa.

Cytidine deaminase
Gemcitabine » Difluorodeoxyuridine|
Deoxycytidine kinase
W
Deoxycytidylate
Deaminase

Gemcitabine Monophosphate ———5 Difluorouridylate
Monophosphate

Deoxycytidylate Kinase

Gemcitabine Diphosphate (inhibits Ribonucleotide Reductase)

Nucleoside diphosphate kinase

N

Gemcitabine Triphosphate (inhibits DNA synthesis)
Figura 3. Pasos clave en el metabolismo d&EM y funcién asociada al metabolito producido.

La actividad de la dFdCTP en el mecanismo de reparacion del ADN puede
producir una citotoxicidad aumentada ddros agentes quimioterapéuticos,
particularmente compuestos con platino. El cisplatino actia formando
entrecruzamientos inter e intracatenarios en el ADN. Un mecanismo de resistencia
puede ser la remocion de dichos entrecruzamientos por medio de laiéeppoac
escision de nucledtidos (NER por sus siglas en inglésleotide excision repair

Estudios preclinicos con lineas celulares tumorales muestran que las uniones de
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ADN con cisplatino incrementan en la presenciaGieM. En lineas de células
tumorales resistentes a cisplatino, las cuales tienen expresiéon aumentada de NER, la
adicion deGEM inhibié la reparacion de lesiones en el ADN inducidas por cisplatino

y se correlaciond con un sinergismo citotoxico.
Mecanismos de resistencia

La resistencia a I&EM aun no se comprende totalmente. Estudiogitro
sugieren varios mecanismos posibles, entre los cuales se pueden mencionar: niveles
tumorales bajos de desoxicitidina quinasa; induccion de la citidina desaminasa; altas
concentracioes de proteinas de shock térmico; expresion elevada de ribonucleétido
reductasa; y por ultimo, la inhibicion de transportadores de nucleésidos, con lo cual
se previene el influjo d&EM a través de la membrana celular. La ausencia de
dichos transportadorese ha asociado con sobrevivencia reducida en pacientes con

cancer de pancreas.
Datosfarmacocinéticos.

En animales, la farmacocinética deG&M esta determinada principalmente
por la desaminacion, la cual procede mas rapidamente en ratones que®nlLperr
vida media de I&GGEM en ratones es de 0.28 horas comparada con 1.38 horas en
perros. En ambas especies, el producto de eliminacion predominante es el difluoro
desoxiuridina (dFdU). Se ha determinado que tanto en lineas celulares in vitro como
en céllas extraidas de pacientes durante tratamiento, la acumulacibn maxima de
dFdCTP se obtiene cuando la concentracion de la droga en el plasma (0 medio de
cultivo) estan en el rango de 15 a @thol/L, un nivel que se alcanza durante
infusiones de 300 mg/npor 3 horas.

En un estudio en fase 1 de pacientes con leucemia trataddSEidnse
determiné que la dosis maxima tolerada (MTD, maximum tolerated dose) fue de
1000 mg/m en 30 minutos por semana durante tres semanas seguidas por una
semana de descanso. kexicidad limitante de la dosis fue la mielosupresion
caracterizada por trombocitopenia, casi sin afectar a los granulocitos. No se encontré
relacion entre el grado de mielosupresion y los pardmetros de la farmacocinética. La
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eliminacién de la droga fuedependiente de la dosis pero vari6 ampliamente entre
individuos (Abbruzzesey col, 1991). Aunque una dosis mas alta@EM (2,200
mg/m? en 30 minutos) puede ser administrada sin riesgo bajo el esquema antes
mencionado a pacientes con tratamientos men@siggs o0 que no hayan recibido
quimioterapia, no se ha demostrado con ello ningdn mejoramiento en la eficacia. La
falta de correspondencia de la respuesta con el aumento de la dosis puede deberse a
la limitada habilidad de las células para generar elboéta activo. La activacion
de laGEM por la desoxicitidina quinasa que la transforma en dFdCTP se satura con
rangos de infusién de aproximadamente 10 riighn minuto. El método de infusion
de la dosis a una proporcién constante de 10 fmpfodujo un esdo estacionario
de los niveles de dFdC de 15 arfifiol/L en plasma, resultando en niveles més altos
de dFACTP en células leucémicas circulantes que aquellos obtenidos en una infusion
fija de 30 minutos.

La GEM ha sido estudiada en nifios y la MTD @&M administrada como
una infusién en 30 minutos a la semana por 3 0 4 semanas es 1,200 bag/m
mielosupresion es la toxicidad limitante de la dosis, y la farmacocinética de los

pacientes pediatricos es similar a la de la poblacion adulta.

Toxicidad

Aungue es clinicamente efectiva, ®EM exhibe varios efectos secundarios
tales como mielosupresion, hepatotoxicidad, y toxicidad renal, lo cual se atribuye a
su incapacidad de distinguir entre las células normales y las células blancoy(Song,
col,, 2005). La toxicidad limitante de la dosis @&EM es invariablemente
hematoldgica, caracterizada por mielosupresion en la que destacan la neutropenia y
en menor escala la trombocitopenia. El perfil toxicolégico difiere de acuerdo al
esquema de administién. En general, las infusiones de larga duracion conducen
hacia una mayor mielosupresion. En cuanto a la toxicidad no hematoldgica,
aproximadamente en el 45% de los pacientes se manifiestan sintomas parecidos a los
de la gripe incluyendo fiebre, dolor admbeza, dolor de espalda y mialgias. La
duracion de estos sintomas es corta. La astenia también es comun, con una

ocurrencia del 42% entre los pacientes.
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Sensibilizacién a la radiacion

Gracias a la inhibiciébn que produce en la ribonucleotido redugtaen la
DNA polimerasa, laGEM puede tener un fuerte efecto de sensibilizacion a la
radiacion. Estudios preclinicos c@EM han mostrado efecto sensibilizador a la
radiacion en lineas celulares humanas de cancer de colon, pancreas, cabeza, cuello, y
cénix. Estos efectos son paralelos a la deplecion intracelular de desoxiadenosina
trifosfato y son mas prominentes cuando G&EM se administra antes de la
radioterapia. Sobresale el hecho de que el efecto de radiosensibilizacion no tuvo
correlacion con la imrporaciéon de dFdCMP en el ADN, lo cual sugiere que la
inhibicion de la ribonucledtido reductasa es el principal mecanismo de accion. A
pesar de la radiosensibilizacion observada en estudios preclinicos, los estudios
iniciales en fase | y fase Il cOBEM y radioterapia no han demostrado mejoria

significativa en actividad clinica, pero si se observa un aumento en la toxicidad.

La GEM ha sido una droga clave en la quimioterapia contra el cancer de
pancreas avanzado resultando en beneficios clinicos y upar re@brevida. De
modo que la combinacién de GEM con otros agentes podria generar un campo
prometedor para mejorar la eficacia del tratamiento del cancer de pancreas avanzado.
Como ejemplo de esto se tienen estudios en los que se comb@EMacon
cispgatino como tratamiento para el cancer de tracto biliar cuyos resultados muestran
aumento en la sobrevivencia comparados con la monoterapi&Eh. Sin
embargo, los efectos finales de la quimioterapia por si sola en cancer de pancreas y
de tracto biliar siguen siendo limitados, encontrdndose raramente sobrevivencia a
largo plazo. Por lo tanto, la combinaciéon deG&M con otros métodos como la
inmunoterafa resulta atractiva (Kaidg,col, 2011; Mellmary col, 2011), ya que se
ha demostrado que el tratamiento ¢8BM induce la proliferacion de monocitos
CD14" y de células dendriticas CDT1es decir, laGEM no suprime las células
inmunoldgicas y a la weincrementa el numero de células dendriticas, las cuales
sirven como células presentadoras de antigeno, lo cual apoya la posibilidad de la
terapia combinada dBEM con inmunoterapia especifica (Soadeol., 2009). Una
forma de inmunoterapia son las vaasnde ADN o de péptidos dirigidas contra
antigenos tumorales. De entre los antigenos tumorales sobresale la proteina del tumor
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de Wilms WT1), la cual ha sido posicionada como el antigeno nidmero uno en el
proyecto de prioridad de antigenos tumorales aiagfmqor el Instituto Nacional del
Cancer. En pacientes leucémicos portadores de tumor se ha descubierto la induccién
espontanea tanto de linfocitos T citotoxicos con especificidad Wdrlh como de
anticuerpos contre/T1. Estos resultados indican que lateinaWT1 es altamente
inmunogénica, con lo cual dicha proteina se establece como un blanco prometedor
para ser reconocido por linfocitos T citotdéxicos especificos (Babigrowod, 2012).

En un ensayo clinico reciente en fase | en el cual se probdnlair@cion de una
vacuna de péptid?/T1 y GEM para el tratamiento de cancer avanzado de pancreas
varios pacientes mostraron una marcada regresion del tumor. De otro trabajo es
relevante destacar que se demostro que el tratamienteENdregula positivameet

la expresién deNT1 en lineas celulares de cancer de pancreas (Takghewod,

2011). Estos resultados sugieren queskpuestanmurolégicaantitumoral dirigida
contraWT1 y el tratamiento coGEM pueden funcionar de manera sinérgica contra
células tumorales. Es por eso que en el presetiajtr se ha escogido corterapia

una vacuna de ADN basada\&T 1.

Gen del tumor de wilms(WT1)

Mutaciones en el gefVT] localizado en el brazo corto detomosoma
11p13,fueron inicialmente descubiertas en el tumor de Wilms (TW), un cancer renal
pediatrico que afecta células precursoras embrionarias pluripotentes y tiene una

frecuencia cercana a 1 en 10,000 nifios en Estados Unidos (Little y Wells, 1997).

Se sabe que sélo el 15% de los casos de TW esporadicos presentan
alteraciones elVT], denotando una funcién supresora de tumor, sin embargo en la
mayoria de los casos de TW se expresa la formatyplel de dicho gen y con baja
frecuencia, mutaciondseterocigotas provocan sindromes asociados al TW, siendo
éstos: WAGR (WT, aniridia, anormalidades genitourinarias y retraso mental),
DenysDrash y Frasier (Little y Wells, 1997; Rauscher, 1993).
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El genWT1codifica un factor de transcripcién involucradomnliferacion,
diferenciacion celular y apoptosis (Menkeol,, 1998).

Muchosgenes son blanco de activacién/represion transcripcional por parte de
WT1, destacando varios importantes en crecimiento y metabolismo celular, como
son componentes de matriz extracelular (CME), factores de crecimiento y factores de

transcripcion (incluido el mism@/TJ). La regulacion puede ser tanto positiva como

negativa (Tabl&) (Yangy col, 2007).

Tabla 3. Genes que son blancos trnascripcionalég¢Tde WT1.
Blanco Efecto Blanco Efecto
F. de crecimiento
Anfiregulina Activacién | Factor de crecimiento der. de Represion/
plaguetas activacion
Factor estimulante de colonids Represién | Factor de crecimiento Represién
transformante
Factor de crecimieto de la insulina | Activacion/
represion
Enzimas
Transcriptasa reversa de telomera| Represién | Descarboxilasa de ornitina Represién
humana
Receptores
R. deasnuhtd@garmo Represion | R. del factor de crecimiento de Represién
insul. |
R. del factor de crecimiento Represién | R. alfa del acido retindico Represién
epidermal
R. de insulina Represion
F. de transcripcion
c-Myb Represién Ciclina G1, IGFBR4 Activacion
c-Myc Activacién/ P-21 Activacion
represion
Ciclina E Represién Pax2 Represién
CME
E-caderina Humana Incremento| Sindecano 1 | Activacion
Trombospondina 1 Represion
Otros
Wnt4 Activacion Eritropoyetina | Activacion
Bcl-2 Activacion/
represion

En el desarrollo embrionaridVT1 se expresa primordialmente en sistema

urogenital; en tejidos adultos se expresa en sistema urogenital, sistema nervioso
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central y tejidos hematopoyeéticos, incluyendo médska y nodos linfaticagdaber
y col, 1991).

Estructura d&vTl

El gen WT1 estd conformado por cerca de 50 kb, contiene 10 exones y
produce un RNAmMm de 3.5 kb, el cual puede
su maduracion en los exones 5 y 9.dEprimero se insertan o no 17 aminoacidos y
en el segundo se incorporan o eliminan los aminoacidos lisina, treonina y serina
(KTS), dando como resultado cuatro isoformas designadas cond+,-), (-,+) vy
(+,+), representando la presencia o0 ausenda las insertos 17aa y KTS,

respectivamente (Habgrcol, 1991). Lo anterior se puede observar esquematizado

en la figura 4.
N-terminus C-terminus
(-219) (+1) (+378) (AWTIL)
CTG ATG ATG ATG
CEF
DNA exon I
(+842)
RNA editing
(+748) - (+798) (+1222) - (+1230)
Exon 5 (KTS)
ImRNA I 1 n
1 [N ]
BASPI Par-4, p73
hUCE9 Par-4 p53, CBP (408-410)
— Hsp70 %, 4 KTS
protein amino acidno. (1) (250-266) (323) (449)
[ exon 5 I D l
zinc fingers
repression domain 84124
activation domain L8] 250
self association l— 180
DNA binding 323 438
RNA recognition 11 72
® zinc finger 1
Nuclear localization 291 350
signal zinc finger 27 3

Figura 4. Estructura del gewT1
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El RNAm tiene tres sitios de inicio de la traduccién, lo que resulta en tres
isoformas con distinto peso molecular: -3% 5254 y 6264 kilodaltones
(Scharnhorsy col, 1999). La isoforma mediana representa la forma tipid& Tk
y posee un extremo carkilo terminal con cuatro dedos de zinc tipo Kripel
(codificados en los exoneslD), que son los sitios de unién a secuencias de DNA
ricas en GC y algunas proteinas, asi como un extremo amino terminal que presenta
un sitio de transactivacion rico en fna y glutamina, un dominio de dimerizaciéon y
otro de represion (Lee y Heaver, 2001). Motivos adicionales en la prat@ihaon
esenciales para aussociacion, localizacidbn nuclear y reconocimiento de RNA
(Scholz y Kirschner, 2005).

La combi nmlciicinnglé &lsternativos, edici
de traduccion, hacen que se generen al menos 24 diferentes variaitdd éa

mamiferos (Wagney col., 2003).

WT1len cancer

El gen WT1 es ampliamente aceptado como supresor de tumor en
aproximalamente 15% de | os tumores de Wil mdés.
han reportado datos de la expresion Wé&1 wild-type en tumores adultos de
diferente origen, por lo que se ha propuesto su rol como oncogén en esas neoplasias.

Por ejemplo, ha sido derita la sobreexpresion d&/T1 en neoplasias
hematoldgicas, incluyendo leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda y
cronica, asi como en sindromes mielodisplasicos, asocidndose a un pobre prondstico
(Rosenfeldy col, 2003).

En un estudio, seetermind la expresion d&/T1por RT-PCR en 34 lineas
celulares de tumores solidos, incluyendo provenientes de cancer gastrico, de colon,
pulmén, mama, de células germinales, ovario, utero, tiroides y carcinoma

hepatocelular, de las cuales 28 (82%) expaas@bl 1(Oji y col, 1999).

Nakatsukay col (2006) examinaron 494 casos de canceres humanos por

inmunohistoquimica (IHQ) y hallaron positividadV&Tl en tumores de estomago,
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préostata, cérvix, endometrio, ovario, cerebro, eséfago, pancreas, préstata, mama,

rifidn, pulmon, piel, entre otros.

La expresion daVT1ly la multiquimioresistencia han sido asociadas en
algunas neoplasias hematoldgicas, sugiriendd/giié puede ser considerado como
un marcador de quimiorresistencia (Hirose, 1999); recientemente sestdemue
WT1 puede actuar como mediador de resistencia a terapia antiestrogénica en cancer
de mama, a través del bloqueo de la expresion del receptor de estd@ifgefidan.y
col., 2008).

La relevancia d&VT1 en proliferacion y supervivencia de lineas leucémicas
fue evidenciada al usar RNAI dirigidos con¥l'l y Bcl-2. La reduccion de la
expresion deWT1 provocOd una baja en proliferacion celular con induccién de
apoptosis en células K562 y HI0, pero interemtemente la combinacién
simultanea de ambos RNAI no logré el efecto del RMAIL solo, ni sobre el

crecimiento celular ni en nivel de muerte celular programada (Glieo&k 2007).

WT1len melanoma

Dentro de la diversidad de tumores solidos que expresan altos niveles de

WT1, melanoma no es la excepcion.

En 1994, mediante PCR se detectaron transcritod/teen 7 de 9 lineas
celulares de melanoma, mas no asi en 5 lineas de melanocitos normales YRodeck
col., 1994).

Perry y col (2006) demostraron por IHQ qu&/T1 es mas comun en
melanomas primarios (833.7%), comparado con nevos (29.6%), proponiendo
la utilidad de la técnica empleada como una herramienta a considerar en la distincion

de lesiones mlignas y no malignas.

Otros investigadores analizaron 7 tumores de melanoma también por IHQ,

para lo cual utilizaron un anticuerpo policlonal y otro monoclonal, ambod\jata
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Con el primer anticuerpo obtuvieron una inmunopositividad del 57%, en tamndo el
del segundo les permitié aumentar la positividad diagndstica a un 86% (Nakatsuka
col., 2006).

Recientemente Wagner col hallaron que mas del 80% de las lineas de
melanoma maligno usadas en su estudio expresSafdbh) pero no encontraron
indicios deexpresion en piel normal ni en nevos melanociticos benignos (Wiagner
col., 2008). Por lo anterior, dentro de los multiples estudios preclinicos y clinicos
gue involucran vacunacioén contra antigenos tumorales, deber consideldicke a

como un promisoritlanco terapéutico en el tratamiento del melanoma maligno.
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HIPOTESIS

El tratamiento simultdnecon una vacuna de ADN cont&/T1 y GEM

produce un efecto sinérgico que amplifica la respuesta antitueronaélanoma

OBJETIVO GENERAL

1 Evaluar el efecto antitumoral da combinacién de lavacunacontraWT1 y

GEM en un modelo murino de melanoma

Objetivos particulares

1 Determinar la dosis letal media (DL50) deEM en célulasB16F10 de
melanomamurina.

1 Analizarla expresion d&V/T1len células B16F10 tratadas d8EM y control.

7 Caracterizar el plasmido con la secuenci&\del
Evaluar lapresencia deanticuerpos contrdVT1l en ratonedratados con la
vacuna.

1 Determinarel peso y eindice tumorakn ratones tratados ctamcombinacién de
la vacuna contr&VT1y GEM, GEM sola yen ratones control.

{1 Analizar la sobrevivencia de ratones tratados corptabinacionde la vacuna
contraWT1ly GEM, GEM sola yen ratones control.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

Linea celular y animales
Se utilizo la linea celular de melanoma murino B16F10, la cual se obtuvo de
la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA). Las células
fueron cultivadas y mantenidas en medio Eaglelifitado de Dulbecco (DMEM
F12) (Life Technologies, Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, Grand Island, NY, USA) e incubadas a 37
°C en una atmésfera a 95% dey®% de CQ.

Se emplearon ratones hembra de la cepa C57BL6, de 7 a 8 semanas de edad
(Harlan México, S.A. de C.V.). Los animales se mantuvieron con agua y aliatento

libitum, bajo condiciones libres de patégenos.

Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo prioteestandarizados, de
acuerdo a las recomendaciones generales para el manejcagiccdiel animales de
laboratorio(FuentesParedey col, 2008 B. D. Mortony col, 200J).

Determinacién deviabilidad y proliferacion en células B16FL0 tratadas con
GEM (DLspde GEM)
Se plaquearon 3,000 células por pozo end@fE medio y se incubaron por

24 h en condiciones estandar hasta alcanzar +80%0de confluencia. Luego, para
los ensayos destinados a determinar IgoBe reemplazé el medio normal por 200
m de nedio por pozo con diferentes concentraciones (0, 1, 5, 10, 30, 50, 100, 500 y
1000 ng/mL) deGemcitabina (GEM)Accogem, de Accord Farma), mientras que
para los ensayos destinados a evaluacion de proliferacion, el medio normal se
reemplazé con otro set dencentraciones d8EM (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 50, 100, 200 y
300 ng/ml) en 200 pl de medio. Las placas se incubaron por 48 h para viabilidad, y
por 24 y 48 h para proliferacion. Una vez concluida la incubacion respectiva de cada
placa, se agregaron 22 del reactivo MTT a cada pozo, se incub6 por1 ha 37 °Cy
después seesecho el contenido del pozo decantandolo suavemente para evitar el
desprendimiento de las células, en seguida se afiadierom 1 DMSO para
disolver el formaza, se dejo incubar 15imy se mididla absorbancia con un lector
de ELISA. Con los datos de la absorbancia se realizaron las graficas

correspondientes.
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Extraccién y cuantificacion de proteinas
Se plaquearon 200,000 células por pozo en placas de 6 pozos y se incubaron
por 24h encondiciones normales de cultivo, después el medio normal fue
reemplazado por medio con varias concentraciones (0, 2.5, 10, 50 y 300 ng/mL) de
GEMYy las células fueron cosechadas a las 24 y 48 h, mediante desprendimiento con
tripsina 0.25%, posterior re@acion en tubos eppendorf y centrifugacion por 3 min
a 5000 rpm para desechar el sobrenadante y obtener el pellet celular. Estos pellets

fueron lavados tres veces con PBS estéril.

El paquete celular se resuspendié en buffer de lisis (Tritobn 1%, NaCl 150
mM, Tris 25 mM pH 7.6) y se incub6 en hielo por 30 min. Transcurrido ese tiempo
se centrifugd por 5 min a 10,000 rpm y el sobrenadante conteniendo las proteinas se

transfirié a un nuevo tubo y se almacen8@°C hasta su cuantificacion.

La cuantificacion d proteinas se realiz6 mediante el kit DC Protein Assey de
Bio-Rad, en el cual se incluyen estandares para poder graficar una curva patron y
determinar con base en esta la concentracion de proteinas de las muestras. En
resumen, en una placa de 96 pozosa mada reaccion se afiade al pozol Ol
reactivo A, I del reactivo S, 81 de muestra o estandar, y hidel reactivo B, se
deja incubando la placa por 10 min en oscuridad a temperatura ambiente y se lee la

absorbancia a 570nm.

Western blot
a) Preparacia de las muestras
50 microgramos de proteinas totales se desnaturalizaron en buffer de carga
6X (b-mercaptoetanol, SDS, Glicerol, Azul de bromofenol), para lo cual se hirvieron

durante 5 min.

b) Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se prepar6é un gel de matrilamida al 12%, se colocé en la cadmara de
electroforesis con buffer de corrida (Tris Base 25 mM, Glicina 250 mM pH 8.3, SDS
1%) y se cargaron las muestras en los carriles, asi como un marcador de peso

molecular.
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Inicialmente se corrié por 20 min a 46\\posteriormente se aumenté a 100
V, por espacio de 1 h con 40 min.

C) Transferencia a membrana de nitrocelulosa
Para este paso, se prepard el mismo dia el buffer de transferencia (100 mi

solucion stock Tris Base + Glicina, 200 ml de metanol y 700 ml,@9.H

Una vez concluida la electroforesis, se saco el gel con mucho cuidado y se
form- un fAsandwi cho, para | o cual se col

filtro, gel de poliacrilamida, membrana de nitrocelulosa, 2 papel filtro y esponja.
Se corriéen la cAmara humeda con buffer de transferencia por 2 h a 26 V.

d) Inmunodeteccion
Previamente se prepar6 una solucion stock de TBS 10X pH 7.6 (Para un litro:
31.5 g TrisHCI + 80 g NaCl y se ajusto al pH indicado).

Terminada la transferencia se coloc6é cuasminente la membrana de

nitrocelulosa en una solucion TB®een 1% + leche 5% por 1 h (bloqueo).

Luego se retird la solucion anterior y se quito el exceso de leche mediante tres
lavados con TBS Tween 1% tras lo cual se colocé el primer anticuerpdVAti
policlonal de conejo (€9, Santa Cruz Biotechnology) diluiddlD00en TBStween
+ leche 2.5%. Se dej6 incubando toda la noche a 4 °C.

Concluida la incubaciéon del anticuerpo primario, éste se retird y se lavd la
membrana con TBSween 1% por 10 min en &asiones y enseguida se afadio el
anticuerpo secundario (conjugado) artdnejo + HRP diluido a 1:5000 también en

TBS-Tween + leche al 2.5% y se incubd por 2 h a temperatura ambiente.

Se retir6 el anticuerpo secundario y de nuevo se lavo la membraah, igu

como se indicé en el parrafo anterior.

Enseguida se agregé a la membrana el sustrato de quimioluminiscencia
(luminol A y B) en partes iguales por 5 min, se elimino el exceso de luminol y se fijo

en un cassette para ser expuesto a un film y revelaglacaarto oscuro.
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Finalmente, para la normalizacién de las muestras se empled un anticuerpo
monoclonal de ratén Anb-actina (diluido 120000en TBSTween + leche 2.5%) y
se incubd por 2 h a temperatura ambiente; el anticuerpo secundario fregdamti
diluido a 1:5000 en TBSween + leche al 2.5% y se incubo por 1 h a temperatura
ambiente. La inmunodeteccion par&-actina se realiz6 de igual manera con
guimioluminiscencia, como se describié anteriormebhtedensidad de las bandas
obtenidas en el film, f& analizada con ayuda detograma Image Studio Lite

version 5.2.

Transformacion y Produccion a gran escala del plasmid@/T1 H+/-

Se utilizaron cepas virgenes de la Bact&seherichia coliDH5-U cal ci o
competates para su transformacion con fdésmide proporciorados por la Dra.
Ana Tari, quecodifican para la isoforma grande (H}4 pequefa (S+) deWT1, de
los cualegste ultimdue utilizado como vacuna.

Primeramente se activaron las cepafdeoli DH5-alfa, sembrando 50 pL
de la cepaen 5mL de caldo Luria durante 4 horas a 37° C. Se centrifugaronl10
mi nut os a 5000 rpm en una <centr2fuga i
Eppendorf de 1.5 ml. Se decantd el sobrenadante y se resuspendié en 400 pL de
CaCh 0.1 M en frio para incubar por 20imatos en hielo. Una vez pasado el tiempo
se centrifugd a 5000 rpm, decantando el sobrenadante y se afiadié 1uL del plasmido
afladiendo 20uL de Cag£0.1M; se incubd en hielo por 1 hora 40 minutos. Después
se realiz6 un shock térmico a 40° C por un minutongediatamente se incub6 en
hielo por 2 minutos. Se agreg- 200 OL de
a 200rpm y 37°C. Se toaron 50 pL del cultivo y se incubar@m 5 mL de Caldo
luria por 24 horas a 37°C con 50 pg/ mL de Ampicilina.

Después etrecimiento se pasé a otro matraz con 500 mL de Caldo Luria,
afadiendo 50 pg/ mL de Ampicilina y se incubd por 24 horas a 37°C.
Posteriorment e, se obtuvieron | os #dpell e

mL concentrando los 500 mL a 3,000 rpm pd@miinutos.
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Purificacion del plasmido
Se utilizé un kit de purificacién a gran escala (Pure Link Hi FRiesmid
Midi Prep Kit de Invitrogenpara la extraccion del plasmido, siguiendo el protocolo
sugerido. Después de la realizacion completa del protocolo se procedido a la
cuantificacion en nanodrop000 (ThermoScientific) y se guardé-20°C hasta su

uso.

Transfeccién del plasmido en la lineaelular B16F10

Para la transfeccion de la linea celular seizatiuna solucion madre de
Polietilenmina (PEI), un polimero catiénico, a una concentracion de 150 mM. Para
ello fueron sembradas 200,000 células/pozo en placas de 6 pozos, 24 h después se
diluyeron por separadd ng del plasmido y 0.41 de PEI, cada unen 100mni de
NaCl 150 mM por pozo. Luego la PEI fue afiadidaldasmido y se incub6 por 30
min. a temperatura ambiente. Finalmente se colocaromi2®® la mezclgor pozo
y se incubd la plza por 48 h, tiempo en el cual se realiz6 la extraccion de proteinas a
partir de los paquetes celulares, para analizar la expresd tlenediante western

blot y evaluar asi la funcionalidad del vector utilizado como vacuna.

Establecimiento de tumor subcutaneo con células B6F10
Para el establecimiento del modelo murino de melanoma se utilizaron 5x10
células de los pasesl2 resuspendidas en 16Dde medio sin suero y se inocularon
en ratones C57BL6 por via subcutdnea. La inoculacion se realiz) #anco
derecho de la pata posterior del ratén. El conteo de células para la preparacién de los

indculos se hizo por el método de exclusion de azul tripan.

Dot Blot para la medicion de anticuerpos especificos paT1 en suero
Para determinar la prodcidon deanticuerpos especificos contvdT1 (IgG),
se utilizaron suerode ratoneBALB/C tratados con unaplicacon de 10ng de
plasmido por aerosolEl suero fue obtenid a los 21 dias después de la

administraciordel plasmido

Primeramente se emplearon 100uL de buffer TBS por muestra, para
humedecer la membrana de nitrocelul@a. extracto proteico se tomuma cantidad
de 50ug de proteina y se completé a 200uL de buffer TBS. Se incubd por una hora.

Posteriormente con ayuda dma bomba de vacio se absorbié el buffer y se
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afiadieron 200 pL de solucion de blogueo (TBS, 2% BSAQ-H dejando incubar

una hora. Enseguida se hicieron dos lavados con buffer TBS y tween al 0.05% y se
agregaron 100uL de anticuerpo primario 1:500 (netoval de raton contrvTl,

Sigma Aldrich) dejando incubar por 45 minutos como control positivo. Para evaluar
los titulos de anticuerpo, se diluyeron 10 pL del suero en 500 pL de TBS 1%. Luego
se realizaron tres lavados con buffer TB&en al 0.05%. Desjs se afiadio el
anticuerpo secundario (anti ratén, Sigma Aldrich) 1:5000 y se incubé la membrana
por 45 minutos. Finalmente se reatma tres lavados con buffer TB®een al

0.05% y se afadio diaminobencidina 304 para observar la reaccion

Esquema deratamientos para evaluacién de respuesta arttimoral

Los ratones se dividieron emiatro grupos incluyendo 5ratones cada uno,
los cuales se&lesignaron yrataron de la siguiente forma: Grupo Control: sin
tratamiento;2) GEM120vWT1WTL1: grupo con laaplicacion deGEM 120 mg/kg
intraperitoneal cada tercer dia por 5 aplicaciones adéninistracion subcutanealle
ny de plasmido cada 7 dias por 3 aplicacionds;GEM10vWTL1: grupo con la
aplicacion deGEM 10 mg/kg intraperitoneal cada tercer dia por 5 aplicaciones mas
administracion subcutanea @lemy deplasmido cada 7 dias por 3 aplicaciongd)
GEM 120 grupo con la aplicaciéon dBEM 120 mg/kg intraperitoneal cadercer dia
por 5 aplicacionesSe sigi6 el esquema de la figuka

Inoculacién de
B16F10

Dia 0

Inicio de
tratamientos

ot
(7]

& Gemcitabina

R Lo ® vWT1
‘_.m.._:l:' S
&
[ ] 'y A A A §

Figura 5. Esquema deratamientos. Las concentraciones@EM para cada grupo se especifican en

el texto.
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Obtencion del indice tumoral
El indice tumoral se obtuvo con base en el volumen er oaculado
mediante la siguiente férmulapj(eje largo)(eje cortd)/6. Durante los tratamientos
se fueron tomando medidas del larganchode los tumoregon un vernier para
obtener el volumen que reflejo el indice tumoral. Los datos obtenidos smgrafy
se sometieron a un analisestadistico para determinar existe um diferencia

significativa entre los grupos

Prueba de supervivencia
La supervivencia fue evaluada con los grupos de tratamientos registrando las
muertes de los individuos de cada grupo a medida que éstas ocurrian. Con los datos

obtenidos se realiz6 una grafiesando la prueblag-rank.

Analisis estadistico
Los datos deiabilidad se expresan como medias + DE y son representativas
de 4 experimentos. La comparacion entre tratamientos individuales se realizo
mediante ANOVAde una viay las comparaciones de supervivengiadiante el
método de Kaplan Meier LeBank con ayudadel programa SPSS Statistics ver.
17.0.
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RESULTADOS

Proliferacion de células B16F10 tratadas coGEM y determinacion de Dlsg).

El tratamiento de las células B16F10 con concentracionés 5le10, 30, 50
ng/ml redujola viabilidad celular demanera dependiente de la doSls. observé un
limite del efectccitotoxico de laGEM con las concentracionee 100, 500 y1000
ng/ml, estelimite fue de 20% de viabilidagor lo cual se omitieron estos valores en
la grafica(Fig. 6). No se probaron concentraciones mayores para \@steimite
persisteCon ests resultados sebtuvo una DLy tedrica de 32 ng/ml mientras que

la DLso) practica fue d@5.7 ng/micomosesefiala en la figura €n linea punteada.

y=-1585x+ 100.77
R?=0.9477
89.86
Paray=50%
x=32

Viabilidad (%)

18.65

25.7

0 10 20 30 40 50 60

Concentracién de GEM (ng/ml)

Fig. 6.Andlisis de viabilidad de células B16F10 tratadas@&iM.

En otroensayoparaanaliza la proliferacion de células B16F10 tratadas con
GEM a 24, 48 y 72Hos resultados muestran queedecto citotéxico ocurrié en las
células tratadas con concentra@e superiores a 50 ng/ml de gemcitabina. En el
tratamiento con 50 ng/ml se obtuvo una viabilidad celular del 40% a las 24h, valor
qgue disminuyo al 20% a las 48 y 72h. Mientras que a concentraciones de 100, 200,
300 y 1000 ng/ml se observo una viabilidadutar cercana al 20%, valor que se
mantuvo para los tres tiempos de incubacion. Interesantemente el tratamiento con

concentraciones de 2.5, 5, 7.5 y particularmente 10 ng/ml de gemcitabina indujeron
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una mayor proliferacion que el control sin tratamielda;ual ocurrié Gnicamente a
las 48 h, ya que a las 24 y 72 h la proliferacion celular fue menor que en el control
(Fig. 7).

Proliferacion de células B16F10 tratadas con gemcitabina

200

180

160

Gemcitabina (ng/ml)
-0
=25

5

100 |

——T5

20

Proliferacion (%)

—y=10
50
100
200
300

Horas

Fig. 7. Proliferacion de células B16F10 tratadas G&iM.

Modulacién de la expresion daNT1 por la GEM.

Para determinasi la viabilidadde las células B16F10 observada en el ensayo
anterior estaba relacionada con la modulacioh\Vdd por parte de GEM se realizé
un Western Blotpara WT1 A las 24 h de tratamiento con GEM se observé una
disminucion de la expresion de la mioia de WT1 con las concentraciones de 2.5,
10, 50 ng/ml y una pérdida total de la misma con la dosis de 300 ng/ml. A las 48 h se
observé un resultado similar que a las 24 h con las concentraciones de 2.5 y 10
ng/ml, y una pérdida de WTL1 con las concemntraes de 50 y 300 ng/miFig. 8. Sin
embargo, resulta interesante el hecho we @n el ensayo anteriel tratamiento de
10 ng/ml 48 h fue el que indujo mayor proliferacion celulgrg. 7) y es
precisamente con esta dosis con la que observamos rdamoinucion de la

expresion de WT1 con respecto al control, tanto a las 24 como a las 48 h.
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Concentraciones de gemcitabina (ng/ml)
h 48 h

ﬂ o _
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B-Actina/WT1
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10 50 300 25 10 S0 300

=1

GEM (ng/ml)

Fig. 8 Analisis de la modulacion de WTdor parte de la GEMA) Bandas de proteina de WT1 y
b- actina obtenidas por Western bB} Analisis de densitometria gumuestra la relacion WTiL
b- actina.

Caracterizacién funcional del plasmido y poduccion para su uso como
vacuna
Una vez concluidos los ensayos vitro se procedié a la caracterizacion
funcional delos plasmides H+/- y St/- proporcionads por la doctora Ana Tari, que
codifican respectivament@ara |& isoforma grande y pequefia de WT1. En las
células transfectada® observan nivel 7 veces mayode la proteindVT1 que en
células control sin transfect§Fig. 9. Lo anterior denmuestraque hay expresion
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exdgenade WT1 yconfirma la factibilidad paraususo como vacuna de DN&l
codificar correctamente parl antigeno tumoral.

A) B) g

Control Transfectadas

WT1
(52kD2) G- ‘

p-actina
(42 kDa) - -

Expresion de WT1

= 3] wa

Control Transfectadas

Fig. 9. Sobreexpresion de WT1 en céluteensfectadas comg del plasmidoA) Bandas de proteinas
b- Actina y WT1 detectadas por Western BB}.Analisis de densitometria de las bandas en A).

Una vez confirmada la funcionalidad de los plasmidogeabzaron varias

extraccioneslel plasmido S/, obtenéndoselo reportado en la tabla 4.

Tabla 4.Concentra@nesde plasmidd&+- obtenicasde 4 purificaiones
TUBO CONCENTRACION RELACION 260/ 280
(PROMEDIO)
1 330 pg / 190 pL 1.92
2 124 ug/180 uL 1.98
3 238 ug/190 pL 1.94
4 33 pg/90 pL 1.92

Las concentraciones y relanes DNA/RNA demuestran unabuena

produccion y purezdel pldsmido para suso como vacuna en el modéhovivo.
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Deteccion de anticuerpos contra WT1
Para evaluar la funcionalidate la vacunan vivo seanaliz6 la presencia de
anticuerpos especificos contra WT1 mediamteDot Blot. Los resultados muestran
qgue en el suero de ratbratado con la vacuna hgyoduccion deanticuerpos arti
WT1 (Fig. 10).

Fig. 10 Deteccion de anticuerpos especificos contra WT1 mediante Dot ®BloContol de la

técnica sin anticuerpo primari@€+. Control positivocon anticuerpgrimario monoclonal de ratén
contra WT1, 1:500(Sigma Aldrich);+. Suero de ratbimmunizadocon una dosis Unica de 1y de

plasmido en aerosol

Célculo del ndice tumoral y monitoreo del peso de Is ratones

El indice tumoral representa el tamafio del tumor calculado €rarpartir de
las medidas de largo y ancho de la masa tumoral. A lo largexperimentose
monitoredtantoel peso total de losmatonescomo el indice tumoral para utilizarlos
como indicadores de la respueatditumoral De acuerdo a los resultados obtenidos
se observa que en el grupo control se registraron tumores mas grandes desde la
segunda medion realizada al dia 12A este dia logumores de los grupos con
tratamiento tenfan tamafios de 560 y 667 °mespctivamente para los grupos
GEM120vWT1y GEM120, y 322 mni para el grupoGEM10vWT1, mientras que
para el grupo control el tumor ya alcanzaba los 2266.mas dos tratamientos en
los que se administraron 120 mg/kg de GEM arrojaronteed similares ya que al

dia 21el indice tumoral fue de 1637 mMparaGEM120vWT1y de 1727 mrpara
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GEM120, nohabiendo diferencia@ntre el efecto de ambdsatamientos sobre el
volumen tumorgl pero si entre estos yos dos grupos restantes (Control y
GEM10vWT]J) en los quese observa un crecimiento casi exponencibtutaor, al
menos hasta el dia Eh el caso del grupo control pero faaime detectable en el
grupoGEM10vWT1a lo largo de todo el experimen#sunqueeste Ultimo grupo es

el que presenta el mayor indice tumoral con 4506 minmomero de la Ultima
medicion (dia 2}, en el grupo control ya se habia registrado un volumen promedio
del tumor de 4348 mirtres dias @tes, y si bien hay una disminucién aparente en el
volumen tunoral del grupo control al dia 2ésta parece no ir conforme a la cinética

tumoral observada en este grupo en los dias antefiage$l).

Grupo control GEM120vWT1
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Fig. 11. Monitoreo del pes promediodel ratény del tamafio promedio del tumor en cada grupo.
GEM120vWT1: GEM 120 mg/kg mas WT1; GEM10vWT1: GEM 10 mg/kg mas vWT1;
GEM120: GEM 120 mg/kg
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Todos los grupos tuvieron un peso inicial promedio dis{i@mntrol = 19.53
g; GEM120vWT1= 17.55 g;GEM10vWT1= 18.33 g; GEM120 = 20.18 glp cual
no fue relevante al momento de comparar la cinética de peso entre grupos ya que no
hay evidencia significativa de qu& grupo en particular lga ganado o perdidmas

peso que otro (p=0.§Fig 12).

26.00

3400 _ 1 F —4— Control

22.00 - -
I | /(\ -8 GEM120vWT1
b - -I
20.00 o . \
/#\ GEM10vWT1
18.00 r—

16.00
I 1 1 == GEM 120

Peso (g)

14.00

12.00
Dia 9 Dia12 Dia 15 Dia 18 Dia 21

Dia del tratamiento

Fig. 12. Cinéta de peso promedio de los ratones de cada grupo

Sin embargogen laultima medicién realizada alia 21, los grupos tratados
con la dosis mas alta de quimioterapia son los que presenanos aumento (0.5 g
paraGEM120vWTJ) e incluso disminucion deeso(-1.2 g para GENI20), mientras
que en los otros dos grupos se observo un aurder2®7 g para el grupco@trol y
3.5 g par& GEM10vWT1], estocon respectal peso promedio que tenia cada grupo al
comenzar los tratamiento& pesar de no ser signifioeds, estas variacionele cada

grupose correlacionan con taxicidad desu respectivo trataiento(Fig. 13).
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Fig. 13.Monitoreo de la prdida o ganancia de peso de cada grupo con respecto al peso promedio de

los mismos al inicio de los tratamient{@ka9).

Andlisis de supervivencia

Durante y después de la aplicacion de los tratamientos y con la finalidad de
evaluar el efecto de los mismos sobre la supervivencia se le dio seguimiento a los
ratores de cada grupaegistrando lamuere de cada indiduo conforme estaba
ocurriendo.La curvaobtenidacon esos datos sefala gqeldinico tratamiento con el
que se observouna sobrevidasignificativamente mayoque la del grupo contral
cuya media de supervivencia fue de 20.33 + 1.63 flie§EM10vWT1(P = 0.003,
media 30.5 + 4.6 diasfonel tratamiento-GEM120vWTJ se registh una media de
supervivencia de 25.87 £ 9.46 di&scual, al igual que en el tratamiento GEM120
(media = 22.2 + 4 dias), redlcand a ser significativamente diferente gelegrupo
control (P = 0.15 para ambas comparaciofeka supervivencia obtenida con el
tratamiento GEM10vWT1 también fue significativamente mayor que la del
tratamiento GEM120R = 0.032)(Fig. 14).
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Fig. 14. Curva de supervencia delos ratonesde cada grupo. Los tratamientos iniciardndia 9.
Grupo control: cloruro de sodio 0.96, 100 pt GEM120vWT1: GEM 120 mg/kgunto conl pg de
(S+/-); GEM10vWT1: GEM 10 mg/kgunto conl pg de(S+-/-); GEM120: GEM 120 mg/kg(GEM
y cloruro de sodio: i.p. cada 3 dias hasta completar 5 aplicaciones. Vacuna de ABDNS8. cada 7

dias hasta 3 aplicaciones.)
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DISCUSION

Muchos estudioglinicos y preclinicohian demostrado que la combinacion
de dos 0 mas tratamientosntra el cancepuede ser mas efectiva que cada uno de
ellos por separad@andhay col, 2009; Shakedy col, 2008;Corrie y col, 2005;
Nowaky col, 2003 Keilholz y col 199%; sin embargono suele considerarse a la
activacion de laespuesta inmunolégiaamo un tratamiento que puedambinase
con otroscomo la radio y quimioterapidebido a que se asume ampliamente que la
inmunosupresion provocada por estos Ultimos impide esa pasibMNd obstanteal
contrario de estas expectativas también se ha comprobado que algunos agentes
quimioterapéuticosales como doxorrubicina, cisplatino, bleomicina y GEdhen
propiedades inmunomoduladoraberentespor ejemplorreducion depoblaciones
de célulasreguladoras, aumemidela expresiérde antigenos tumoralggromacion
de la expresion de Fas para sensibilizar al tumor a linfocitos T*GD8IK,
potenci&idon dela actividadde macréfagos al inducir la produccion y secrecion de
oxido nitrico y aniones super 6xiddpdo estocontribuyemlo a la inmunidad

antitumoral Baxevanisy col, 2008; Suzuky col, 2007%.

Debido a la alta toxicidad asociada a los esquemas de comémaits
quimioterapia,se ha buscadel uso alternativo de compuestos no toxicos con
mecanismos de accion diferentpge complementen el efecto terapéutico y/o ayuden
aredudr la dosisde los agentes téxicgpongWong, A.y col, 2012) Como una de
estas alternativas estan las vacunas [db 4ue codifican para antigenespecificos
asociados @aumor y con las cualess posible la inmnizacion y obtencion de una
buenarespuesta inmunolégica humoral y celdantra estos antigen@idadser, Ay
col., 2005)

WT1 esconsiderado como uimportanteantigeno asociado a tumen una
amplia gama de tumores soélidos y hematopoyét{gaslholz, U. y col, 2005
Asgarian, Hy col., 2005;InoweK. y col 1994) y es unexcelente blanco potencial
para el desarrollo de estrgias devacunacion co ADN en el tratamiento del cancer
debido a que se encuentra sobreexpresado en muchos tipos de neoplasias (Wagner,
N.y col 2008; Oji, Jy col 1999).
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Por todo esto, en el presente trabajo se considerd utilizar una vacuna de ADN
basada en WT1 en combinacion con GEM para ver si esta combinacion tiene un

efectosinérgico en la respuesatitumoralen un modelo de melanoma murino

Primero se evalud latoitoxicidad de la GEM sobre la linea celular B16F10
obteniendo una Dgg) de 32 ng/ml. Ete dato es semejante a lo reportado orzuki
y col (2007 quienes obtuvieron una [y de 30 ng/ml en la misma linea celular.
Trabajos previos en nuestro laboraiohan demostrado que la proliferacion de
células B16F10 es directamente proporcional a la expresicged&VT1 (Zamora
Avila D.E., 2007)y en otros estudios se ha observado que la GEM tiene la capacidad
de modular positivamente su expres@mlineas celulares de cancer de paneeas
tiempos y dosis especificq¥akaharay col, 2011) Por lo anterior se realizé un
ensayo para analizar la proliferacion de células B16F10 tratadas con GEM a 24, 48 y
72 h para analizatos niveles de expresiddeWT1 mediante Western Blot ver si
esta modulacién también estd presente en células Bl@i0el ensayo de
proliferacion, con las dosis de 50, 100, 200 y 300 ng/ml se redujo la viabilidad al 40
% 0 menos desde las 24 h y hasta las 72 h, indicandaogu@y una dosis respuesta
en este rango de concentraciones ni en relaciéon al tiempo, en tanto que con los
tratamientos de bajas dosis (2.5, 5, 7.5 y 10 ng/ml) de GEM a las 48 h se observé un
ligero incremento en el nimero de células vivas comparado Icoong&ol, sin
embargo a las 72 h de estas dosis ocurrié un efecto similar al control. Se especulo
gue el incremento en la proliferacion a las 48 h era debido a la acc\&fi Hgue
estaba siendo modulado positivamente por la GEM como sucede en lasdéneas
cancer de pancreas, pero en los resultados del Western Blot se observa que la GEM
no modula positivamente WT1en la linea celular B16F1€ino que disminuye su
expresiongsto se observo tanto a las 24 h como a las 48 h con dosis de 2.5, 10, 50 y
300 rg/ml; por lo tanto, el mecanismo por el cual se dio un aumento en la
proliferacion con las dosis bajas de GEM a las 48 h parece no estar relacionado con
la actividad de WT1.

Nuestra hipotesis fue que niveles altos de WT1 ayudarian a un mayor
procesamiemt de la misma y a la presentacion de antigenos que pudieran facultar al
sistema inmunoldgico para montar una respuesta antituggpatifica. Sin embargo

de acuerdo a nuestros resultados esto no ocurre en células B16F10 tratadas s6lo con
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GEM. La vacunacid con el plasmidoWT1l S+f es una pieza clave para la
inmunizacién de logatones debido a que su expresion se inicia en un sitio cercano a
la region mas antigénica, que corresponde al aminoacido 126 donde se encuentra el
epitopeinmunad o mi n R NFE B N A P §ukeioduce una fuerte respuesta de tipo
celular yademas posesecuencias estimuladoras de la respuesta humoral. Con la
prueba de Dot Blot se demostrd que al utilizar la vacuna en rasrpessible activar

una respuesta inmune humoral ya esta vacuna fue efectiva para producir
anticuerpos especificos contra WT1, dando una prueba indirecta de que podrian
activarse también mecanismos celulares capaces de combatir al tumor mediante
presentacion cruzada del antigeno en contexto de MHC | {8&éotehez J., 2009).

La activacion de la respuesta celular es de gran importancia ya que es la principal
para atacar al tumor. Por lo tanto, a pesar de que se logré obtener anticuerpos
especificos contra WT1, en el modelo murino de melanoma no se esperasteque
tipo de respuesta tuviera un efecto antitumoral importante, mas aun cuando existen
estudios que demuestran que el tratamiento con GEM disminuye poblaciones de
linfocitos T y B pero afecta selectivamente a linfocitos B, inhibiendo con ello la
produccén de anticuerpos contra un antigeno especifico; pero a pesar de esto, es
importante destacar que el tratamiento con GEM no obstaculiza la funciéon de

linfocitos T citotoxicos contra ese mismo antigeno (Nowakl, 2002).

Dado que en el modelo murino delanoma no se encontrd diferencia entre
el indice tumoral del tratamiento Unico con GEM y el de la combinacion de la misma
dosis de GEM mas vacuna, estos resultados indican que la efectividad de la vacuna
para generar una respuesta antitumoral no fuefiaiente como para distinguir el
efecto del tratamiento combinado del efecto Unico de la GEM bajo el esquema de
aplicacion empleado (120 mg/kg, 1 aplicacion cada 3 dias hasta 5 aplicaciones), con
el cual se ha demostrado que se obtiene la mejor respudistianoral (Braakhuiy
col., 1991; Hertely col, 1990); por lo tanto, no existe sinergia entre estas terapias
para reducir el tamafio del tumor en melanoma murino B16F10 con el esquema de
tratamiento utilizado. Es importante mencionar que aunque esigemna de
administracion de GEM es el mejor cuando se usa como Unico agente, puede que no
lo sea cuando se utiliza en combinacion con inmunoterapia. En el esquema utilizado

se tiene contemplado que haya muerte de células tumorales por necrosis/apoptosis
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ocasionada directamente por las sucesivas aplicaciones de GEM ayudando con esto a
un aumento en el procesamiento y la presentacion de antigenos. Sin embargo, hay
otro estudio en el que se administra una unica dosis de GEM de 120 mg/kg para
tratar diferentesuimores murinos obteniéndose resultados favorables (Syzddi

2007). En ese estudio la eficacia de la GEM no tuvo relacién con la sensibilidad
observadain vitro, sino a la inmunogenicidad del tumor. Esto fue confirmado
utilizando ratones desnudos (qoarecen de células T) en los cuales se perdia el
efecto de la dosis Unica de GEM, y también utilizando animales a los que se inocul6
con tumores resistentes a GEM manteniéndose el efecto de esta dosis. Lo anterior
indica que hay un efecto antitumoral de GEM independiente de su actividad
citotoxica. Estos datos podrian servir para elaborar un nuevo esquema de aplicacion
que permita aprovechar al maximo el efecto inmunomodulador de la GEM,

reduciendo el nimero de aplicaciones o disminuyendo la dosis.

Los tumores generados a partir de células B16F10 se consideran no
inmunogénicos, por lo tanto se requiere la accion citotéxica de la GEM para ayudar a
producir una respuesta inmune. En este trabajo se observo que la toxicidad de la
GEM tiene un efecto impahte sobre la supervivencia de los ratones ya que, de
todos los tratamientos, el grupo tratado sélo con GEM tuvo la supervivencia mas
corta (apenas 2 dias mas que la media del grupo control sin tratamiento) a pesar de
que el indice tumoral de este grupofue tan alto como los de los grupos Control y
GEM1OvWTL. Por otra parte, resulta interesante que los dos grupos tratados con la
vacuna fueron los que presentaron una mayor sobrevivencia que el control, siendo el
grupo tratado con la dosis mas baja de GENBI mg/kg) en el que se registré la
mayor supervivencia, la cual fue significativamente diferente de la del grupo control
y del grupo tratado solo con GEM. Este aumento en la supervivencia (10 + 4.6 dias)
se dio aun cuando el volumen tumoral fue casi iglialel grupo control. Por lo
tanto, la combinacion de GEM con la vacuna contra WT1 debe estar influyendo de
alguna manera para prolongar la vida de los ratones. Para estar seguros de esto se
tendria qué probar un tratamiento con la dosis baja de GEMipdeovacuna contra
WT1, con lo cual se confirmaria si el efecto en la supervivencia fue debido
Unicamente a la baja toxicidad de la dosis o si realmente la vacuna es la que aporta a

la supevivencia. El tratamiento GEM120vWTtuvo el indice tumoral masafo y
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una supervivencia que sélo fue superada por el tratamiento GEWITO) lo cual lo

sitia en un estado intermedio entre supervivencia y reduccion del tumor. Al hacer
algunas modificaciones a este tratamiento podrian obtenerse mejores resultados,
probabémente reduciendo un poco la dosis para mantener el efecto citotoxico con el
mismo esquema de aplicacion, y aumentando la cantidad de plasmido administrada o
probando vias alternas de administracion del mismo (intramuscular, intradérmica o

en aerosol).

Todo esto da cuenta de lo heterogéneo que resulta el cancer y de lo preciso
gue tiene gqué ser un tratamiento, ya que los mecanismos que pueden estar presentes
en una neoplasia y que hacen que un enfoque terapéutico tenga éxito pueden no estar
presentes en s tumores, como en este caso en el que se tenian antecedentes de
que la GEM modulaba positivamenteVET1 en lineas celulares de cancer de
pancreas pero no se detectd esto en la linea celular B16F10, incluso Tgkadlara
(2011) mencionan que en 2 ds [alineas celulares estudiadas tampoco se observa
esta modulacién. Asi mismo Suzukicol (2007) sostienen que B16F10 no es un
tumor con capacidad inmunogénica y que debido a eso la dosis Unica de GEM de 120
mg/kg que ellos emplearon, y que no alcanzaaucir necrosis o apoptosis del
tumor, no tuvo efecto en la eliminacion del mismo, a diferencia de otros tumores en
los que si se obtuvo éxito con la misma dosis, sugiriendo que el uso de
inmunoterapia contra B16F10 podria no tener buenos resultadof Roto, es
importante tener en consideracion que las respuestas obtenidas con cada tratamiento
casi siempre son especificas del tipo de tumor y podrian no ser de utilidad al emplear

eso0s tratamientos en otros modelos.
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CONCLUSIONES

No se detect&inergia con el tratamiento combinado de GEM y vacuna de

WT1 para la reduccién de tumores de B16F10 en ratones C57BL6

La GEM no modula positivamente la expresion de WT1 en células B16F10

vitro a ninguno de los tiempos y dosis empleados

La vacunaci@ con el plasmidd&(++) es capaz de producir una respuesta

humoral contra la proteina WT1 en ratones inmunizados.

Los ratones cuyo tratamiento incluia la dosis de GEM 120 mg/kg tuvieron un
indice tumoral menor que los ratones de los grupos restantes.esg® no se

correlacion6 con la supervivencia.

El tratamiento combinado con la vacuna y GEM 10 mg/kg auwment
significativamente la supervivencia de los ratomesque no fue efectivo para

reducir el tumar
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PERSPECTIVAS

Para complementar tasinvestigacion podrian realizarse ensayos en los que
se aplique Uunicamente el tratamiento con la dosis de GEM de 10 mg/kg y con ello
verificar si esta dosis por si sola da los mismos resultados de supervivencia que los
obtenidos en este estudio bajo sfjigema de combinacion con la vacuna de WT1.
Con esto se aclararia si realmente la vacuna es la que aporta a la supervivencia y

calidad de vida, o sdlo es el efecto de la menor toxicidad por la dosis baja.

Asimismo se podrian probar otros esquemas deaajiic de los tratamientos
con el objetivo de encontrar taejor combinacién de dosis e intervalos de tiempo
con los cuales se aprovechen al maximo las propiedades inmunomoduladoras y

citotoxicas de la vacuna de WT1 y GEM.

Los resultados obtenidos en est&bajo proporcionan bases pardiGa esta
combinacion de quimioterapia e inmunoterapia en otros modelos experimentales de

cancer.
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