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iv. RESUMEN

El cancer de mama es uno de los tipos de cancer mas frecuentes en México y a nivel
mundial. El subtipo molecular triple negativo es un tipo de cancer de mama
particularmente agresivo. Tratamientos con el potencial para modificar al microambiente
del tumor, solos o0 en combinacidon con quimioterapia, han surgido como una alternativa
prometedora para mejorar el prondstico de pacientes con cancer de mama triple negativo.
IMMUNEPOTENT CRP es un extracto dializable de leucocitos de bazo de bovino

con propiedades inmunomoduladoras. En base a dichas propiedades, planteamos la
hipotesis de que el IMMUNEPOTENT CRP puede modificar el microambiente tumoral
mejorando el efecto del tratamiento neoadyuvante basado en
doxorrubicina/ciclofosfamida en un modelo murino de cdncer de mama triple negativo.
En el presente estudio evaluamos la regresion tumoral, la sobrevivencia de ratones con
tumor, y marcadores de proliferacion y muerte, Ki67 y caspasa-3, respectivamente, para
determinar la actividad antitumoral. También se analizaron in situ los factores pro-
angiogénicos VEGF y a-Sma, la expresion de checkpoints CTLA-4, PD1 y PD-L1, el
inmunofenotipo de leucocitos y perfil de citocinas. A nivel sistémico se evaluaron el
inmunofenotipo de leucocitos y el perfil de citocinas y la biocompatibilidad de
tratamientos por medio de biometria hematica completa, perfil hepatico en quimica
sanguinea e histologia de los principales 6rganos (higado, corazén, bazo, rifiones, cerebro
y pulmones). Finalmente se determind el efecto citotdoxico ex vivo de esplenocitos de
ratones que recibieron la terapia sobre células 4T1 de cancer de mama.

Nuestros resultados indican que la terapia basada en doxorrubicina/ciclofosfamida +
IMMUNEPOTENT CRP induce regresion tumoral completa correlacionando con
infiltracion de linfocitos T citotdxicos y un incremento en los niveles de interferén-y y
TNF-a en el microambiente tumoral. Y que el IMMUNEPOTENT CRP restaura la
actividad citotoxica de esplenocitos de ratones que han recibido quimioterapia.

Nuestros resultados sugieren que el IMMUNEPOTENT CRP puede ser empleado como
terapia para remodelar el microambiente del tumor e inducir la respuesta inmune

antitumoral en el contexto del cancer de mama triple negativo.

VI



v. ABSTRACT

Breast cancer is one of the most frequent types of cancer in Mexico and worldwide. The
triple negative molecular subtype is a particularly aggressive type of breast cancer.
Treatments with the potential to modify the tumor microenvironment, alone or in
combination with chemotherapy, have emerged as a promising alternative to improve the
prognosis of patients with triple negative breast cancer.

IMMUNEPOTENT CRP is a dialyzable extract from bovine spleen leukocytes with
immunomodulatory properties. For more than ten years, our research group has studied
and reported the anti-tumor, antioxidant and anti-inflammatory properties of
IMMUNEPOTENT CRP.

Based on these properties, we hypothesized that IMMUNEPOTENT CRP can modify the
tumor microenvironment by enhancing the effect of neoadjuvant treatment based on
doxorubicin/cyclophosphamide in a murine model of triple negative breast cancer.

In the present study, we evaluated tumor regression, tumor-bearging mice survival, tumor
proliferation and death markers Ki67 and caspase-3, respectively, to determine antitumor
activity. The pro-angiogenic factors VEGF and a-Sma, the expression of CTLA-4, PDI
and PD-L1 checkpoints, the leukocyte immunophenotype and cytokine profile were also
analyzed in situ. At the systemic level, the immunophenotype of leukocytes and the
cytokine profile and the biocompatibility of treatments were evaluated by means of
complete blood count, liver profile in blood chemistry and histology of the main organs
(liver, heart, spleen, kidneys, brain and lungs). Finally, the ex vivo cytotoxic effect of
splenocytes from mice that received therapy on breast cancer 4T1 cells was determined.
Our results indicate that doxorubicin/cyclophosphamide + IMMUNEPOTENT CRP-
based therapy induces complete tumor regression, correlating with infiltration of cytotoxic
T lymphocytes and an increase in interferon-y and TNF-a levels in the tumor
microenvironment. And that IMMUNEPOTENT CRP restores the cytotoxic activity of
splenocytes from mice that have received chemotherapy.

Our results suggest that ICRP can be used as a therapy to remodel the tumor
microenvironment and to induce an antitumor immune response in the triple negative

breast cancer setting.

VI



1. INTRODUCCION

El cancer de mama es el tipo méds comun en mujeres tanto en México como a nivel mundial
(Gomez-Dantés et al. 2016). Anualmente se diagnostican mas de 1,000,000 de casos, y
mueren aproximadamente 410,000 personas por esta enfermedad (Shoaib y Ahmed 2016).
El cancer de mama triple negativo es un subtipo molecular particularmente agresivo
(Harbeck et al. 2019). Pacientes diagnosticados con el subtipo triple negativo en estado
avanzado tienen una expectativa de vida de 18 meses (Khosravi-Shahi, Cabezon-

Gutiérrez, y Aparicio Salcedo 2019).

El cancer de mama triple negativo carece de los receptores de estrogeno, progesterona y
factor de crecimiento epidermal, por ende, es resistente a la terapia hormonal y el
tratamiento sistémico de primera linea es la quimoterapia doxorrubicina/ciclofosfamida

(Harbeck et al. 2019) (MD Anderson Cancer Center 2019).

Se denomina microambiente del tumor (TME) al conjunto de componentes del tejido
tumoral (Choudhury etal. 2019). Estos componentes incluyen: células malignas,
leucocitos, adipocitos, células del estroma (tales como fibroblastos, pericitos y células
endoteliales), citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, proteinas de la matriz
extracelular, vasos sanguineos, vasos linfaticos, entre otros (Choudhury et al. 2019;
Osipov, Murphy, y Zheng 2019) La interaccion de las células tumorales con su
microambiente puede resultar en la eliminacion del tumor, la latencia de la enfermedad o

la progresion a metastasis (Anari, Ramamurthy, y Zibelman 2018).

El TME es un factor determinante en la respuesta y resistencia a diferentes tratamientos.
Por este motivo actualmente se investigan terapias que puedan remodelar al TME, es
decir, alterar su composicion o inhibir la funcion de alguno de sus componentes no
malignos (Hirata y Sahai 2017). También se estudia el efecto de modificadores del TME
con terapias convencionales, como por ejemplo quimioterapias de primera linea (Hirata y

Sahai 2017; J.-Y. Li et al. 2021).



El IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) es un extracto dializable de leucocitos de origen
bovino (Coronado-Cerda et al. 2016). Estudios previos han demostrado que el ICRP
disminuye el estrés oxidativo en macréfagos murinos por la via del NF-kB (Moisés A.
Franco-Molina et al. 2005), promueve la mielopoyesis en ratones tratados con el agente
quimioterapéutico 5 fluorouracilo (Coronado-Cerda etal. 2016), induce muerte
inmunogénica en un modelo de melanoma (Rodriguez-Salazar et al. 2017) y previene la

implantacion del tumor en un modelo de linfoma (Moises A. Franco-Molina et al. 2018).

El proposito de este estudio es determinar si el ICRP actua como un modificador del
microambiente del tumor, potenciando el efecto antitumoral de la quimioterapia de
primera linea doxorubicina/ciclofosfamida en un modelo murino de cancer de mama triple

negativo.



2. ANTECEDENTES

1.1 Cancer de mama

El lobulo o unidad ductal-lobular terminal (TDLU), es la estructura funcional de la
glandula mamaria. La glandula mamaria contiene entre 15 a 20 l6bulos. Uno de los
extremos de cada l6bulo se subdivide en alveolos (unidades productoras de leche), el
extremo opuesto conecta con un ducto, el cual converge con los demas ductos y son los

encargados de llevar la leche desde el 16bulo hasta el pezoén (Coleman y Tsongalis 2002).

El cancer de mama o carcinoma mamario se origina en las células epiteliales que recubren
los ductos (carcinoma ductal) o los 16bulos (carcinoma lobular) (Coleman y Tsongalis
2002). El prondstico de los pacientes con cancer de mama depende en gran medida de la
etapa de la enfermedad. Durante la etapa temprana, es decir, cuando el tumor se encuentra
confinado en la luz de los ductos o de los l6bulos glandulares, es curable en un 70-80%
de los casos. Sin embargo, en etapas avanzadas, cuando hay infiltracion del tumor hacia
otros tejidos, se estima una probabilidad de sobrevivencia del 15% (Flores-Luna et al.

2008).

1.1.1 Etiologia

El desarrollo durante la pubertad, el ciclo menstrual y el embarazo son procesos regulados
por la fluctuacion de los niveles de hormonas, principalmente estrogeno y progesterona
(Thiyagarajan, Basit, y Jeanmonod 2020). Estas hormonas estimulan la proliferacion
celular, incrementando el riesgo de errores en el proceso de reparacion del DNA, los

cuales inducen mutaciones (Kitagishi, Kobayashi, y Matsuda 2013).

Aunado a esto, el 10% de los casos de cancer se deben a predisposicion genética heredada.
Mutaciones en los genes BRCA1 (17q21) y BRCA2 (13q13) estan asociadas con un riesgo
del 72 y 69 %, respectivamente, para el desarrollo de cancer de mama. BRCA1 y BRCA2
son genes que codifican para proteinas involucradas en la reparacion de extremos

homologos del DNA; y mutaciones en estos genes son de caracter autosomico dominante.



También se han asociado sindromes, como el sindrome de Li Fraumeni y la ataxia

telangiectasia, a la predisposicion genética a cancer de mama (Harbeck et al. 2019).

Se estima que el 20% de casos de cancer de mama estan asociados a factores externos,
tales como el consumo de alcohol, la obesidad, el uso de anticonceptivos, la inactividad
fisica, tener el primer embarazo después de los 30 afos. Se considera que estos factores
incrementan el riesgo para el desarrollo de cadncer de mama, sin embargo, la causa
determinante en la mayoria de los casos se desconoce, y probablemente se deba a la suma

de factores tanto genéticos como ambientales (Harbeck et al. 2019).

Los principales genes mutados en pacientes con cancer de mama son: TP53 (41%),
PIK3CA (30%), MYC (20%), PTEN (16%), CCND1 (16%) ERBB2 (13%), FGFR1
(11%) y GATA3 (10%). Estos genes codifican proteinas que regulan el ciclo celular,
inducen proliferacion o inhiben apoptosis (Nik-Zainal et al. 2016). El mecanismo exacto
por el que se desarrolla cancer de mama se desconoce, sin embargo, existen dos teorias o
modelos. El modelo de la evolucion clonal sostiene que las células acumulan mutaciones
y cambios epigenéticos, y prolifera la clona mas apta. De acuerdo con el segundo modelo,
existen células precursoras, llamadas células madres de cancer, que inician y mantienen

la progresion tumoral (Harbeck et al. 2019).

En hombres el desarrollo de cancer de mama se asocial con mutaciones en el gen BRCA2
(presentado en el 4 al 14% de casos), sindrome de Klinefelter (5% de los casos),
desbalance en los niveles de estrégeno y progesterona, cirrosis hepatica, cancer de
prostata, edad avanzada (la mayoria de los casos se presentan después de los 60 afios),
obesidad y habito de fumar (Cardoso et al. 2018). También se encuentran en riesgo
pacientes con reasignacion de sexo de masculino a femenino, debido al tratamiento con

estrogenos (Stone, Hartley, y Temple-Oberle 2018).

1.1.2 Epidemiologia

La incidencia global del cancer de mama fue de 2.1 millones de casos y 626,679 de

defunciones en el afio 2018 (Bray etal. 2018). Norte América presenta la taza de



incidencia mas alta (92 casos por cada 100,000 habitantes). Sin embargo, paises de Africa
Subsahariana y Asia presentan una mayor tasa de defunciones. La proporcion de pacientes
jovenes (menores a 35 afios) varia entre el 10% (en paises desarrollados) hasta un 25%
(en paises en vias de desarrollo) (Torre et al. 2016; Ginsburg et al. 2017). Mujeres de
ascendencia africana, presentan una mayor tasa de cancer de mama triple negativo, en
comparacion con otras etnias (Kohler etal. 2015). La proporcion de pacientes
diagnosticadas en etapa de metastasis varia entre el 5 al 9% (Bray et al. 2018; DeSantis

etal. 2016; 2017)

En México el cancer de mama es la primera causa de muerte debida a neoplasias en
mujeres. Se reporta una incidencia de 27,283 casos y 6,884 muertes por aflo, equivalentes
a una incidencia del 24.2% y una mortalidad del 15% (Goémez-Dantés et al. 2016). La
prevalencia del subtipo triple negativo es del 23.1 % y la edad promedio de los pacientes
al momento del diagnoéstico es de 50 afios (Lara-Medina et al. 2011). No hay estudios que
reporten la incidencia y mortalidad de mujeres mexicanas con TNBC; sin embargo, si se

reporta un periodo de sobrevida promedio de 130 meses (Ignacio Tapia-Salas et al. 2016).

El cancer de mama en hombres corresponde a menos del 1% de todos los casos
diagnosticados y representa menos del 0.5% de las muertes por cancer de mama (Harbeck

etal. 2019).

1.1.3 Clasificacion

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea que se clasifica en base a diferentes

esquemas.

Histologia: esta definida por la Organizacion Mundial de la Salud y con base en esta
clasificacion los 3 tipos mas comunes de cancer de mamas son:

*Carcinoma de ningun tipo en especial (ductal invasivo) — 55% de los casos

*Carcinoma ductal in situ — 13% de los casos

eCarcinoma lobular invasivo — 5% de los casos



El resto de los tumores se clasifican en: carcinoma tubular, carcinoma invasivo cribiforme,
carcinoma medular, carcinoma mucino y otros tumores abundantes en mucina, tumores
neuroendocrinos, carcinoma papilar invasivo, carcinoma invasivo micropapilar,
carcinoma apocrino, carcinoma metaplasico y carcinoma metaplasico mixto epitelial y

mesenquimal (Bocker 2002; Eheman et al. 2009).

Grado: compara entre la apariencia de las células cancerigenas y la apariencia del tejido
normal. Las células se describen como bien diferenciadas (grado bajo), moderadamente
diferenciadas (grado intermedio) y pobremente diferenciadas (grado alto). Las células

pobremente diferenciadas son las de peor pronostico (Alfonse, Aref, y Salem 2014).

Estadio: se basa en el tamafio del tumor, diseminacién y metastasis.

*Estadio 0: es una enfermedad premaligna o con marcadores positivos (a veces llamada
CDIS: carcinoma ductal “in situ’). La célula se ha transformado recientemente en
cancerigena, pero la membrana basal alin permanece intacta.

Estadio 1: el tumor no supera los 2 cm de tamafio, pero hay compromiso de la membrana
basal.

*Estadio 2: el tumor es mayor de 2 cm, pero no mas de 5 cm. No hay diseminacién a
ganglios linfaticos todavia.

*Estadio 3: este estadio se subclasifica en funcion del volumen de la masa tumoral y
afectacion de nodulos linfaticos.

*El estadio 4: el tumor presenta metastasis. El tumor secundario con frecuencia se forma

en los huesos, los pulmones, el higado o el cerebro (Alfonse, Aref, y Salem 2014).

Subtipos moleculares: se basa en la expresion histologica de el receptor de estrogenos
(ER), el receptor de progesterona (PR), el receptor 2 del factor de crecimiento epidermal
humano (HER2) y el marcador de proliferacion Ki67. Las células que tengan alterada la
expresion de alguno de estos receptores se les coloca un signo positivo y un signo negativo
si no se produce. Aquellos tumores que no expresan ninguno de estos receptores se les

denomina basal o triple negativo (Fragomeni, Sciallis, y Jeruss 2018; Harbeck et al. 2019).



Luminal A: se caracteriza por la expresion elevada de ER", PR* y HER2", usualmente
presenta bajo indice de Ki67 y bajas tasas de proliferacion, de histologia cribiforme

tubular o tubular clasica, tiene buen pronoéstico (Harbeck et al. 2019).

Luminal B tipo HER2-: es ER+ pero presenta baja expresion de ER+ y PR+ en
comparacion con el luminal A; HER2-, alto grado, alto indice de Ki67; histologia

micropapilar o lobular pelomorfica; es de prondstico intermedio (Harbeck et al. 2019).

Luminal B tipo HER2": ER", pero presenta baja expresion de ER” y PR™ en comparacion
con el luminal A; HER2", alto grado, indice alto de Ki67, de histologia de tipo no especial
(NST) y pleomorfica; responde a terapias dirigidas; es de prondstico intermedio (Harbeck

etal. 2019).

HER2-enriquecido (no luminal): ER", PR-, HER2"; es de alto grado; indice alto de Ki67;
es agresivo, pero responde bien a terapias dirigidas; es de pronostico intermedio (Harbeck

etal. 2019).

Triple-negativo: ER", PR, HER2"; es de alto grado, alto indice de Ki67; histologia NST o
especial (metaplasica, adenoide cistico, tipo medular y secretorio; generalmente es de

pobre prondstico (Harbeck et al. 2019).

El estado de receptor ha convertido en una evaluacion critica de todos los canceres de
mama, ya que determina la idoneidad del uso de tratamientos especificos, por ejemplo,
tamoxifeno y trastuzumab. Estos tratamientos son algunos de los tratamientos adyuvantes

mas eficaces del cancer de mama (Vega et al. 2014).

1.1.4 Tratamiento

El esquema de tratamiento de pacientes con cancer de mama depende de la carga tumoral
(Hasan, Biiyiiktahtakin, y Elamin 2019) y el subtipo molecular (Allison et al. 2020; List,
Alcaraz, y Batra 2020).



La cirugia es el tratamiento primario para el tratamiento (no paliativo) del cancer de mama.
En medida de lo posible, se realiza la cirugia con conservacion de seno, no la mastectomia
completa. Dependiendo del estado clinico del paciente (tamafio del tumor, factores de
riesgo, comorbilidad, etcétera), la cirugia es la primera o segunda etapa del tratamiento.
Puede ser precedida o seguida por tratamiento sistémico. En el caso de pacientes con
metastasis, la cirugia puede ser una opcion, sin embargo, no hay un consenso sobre los

beneficios (List, Alcaraz, y Batra 2020).

La radioterapia y las terapias sistémicas (quimioterapia, tratamiento hormonal, terapias
dirigidas, o agentes que modifican la densidad 6sea), complementan al tratamiento

quirargico (Harbeck et al. 2019).

La radioterapia en combinacion con quimioterapia disminuye el riesgo de recurrencia
tumoral. En el IV estadio, se administra la radiacion para aliviar los sintomas de metéstasis
en hueso, cerebro y tejidos blandos, entre otros, debido a que reduce el volumen de tumor,
rescatando tejidos adyacentes comprometidos. Una tnica dosis de 8 Gy es suficiente en
la mayoria de los pacientes con metastasis 0sea. La radioterapia también tiene el potencial

de inducir una respuesta inmune sistémica (Harbeck et al. 2019).

La quimioterapia se recomienda para pacientes con alto riesgo de recurrencia, por
ejemplo, aquellos que presentan mutaciones de alto riesgo o mas de 4 ndéduos linfaticos
afectados. En el caso de pacientes diagnosticados con los subtipos triple-negativo o Her2
sobreexpresado, la quimioterapia neoadyuvante es el tratamiento estandar, seguida por
cirugia. Si no se logra la reduccion tumoral esperada, se modifica o intensifica la
quimioterapia (MD Anderson Cancer Center 2019). Los principales regimenes de

quimioterapia son:

. AC-T: doxorrubicina y ciclofosfamida, seguidas por paclitaxel.

. AC-TH: doxorrubicina y ciclofosfamida, seguidas por paclitaxel y trastuzumab.

. AC-THP: doxorrubicina y ciclofosfamida, seguidas por paclitaxel, trastuzumab y
pertuzumab.



. CMF: ciclofosfamida, metotrexato y 5-fluorouracilo.

. TC: docetaxel y ciclofosfamida.

. TCH: docetaxel, carboplatino y trastuzumab.

. TCHP: docetaxel, carboplatino, trastuzumab y pertuzumab.

. TH: paclitaxel y trastuzumab. (MD Anderson Cancer Center 2019)

Los pacientes que presentan receptor de estrégeno positivo reciben terapia endocrina
adyuvante. El cancer de mama ER" o PR' es dependiente de estrogenos para su
crecimiento. Farmacos como el tamoxifen bloquean a estos receptores, y los inhibidores
de aromatasa, como el anastrozol, inhiben la produccion de estrogenos (Burstein et al.

2014; Ting Bao y Michelle A Rudek 2011).

Anticuerpos monoclonales como Trastozumab, antagonista especifico de HER2, han
mejorado el periodo de vida sin recaidas en pacientes con HER2 sobreexpresado, sin

embargo, puede ocasionar graves efectos secundarios (Jahanzeb 2008).

Los biofosfonatos (etidronato, alendronato, risedronato) son farmacos que conservan la
densidad osea (Yang y Yu 2020). Estos se administran como terapia adyuvante a mujeres
postmenopausicas o premenopausicas con terapia de supresion de ovarios (Harbeck et al.

2019).

Existen 4 terapias dirigidas aprobadas por FDA para el tratamiento del TNBC metastésico:
los inhibidores de PARP olaparib y talazoparib, para TNBC avanzado con mutacion
germinal del gen BRCA (Caulfield, Davis, y Byers 2019; Exman, Barroso-Sousa, y
Tolaney 2019); el inhibidor de puntos de control del sistema inmune PD-L1, atezolizumab
en combinacion con nab-paclitaxel (Kang y Syed 2020); el conjugado farmaco-anticuerpo
Sacituzumab govitecan-hziy, el anticuerpo Sacituzumab va dirigido contra el receptor 2
del antigeno de superficie de la célula trofoblasto (Trop2) y givotecan es un inhibidor de
topoisomerasa (Voelker 2020). Al momento de la escritura de este documento no se han

aprobado terapias dirigidas para el tratamiento de primera linea del TNBC.
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Algoritmo para el tratamiento del cancer de mama de acuerdo con las guias del centro del

cancer MD Anderson (actualizado en diciembre del afio 2019).

1.2 Microambiente del tumor

El concepto del microambiente del tumor surge con los estudios realizados por Stephen
Paget en 1889. Paget observo que la distribucion de tumores secundarios en pacientes con
cancer de mama no es aleatoria, sino que existe una predileccion por ciertos 6rganos, como
el higado y los huesos, por ejemplo. Paget propone entonces su hipotesis de “la semilla y
la tierra”, esta hipotesis establece que las células de cancer (la semilla) requieren del
microambiente permisivo del 6rgano diana (tierra fértil) para formar un tumor secundario

(Paget 1889).

Posteriormente al estudio de Paget, los trabajos de Folkman y colaboradores sobre
angiogénesis (Folkman 1974; 1972; Sherwood, Parris, y Folkman 1971) y las conferencias
publicadas del congreso en Tel Aviv enfocadas en la caracterizacion en los componentes
del sistema inmune asociados a tumor y su funcionalidad (Hellstrom y Hellstrom 1981),
fueron algunos de los primeros estudios enfocados en las propiedades del microambiente

del tumor (Witz 2009).
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El microambiente del tumor (TME) estd compuesto por una poblacién heterogénea de
células cancerosas, células del sistema inmune infiltrantes y células del estroma (por
ejemplo, fibroblastos) (Lei et al. 2020). Las células del sistema inmune asociadas a tumor
se clasifican en base a sus propiedades antitumorales o pro-tumorales, como

inmunoefectoras o inmunosupresoras, respectivamente (Lei et al. 2020).

1.2.1 Células inmunoefectoras

Los linfocitos T citotoxicos (LT CDS8) son considerados una de las principales
subpoblaciones de la respuesta inmune antitumoral (Farhood, Najafi, y Mortezaee 2019).
Los LT CD8 activados detectan células tumorales por medio de la interaccion con
péptidos asociados a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo I (MHC-
I). La interacciéon entre los LT CDS8 con células presentadoras de antigenos,
principalmente células dendriticas, induce dicho estado de activacion (Gajewski,

Schreiber, y Fu 2013).

Los linfocitos T cooperadores (LT CD4) también contribuyen con la activacion del LT
CDS. Los LT CD4 producen IL-2, estimulando la proliferacion de LT CD8; inducen la
presentacion cruzada de antigenos por parte de células dendriticas, promueven la
produccion de citocinas proinflamatorias y moléculas coestimuladoras; e inducen la

generacion de LT CD8 de memoria (Bennett et al. 1997).

Los LT CDS8 en su estado activo eliminan células de cancer por medio de la liberacion de
perforinas y granzimas, apoptosis inducida por el ligando Fas, y la produccion de
interferon gamma (INF-y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Farhood, Najafi, y
Mortezaee 2019). La actividad de los LT CDS8 es regulada por checkpoints o puntos de
control del sistema inmune. Puntos de control del sistema inmune como el antigeno 4 del
linfocito T citotoxico (CTLA-4) y el receptor de muerte programada 1 (PD1) son
expresados por los LT CD8 activos. Al entrar en contacto con sus ligandos, CD80 o CD86
y el ligando del receptor de muerte celular programada 1 (PDL-1), el LT CDS8 pasa a un
estado inactivo (Farhood, Najafi, y Mortezaee 2019).
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Las natural killers (NK) comprenden otra subpoblacion de células inmunoefectoras.
Comparten algunos mecanismos de accién con los LT CDS8. Por ejemplo, secretan
perforinas y granzimas, inducen apoptosis de células blanco y producen citocinas
proinflamatorias (INF-y, TNF-a, IL-6, GM-CSF, entre otras). Las células NK también
promueven la presentacion cruzada y forman parte del sistema de inmunovigilancia
(Nouroz et al. 2016). Sin embargo, se estima que las células NK asociadas a tumor no son

funcionales (Zhang et al. 2018).

Entre las células del sistema inmune innato infiltrantes del tumor destacan las células
dendriticas, los macréfagos y los neutrofilos. Las células dendriticas presentan antigenos
y sefiales de co-estimulacion al LT CDS8 (Gajewski, Schreiber, y Fu 2013). Los
macrofagos también son células presentadoras de antigenos, sin embargo, su funcion
principal es probablemente la produccion citocinas proinflamatorias y especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno para la eliminacion de células de cancer (Biswas y Mantovani
2010). Los neutrofilos fagocitan y secretan compuestos citotoxicos (acido hipocloroso,
por ejemplo) y quimiocinas (Y. Li etal. 2019). Cabe mencionar, que las células del
sistema inmune innato asociadas a tumor usualmente presentan un fenotipo inmaduro o

inmunosupresor (Balkwill, Capasso, y Hagemann 2012; Hotblack et al. 2018).

1.2.2 Células inmunosupresoras

Las células del sistema inmune que promueven el crecimiento tumoral son linfocitos T
reguladores (LT reg) y células supresoras derivadas de linaje mieloide (MDSC) (Lindau
et al. 2013).

Los T reg se caracterizan por presentar CD4 y expresar el factor de transcripcion Foxp3.
Bajo condiciones fisiologicas, los LT reg inducen tolerancia inmunologica en células auto-
reactivas para mantener la homeostasis (Paluskievicz et al. 2019). Sin embargo, los LT
reg asociados a tumor bloquean la activaciéon de LT CD8 y de células NK por medio de:
inhibicion de la expresion de CD80 y CD86 en células presentadoras de antigenos,

expresion del receptor de alta afinidad de IL-2 (CD25) que secuestra IL-2, secrecion de
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citocinas de supresion y eliminacion directa de LT CD8. La expansion clonal de LT reg

en tumores solidos, y su presencia correlaciona con un mal prondstico en pacientes con

cancer (Ohue y Nishikawa 2019).

Las MDSC derivan de linaje granulocitico (polimorfonuclear) o monocitoide. Las MDSC
de linaje granulocitico son morfologicamente similares a neutréfilos del fenotipo
inmunosupresor (N2), y las MDSC de origen monocitoide son morfoldégicamente
similares a macrofagos del fenotipo inmunosupresor (M2) (Lei et al. 2020). El TME se
caracteriza por un proceso de inflamacion cronica, la cual induce la presencia y
proliferacion de MDSC. A su vez, las MDSC promueven angiogénesis y metastasis (por
medio de la produccion de VEGF) y la inactivacion de LT CDS, por medio de la deplecion
de triptéfano y la produccion de indolamina-2,3 dioxigenasa (IDO) y citocinas

inmunosupresoras (TGF-B e IL-10, por ejemplo) (Kumar et al. 2016).

1.2.3 Células del estroma

El estroma es la estructura que brinda soporte a los componentes celulares y a la
vasculatura (Valkenburg, de Groot, y Pienta 2018). Los fibroblastos asociados a tumor
son uno de los principales componentes celulares del estroma (Plava et al. 2019). Algunos
autores incluyen también a las células endoteliales y a los pericitos como parte del estroma

(Valkenburg, de Groot, y Pienta 2018).

Normalmente, los fibroblastos se diferencian a miofibroblastos en respuesta a sefales
paracrinas de dafio a tejidos. Los miofibroblastos o fibroblastos asociados a tumor (CAF)
pueden derivar de células endoteliales (de musculo liso y mioepiteliales) y de células
madre mesenquimales. Los CAF secretan factores de crecimiento, los cuales actiian como
factores mitdgenos sobre células neoplasicas, e inducen transicion epitelio-mesenquimal,
angiogénesis e inmunosupresion. Se ha reportado que estos efectos son dependientes de
la activacion del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) (Balkwill, Capasso, y

Hagemann 2012).
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Las células endoteliales asociadas a tumor promueven angiogénesis por medio de la
produccion de factores de crecimiento, de los cudles el factor de crecimiento vascular-
endotelial (VEGF) es el predominante (Balkwill, Capasso, y Hagemann 2012). La
vasculatura del tumor es pobre en estructura y funcion: se caracteriza por vasos
permeables, irregulares, zonas del tejido con poca distribucidon de oxigeno, nutrientes y

farmacos (Niederhuber 2019).

Los pericitos son un componente integral de la vasculatura. La vasculatura del tumor se
caracteriza por poseer una baja cantidad de pericitos. Los CAF y pericitos derivados de
células mesenquimales y endoteliales se caracterizan por una elevada expresion de la

actina de musculo liso alfa (a-SMA) (Mao et al. 2013).

1.2.4 Modelos para el estudio del TME

Los tumores son estructuras tridimensionales complejas que interactan con los tejidos
circundantes de forma fisica y tejidos distantes a través de una compleja red de senales
quimicas. Los cultivos celulares no se asemejan en estructura ni fisiologia al
microambiente del tumor y por lo tanto no son adecuados para su estudio (Trujillo-de

Santiago et al. 2019).

El tumor en un chip es un dispositivo que simula las condiciones del microambiente del
tumor. A escala micrométrica contiene: células tumorales, del estroma y leucocitos,
fluidos, canales para que estos circulen simulando asi al torrente sanguineo, una matriz
bio-compatible y pardmetros de temperatura y presion ajustables. Este dispositivo es
personalizable porque puede contener células y fluidos de la biopsia de un paciente

(Trujillo-de Santiago et al. 2019).

La meta del tumor en un chip es crear un modelo artificial del TME que refleje las
caracteristicas reales del tumor, para sustituir o minimizar las pruebas en animales y seres
humanos (Wan, Neumann, y LeDuc 2020). Sin embargo, esta tecnologia todavia se
encuentra en etapa de desarrollo: su fabricacion es compleja, hay ambigliedad en los

pardmetros fisiologicos, no se ha demostrado la relevancia in vivo de los resultados
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obtenidos con este dispositivo y los resultados de chips que contienen muestras de

pacientes son poco reproducibles (Ahn et al. 2017).

Los modelos en animales son necesarios para estudiar el tumor. Todos los modelos
animales presentan ventajas y desventajas, y ninguno se considera un modelo ideal.
Generalmente, el estandar de oro es el estudio con células tumorales humanas inoculadas
en ratones desnudos. Este modelo, sin embargo, no es una opcion para estudiar al TME o
inmunoterapias puesto que los ratones desnudos carecen de linfocitos funcionales (Guerin

et al. 2020).

De los modelos murinos, el tumor espontaneo es el que mas se asemeja al desarrollo
tumoral humano. Los tumores espontdneos provienen de ratones genéticamente
modificados, por ejemplo, ratones transgénicos con el oncogén PyMT o neu unido al
promotor del virus mamario murino (MMTYV) desarrollan carcinoma mamario. Estos
tumores presentan elementos del TME clinicamente relevantes. La desventaja de estos
tumores es que demoran mucho tiempo en desarrollarse y existe elevada variacion en el
volumen tumoral entre individuos, por lo que no son practicos para llevar a cabo estudios

sistematicos (Guerin et al. 2020).

El estudio del tumor en ratones singénicos trasplantados con lineas celulares, células de
un tumor disgregado, o fragmentos de un tumor es el modelo mas comun. La principal
desventaja de este modelo es que la transicion a estudios de fase clinica es dificil (Guerin
et al. 2020). El modelo singénico puede ser ortotopico o no-ortotépico. En el modelo
ortotdpico, las células tumorales son inoculadas en el sitio anatdmico del tumor original.
La implantacion ortotdpica es dificil técnicamente, por ejemplo, en cancer de mama
murino, es necesario implantar un numero de células similar al del propio tejido

(aproximadamente 5x106 células) en un area muy pequena (Zarrouki et al. 2010).
En el modelo no ortotdpico el tumor se implanta por lo general en tejido subcutaneo. La

implantacion del tumor es fécil, reproducible y el volumen tumoral entre individuos es

homogéneo. Numerosos autores reportan que el sitio de implantacion afecta el crecimiento
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del tumor, la vascularizacion y la resistencia a tratamientos y por ende este modelo tiene

poca relevancia clinica (Guerin et al. 2020).

Sin embargo, en el ambito clinico el tumor no se encuentra restringido en el 6érgano de
origen. Por el contrario, ocurre una reprogramacion y alteracion del fenotipo para que el
tumor pueda hacer metéstasis, una de las caracteristicas distintivas de las células de
cancer. Es decir, que los tumores pueden adaptarse para crecer de forma 6ptima en tejidos

no-ortotopicos (Borgstrom et al. 2013).

En el ambito preclinico, un estudio se llevd a cabo para determinar la capacidad de
adaptacion de células tumorales en el microambiente de diferentes tejidos. En dicho
estudio, células N202 de tumor mamario se inocularon en un modelo de camara dorsal
con tejido pulmonar. En el primer pase el crecimiento tumoral fue pobre y la
vascularizacion lenta. Para realizar el segundo pase, se aislaron las células tumorales de
crecimiento en tejido pulmonar, y se re-implataron en el mismo modelo. En el tercer pase
consecutivo el crecimiento tumoral fue robusto y la revascularizacion rapida (Borgstrom

etal. 2013).

El modelo de bolsa de aire es una modificacién del modelo descrito por Selye en 1953
(Selye 1953). Consiste en inocular aire en el espacio subcutdneo en la region dorsal
posterior del roedor. Es un modelo no ortotopico subcutdneo. Ha sido ampliamente
empleado en el estudio del microambiente del tumor, especificamente el efecto de
inflamacion, el rol del factor de crecimiento vascular-endotelial, entre otros (Appleton
etal. 1996). En estudios recientes se empled este modelo para evaluar el efecto
antitumoral del ICRP sobre linfoma (Moises A. Franco-Molina etal. 2018). En
experimentos preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio, observamos que las
células 4T1 se implantan con facilidad en este modelo; el tiempo de implantacion y
volumen tumoral concuerdan con los reportados en la literatura para tumor de células 4T1

implantado en mama.
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1.3 Inmunoterapia

En el afio 2000, Douglas Douglas Hanahan y Robert Weinberg enunciaron 6
caracteristicas distintivas del cancer: mantenimiento de senales de proliferacion, evasion
de los supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular, replicacion ilimitada,
induccion de angiogénesis, capacidad de invasion y metastasis (Hanahan y Weinberg
2000). Con el paso del tiempo, se reconocid la importancia de la interaccion entre las
células cancerosas y las células del sistema inmune en la progresion tumoral, y la evasion
de la respuesta inmune fue incluida como una de las caracteristicas distintivas del cancer

(Hanahan y Weinberg 2011).

1. Lainmunoterapia ha emergido como un importante elemento en el tratamiento
del cancer de mama. Incluye atezolizumab y pembrolizumab, los cuales
bloguean al receptor de muerte programada (PD1) y a su ligando; bevacizumab,
un inhibidor de angiogénisis; lapatinib, neratinib o turcatinib, agentes que
interfieren con las vias de sefializacidén RAS-RAF, proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAPK) blanco mecanistico de rapamicina (mTOR); y finalmente,

inhibidores de la polimerasa poli(ADP-ribosa) (PARP) (Harbeck et al. 2019).

1.3.1 Extracto dializable de leucocitos

El extracto dializable de leucocitos (EDL) es una fraccion de bajo peso molecular (>15
KDa) de origen humano o animal (Castrejon Vazquez et al. 2019). El EDL se prepara con
células de donadores sanos y la fraccion que se obtiene es inespecifica de antigeno y de
especie. Por el contrario, la fraccion que se obtiene de individuos inmunizados
(previamente sensibilizados), induce inmunidad especifica mediada por células
(Arnaudov y Kostova 2015). Por este motivo, también se le ha llamado factor de
transferencia al EDL especifico de antigeno, concretamente a la fraccion de 3.5 a 6 KDa

(Castrejon Vazquez et al. 2019).
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El ascorbato, prostaglandinas, histamina, serotonina, bradiquinina, timosina,
nicotinamida, nucleotidos ciclicos, aminoacidos, bases purinicas y factores CySF-L1 y
Cys-FL2, son algunos de los componentes activos del EDL. También se han secuenciado
péptidos con peso molecular >10KDa (Arnaudov y Kostova 2015). Especificamente la
secuencia de aminoacidos LLYAQDL/VEDN, la cual es considerada como el fragmento

del factor de transferencia que tiene afinidad por las células blanco (Kirkpatrick 2000).

Se desconoce su mecanismo de accion, sin embargo, las propiedades bioldgicas del EDL
han sido ampliamente reportadas y destacan sus propiedades de restablecimiento y
potenciacion de la respuesta inmune mediada por células a nivel celular y molecular. En
ensayos clinicos, el EDL de origen humano y animal se ha empleado exitosamente para
el manejo de enfermedades infecciosas y no infecciosas, incluyendo virus del herpes,

tuberculosis y cancer (Castrejon Vazquez et al. 2019; Arnaudov y Kostova 2015).

1.3.2 Extracto dializable de leucocitos bovino (IMMUNEPOTENT
CRP)

EI IMMUNEPOTENT CRP es un EDL de origen bovino, especificamente, del bazo (M.A.
Franco-Molina et al. 2006). El bazo un érgano linfoide secundario que corresponde al
0.2% del peso corporal, es un 6rgano encapsulado, que contiene aproximadamente un
cuarto de los linfocitos totales, ademas de macrdéfagos, células dendriticas, células

plasmaticas y es el sito de almacenamiento del hierro (Cesta 2006).

El IMMUNEPOTENT CRP se obtiene sometiendo al bazo bovino a un proceso de
homogenizacidon (mecénica), didlisis (< 12 KDa) y finalmente liofilizacion. Una unidad
de IMMUNEPOTENT CRP ha sido definida como el producto final (liofilizado) obtenido
a partir 1 x 10® células de bazo (Coronado-Cerda et al. 2016).

El ICRP tiene propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y antitumorales. Como

antioxidante, el ICRP reduce sales de tetrazolio (MTT) in vitro (Moises A. Franco-Molina

et al. 2018), ademas en modelos in vivo incrementa la actividad del factor de transcripcion
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Nrf2 en células de médula 6sea de raton (Coronado-Cerda etal. 2016) e inhibe la
fosforilacion de las fracciones p50 y p60 del Nf-kB en macrofagos humanos (Moisés A.

Franco-Molina 2011) y murinos estimulados con LPS (Moisés A. Franco-Molina et al.

2005).

En el ambito clinico, el ICRP reduce la inflamacién en pacientes quirtrgicos (extraccion
del tercer molar) (Moises A. Franco-Molina et al. 2017), e incrementa los porcentajes de
células CD8", CD4" y células NK en pacientes con cancer de mama (Lara et al. 2010) y

de pulmon que reciben quimioterapia (M.A. Franco-Molina et al. 2008).

Finalmente, entre sus propiedades antitumorales, el ICRP induce la diferenciacion de
blastos en la linea celular K562 hacia un fenotipo de monocitos y macréfagos M2 (Sierra-
Rivera et al. 2016), induce muerte inmunogénica en el modelo de melanoma murino
B16f10 (Rodriguez-Salazar et al. 2017), y reduce el volumen tumoral en modelos de
linfoma (Moises A. Franco-Molina et al. 2018) y melanoma (Moisés A. Franco-Molina

et al. 2010).

Debido a la heterogeneidad del tumor, los compuestos que afecten multiples mecanismos
simultdneamente tienen mayor probabilidad de tener relevancia clinica (Casey et al.
2015). EI ICRP es un extracto con un amplio espectro de actividad y baja toxicidad,
sugiriendo que puede ser utilizado en combinacion con otras terapias, y potencialmente

actuar como modulador del microambiente del tumor para reactivar la respuesta inmune.
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3. JUSTIFICACION

El cancer de mama triple negativo constituye un problema de salud publica para el cual
no se cuenta con terapias especificas como tratamiento de primera linea. Particularmente
en la poblacion de mexicana, la prevalencia del TNBC es mayor que el promedio mundial

(23% en comparacion con el 15%, respectivamente).

Tratamientos con el potencial para modificar al microambiente del tumor han surgido
como una alternativa prometedora para mejorar el pronostico de pacientes con este tipo

de cancer.
El presente estudio se justifica porque si el ICRP modifica al TME en un modelo

preclinico, se daria la pauta para estudiar su uso como un modificador del TME para

incrementar la efectividad de quimioterapias en pacientes.
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4. HIPOTESIS

La terapia basada en Doxorrubicina/Ciclofosfamida mads IMMUNEPOTENT CRP
remodela al microambiente tumoral inhibiendo el crecimiento tumoral y mejorando
pardmetros de la respuesta inmune in situ y periférica en un modelo murino de cancer de

mama triple negativo.
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S. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar si la terapia basada en Doxorrubicina/Ciclofosfamida  mas
IMMUNEPOTENT CRP remodela al microambiente tumoral inhibiendo el crecimiento
tumoral y mejorando parametros de la respuesta inmune in sifu y periférica en un modelo

murino de cancer de mama triple negativo.

5.2 Objetivos especificos

1) Determinar el efecto de la terapia combinada sobre el volumen y peso tumorales y la
sobrevivencia en un modelo murino de cancer de mama triple negativo.

2) Evaluar marcadores de fibroblastos asociados a cancer (a-SMA) y factores de
angiogénesis (VEGF) en tejido tumoral de ratones previamente tratados.

3) Evaluar las poblaciones de leucocitos infiltrantes (CD8", CD4", LT de memoria,
efectoras innatas, MDSC y Treg), niveles de citocinas (TNF-a, INF-y, IL-12, IL-6, IL-10
y MCP-1) y moléculas de supresion (IDO y galectina 3) en tejido tumoral de ratones
previamente tratados con la terapia combinada.

4) Analizar las poblaciones de leucocitos (CD8*, CD4", LT de memoria, efectoras innatas,
MDSC y Treg) y los niveles de citocinas (TNF-a, INF-y, IL-12, IL-6, IL-10 y MCP-1) en
sangre periférica de ratones con tumor previamente tratados.

5) Determinar el efecto citotéxico de esplenocitos de ratones con tumor previamente
tratados.

6) Evaluar parametros hematologicos (biometria hematica completa y perfil hepatico) e

histopatologicos de ratones con tumor previamente tratados.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Linea celular

La linea celular 4T1 de cancer de mama murino proviene de la American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, Virginia, EE. UU.). Las células fueron cultivadas en
medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino

(10% v/ v) en una atmésfera de 37°C y 5% de CO».

6.2 Animales

Los ratones BALB/c hembras de 6 a 8 semanas de edad fueron proporcionados por el
bioterio de la Facultad de Ciencias Biologicas, UANL. Los ratones vivieron bajo
condiciones controladas (ciclos de luz / oscuridad de 12 h con agua y comida ad libitum).
Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con la norma oficial
mexicana de Bienestar Animal NOM-033-SAG / ZO0O-2014 y bajo la aprobacion del
Comité interno de Investigacion y Etica de Bienestar Animal (CEIBA) de la Facultad de
Ciencias Biologicas, UANL.

6.3 Reactivos

El IMMUNEPOTENT CRP es un extracto de leucocitos bovino dializado (> 12 KDa)
libre de endotoxinas. Una unidad de ICRP se ha definido como el producto derivado de 1
x 10% células de bazo bovino. La doxorrubicina (Doxolem®) se adquirid de Teva
Pharmaceuticals (México). La ciclofosfamida (Hidrofosmin®) se adquirié de Sanfer

Laboratories (México).

6.4 Induccion de la bolsa de aire, inoculacion de células 4T1 y tratamientos con

animales.

La técnica de bolsa de aire permite una evaluacién mas precisa al crear un entorno

confinado / definido en el que el farmaco candidato est4 en contacto directo con el tumor.
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Se rasur6 la espalda de los ratones y se inyectaron 5 ml de aire estéril por via subcutanea.

Tres dias después, se inyectaron 3 ml adicionales de aire estéril para evitar la desinflacion.

Posteriormente, se inocularon células 4T1 viables (0.5 x 10°) dentro de la bolsa de aire.
Una vez que los tumores alcanzaron un volumen aproximado de 100 mm?, los ratones
fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos experimentales (n = 5): 1) grupo control:
sin tratamiento, 2) grupo Dox/Ciclo (doxorrubicina / ciclofosfamida): una dosis tinica de
Dox (10 mg / kg, via peritumoral) y Ciclo (100 mg / kg, via ip), 3) grupo ICRP: 5 unidades
de IMMUNEPOTENT CRP diariamente durante 9 dias, y 3 administraciones mas cada
tercer dia, por via s.c peritumoral y 4) Dox/Ciclo + ICRP: los ratones recibiran ambos
tratamientos (Dox/Ciclo + ICRP) como se describi6 anteriormente. El sacrificio se realizd

30 dias después de la inoculacion de células 4T1 (Figura 1).

Induccién de

tumor Evaluacion

4T1 (0.5 x 106

ESFIIIIIIF )

Dia-10 / Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 / Dial2 Dial5 Dial8 Dia21

Doxorrubicina (10mg/Kg)
} + ciclofosfamida
(100mg/Kg)

i I . s s I S
IMMUNEPOTENT
CRP (5 unidades) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Sin tratamiento Doxo/ciclo ICRP Doxo/ciclo +
ICRP

Figura 1. Grupos experimentales y esquema de administracion de la terapia.

El ancho y la longitud del tumor se midieron cada tercer dia y el volumen del tumor fue
calculado con la formula: (ancho? x largo) /2. Para la determinacion del peso, se extrajeron
los tumores post mortem y se pesaron utilizando una balanza analitica de laboratorio
TE241S (Sartorius, Goettingen, Alemania). Los datos se presentan como la media +

desviacion estandar de cinco animales por grupo.

Para el experimento de sobrevivencia, cinco ratones adicionales por grupo experimental

permanecieron bajo observacion durante 60 dias después de la inoculacion de células 4T1.
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Los ratones eran sacrificados si el volumen del tumor alcanzaba los 2000 mm?3. La

sobrevivencia se graficd en una curva de Kaplan-Meier.

6.5 Inmunohistoquimica

Los tumores fueron fijados con formalina (10% en PBS, pH 7.2) durante 24 h, y

seguidamente incluidos en parafina.

Se realizaron cortes para obtener secciones de tumor de 3 a 5 pm de grosor sobre un
portaobjetos xilanizado, los cuales fueron expuestas a un proceso de desparafinado con

calor e hidratacion en un gradiente de xilol-alcohol.

Los portaobjetos con cortes de tumor fueron incubados con H20: al 0.3% en solucion
salina tamponada con Tris (TBS) durante 5 min y TBS mas Triton X-100 al 0.025% por
5 minutos.

Para la recuperacion del antigeno, las muestras fueron incubadas con una solucion tampon
de citrato de sodio (citrato de sodio 10 mM, Tween 20 al 0.05%, pH 6.0) por 30 minutos
a 60 °C. Seguido por un proceso de bloqueo con suero normal de caballo Vector
Laboratories, California, Estados Unidos. Las muestras fueron incubadas con el
anticuerpo primario respectivo, a 4 © C durante 24 h. Los anticuerpos utilizados se

describen en la tabla 1. Todos los anticuerpos fueron empleados a la dilucion 1: 1000.

Tabla 1 Anticuerpos utilizados para inmunohistoquimica.

Anticuerpo Isotipo Clona Especificidad Fuente Catalogo
CTLA-4 IgGi« F-8 m, 1, h SCZ sc-376016
PDI IgGi« 2B2Dl1 m, 1, h BD Pharmigen™  sc-53955
PD-L1 IgG/Policlonal - m, h, mo USBiological 364568
IDO IgGl k H-11 m,r, h SCz sc-137012
Galectina-3 IgG1 K B2C10 m,r, h SCZ sc-32790
Ki-67 IgG 8K5 h,m,r USBiological 381308
Casapasa-3 IgGi EPR21032 m Abcam ab214430
VEGFc IgG1 30AT1174.77.260 m,r, h BD Pharmigen™ 130289
SMA IgG/Policlonal - m, 1, h, b, ch USBiological A0760-31D

Abreviaturas: 1gG, inmunoglobulina G; m (mouse), raton; r (rat), rata; h (human), humano; mo (monkey),
mono; b (bovine), bovino; ch (chicken), gallina; SCZ: Santa Cruz Biotechnology.
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Los portaobjetos con cortes de tumor fueron incubados con el anticuerpo secundario
universal biotinilado pan-especifico de Vector Laboratories (California, Estados Unidos)
por 10 minutos, y luego con hematoxilina de Sigma Aldrich (Missouri, Estados Unidos
por 30 segundos) como tincion de contraste. Y finalmente se realizd un proceso de
deshidratacion en un gradiente de alcohol xilol y montaje con Entellan® (Merck Millipore,

Darmstadt, Alemania).

Se capturaron micrografias digitales con un microscopio Zeiss Imager.Z1 (Zeiss,
Alemania) equipado con una camara AxioCam MRc5 (Zeiss, Alemania) y con el software

AxioVision V4.6 (Zeiss, Alemania).

La tincion positiva de Diamino-benzidina (DAB) se evidenci6 por la presencia de células
color marrén. La cuantificacion de la intensidad de tincion se realizo utilizando el software
de procesamiento de imagenes Fiji (ImageJ version 2.0) con el procedimiento descrito por

Patera et al (2019).

6.5 Aislamiento de esplenocitos

Los bazos fueron extraidos post mortem y colocados en placas Petri bajo condiciones
estériles. Los esplenocitos se extrajeron del bazo con PBS estéril (10 ml), brevemente, se
inyect6 PBS (10 ml) a través de cada bazo, se recolectd la suspension de células-PBS y

este paso se repitio de 7 a 10 veces o hasta que el 6rgano tornara a una tonalidad palida.

Posteriormente, la suspension de células de bazo-PBS se centrifugd a 1200 rpm por 10

minutos.

Para eliminar los eritrocitos, el sedimento se incubd con una solucion de lisis de eritrocitos
(0.8% de NH4CI, EDTA 0.1 mM, pH 7.2-7.6) en agitacion suave durante 5 minutos y se
centrifugd a 1200 rpm por 10 minutos. Los esplenocitos se resuspendieron en medio de
cultivo celular DMEM. La viabilidad celular y el recuento se determinaron mediante la

técnica de exclusion de azul de tripano.
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6.6 Cocultivo esplenocitos / células 4T1

Células 4T1 viables (5 x 10%) fueron cultivadas en placas de 24 pocillos a 37°C y
atmosfera de CO; al 5% durante 24 h. Se adicionaron los esplenocitos provenientes de
ratones sin tumor o ratones portadores de tumor (no tratados) o tratados con Dox/Ciclo,
ICRP o Dox/Ciclo + ICRP en una proporcion de células blanco: efectora 1: 1, 1:10y 1:25
por 24 h a 37 ° C y atmosfera con 5% de COo.

Las células 4T1 fueron recolectadas con Accutase (Sigma Aldrich, Missouri, Estados
Unidos). La muerte celular de la poblacion 4T1 se analizé con una tinciéon 7AAD por
citometria de flujo empleando el citometro de flujo BD Accuri ™ C6 (BD Biosciences,
California, Estados Unidos), excluyendo a los esplenocitos por tamafio celular y
granularidad. Los datos se presentan como la media + desviacién estandar de cinco

animales por grupo.

6.7 Determinacion de citocinas

Las citocinas se analizaron en tejido tumoral y en sangre periférica al final del experimento

(30 dias después de la inoculacion de células tumorales).

Para la determinacion de citocinas en tejido tumoral, los tumores fueron disgregados
mecéanicamente y e incubados a 4°C con una solucion de lisis (cloruro de sodio 150 mM,
triton 100% X al 1%, Tris 50 mM, cdctel inhibidor de proteasa Halt ™, pH 8.0) en
agitacion suave por 60 minutos. Posteriormente, los tumores lisados fueron centrifugados
por 20 minutos a 12,000 rpm y el sobrenadante se recolectd y se cuantifico la cantidad de

proteinas.
Para la determinacion de citocinas en el suero, la sangre periférica se centrifugé a 3600

rpm durante 10 minutos a 4 °C en una centrifuga refrigerada Eppendorf 5804R

(Hamburgo, Alemania).
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Los niveles de citocinas se determinaron con el kit de inflamacién del raton BD
Cytometric Bead Array (CBA) (BD Horizon, California, Estados Unidos) de acuerdo con

las instrucciones del fabricante.

En resumen, se mezclaron 50 pL del reactivo perlas de captura de Inflamacion de Raton
con 50 pL de cada muestra y 50 pL del reactivo deteccion de PE de Inflamacion de Raton
en tubos de ensayo. Los tubos de ensayo fueron incubados por 2 horas bajo condiciones
de oscuridad a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se adicion6 1 mililitro de
solucion de lavado (PBS 1X) a los tubos de ensayo seguido por un paso de centrifugacion
por 5 minutos a 1200 rpm. Se decant6 el sobrenadante y se va a suspendid el sedimento

obtenido en 100 pl de soluciéon de lavado (PBS 1X).

Los eventos fueron adquiridos en un citometro de flujo BD Accuri ™ C6 (BD Horizon,
California, Estados Unidos). Los niveles de citocinas se analizaron con el software CFlow
plus (BD Biosciences, California, Estados Unidos). Los datos se presentan como la media

+ desviacion estandar de cinco animales por grupo.

6.8 Aislamiento de leucocitos

Los tumores fueron macerados e incubados con 0.1 mg / ml de Liberase ™ TL (Roche,
Mannheim, Alemania) a 37 °C por 30 minutos en agitacion suave. La suspension celular

resultante se suspendio en PBS 1X.

Los leucocitos de esta suspension de células tumorales o de sangre periférica fueron
purificados mediante separacion por gradiente de densidad con el reactivo
Polymorphoprep™ (Axis Shield, Dundee, Reino Unido) de acuerdo con las instrucciones

del fabricante.

6.9 Determinacion del inmunofenotipo leucocitario

28



Los leucocitos fueron incubados con los anticuerpos acoplados a fluorocromos que se

mencionan en la tabla 2.

Tabla 2 Lista de los anticuerpos utilizados para determinar el fenotipo de leucocitos por
medio de citometria de flujo.

Anticuerpo Fluorocromo  Isotipo Clona Especificidad Fuente Catalogo
CD3 FITC IgG2bk  17A2 m BD™ 55527

CD8 PE IgG2arx  53-6.7 m BD™ 553033
CDh4 APC IgG2ax  RM4-5 m BD™ 553051
CD44 PE IgG2bk  IM7 m BD™ 51-9007324
CD62-L APC IgG2ax MEL-14 m BD™ 51- 9007326
CD45 PerCP IgG2bx  30-F11 m BD™ 557235
CD71 FITC IgGl k C2 m BD™ 553266
CD16/32 APC IgG2bk  2.4G2 m BD™ 558636
CD25 PE IgG1 A PC61.5 m eBioscience 12-0251-81
FOXP3 PECy® IgG2ax  FIK-16s b,d,c,m,p,r eBioscience 15-5773-80A
LY6G/C PE IgG2bx  RB6-8C5 m BD™ 553128

Abreviaturas: m (mouse), b (bovine), bovino; d (dunkey), burro; c (cat), gato; p (pig), cerdo; r (rat), rata;
BD™: BD Pharmigen™

Para la tincion del factor de transcripcion FOXP3, las células fueron fijadas con una
solucion de formaldehido (4% v/v en PBS 1X) por 1 minuto y luego se permeabilizaron
con metanol (90% en PBS 1X) por 30 minutos en un bafo de agua con hielo, se lavaron

dos veces con albumina (0.5% p/v en PBS 1X) y fueron suspendidas en PBS 1X.

Las células se incubaron con los anticuerpos durante 30 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente, luego se centrifugaron dos veces con albumina (0.5% p/v en PBS
1X) por 5 minutos a 1200 rpm y se suspendieron en PBS 1X (100 pL).

Los eventos fueron adquiridos en un citometro de flujo BD Accuri ™ C6 (BD Horizon,
California, Estados Unidos). Los datos se presentaron como la media + desviacién

estandar de cinco animales por grupo.

6.10 Tincion con hematoxilina y eosina

Cerebro, pulmones, corazén, higado y bazo fueron extraidos post mortem y fijados con

formalina (10% en PBS 1X, pH 7.2) durante 24 h, paso seguido por inclusion en parafina.
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Se cortaron secciones de tumor de 3 a 5 um de grosor, las cuales fueron desparafinadas

con calor e hidratadas en un gradiente de xilol-alcohol.

Los cortes de 6rganos fueron sumergidos en una solucion de hematoxilina Mayer por 8
minutos y posteriormente con una solucion de eosina-floxina B por 45 segundos para
contrastar, se deshidrataron en un gradiente de xilol-alcohol y se montaron con Entellan®

(Merck Millipore, Darmstadt, Alemania).

6.10 Analisis de sangre y suero.

Después del sacrificio, se recolectd sangre de todos los grupos experimentales en tubos de
microtainer con KoEDTA para andlisis de sangre completa y heparina de litio y gel para

analisis del suero.

Los parametros hematologicos se determinaron en el Hospital de Pequefias Especies de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autéonoma de Nuevo Leon, con el
analizador Sysmex XS 1000 (Sysmex, Kobe, Japén) y los pardmetros bioquimicos con el
analizador COBAS INTEGRA® 400 plus (Roche, Mannheim, Alemania). Los valores de

referencia utilizados fueron provistos por el laboratorio.

Los datos se presentan como la media + desviacion estdndar de cinco animales por grupo.

6.11 Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los grupos se analizaron con un ANOVA seguido de la
prueba post-hoc de Tukey o la prueba Mantle-Cox (para el andlisis de sobrevivencia). El
valor de p < 0.05 fue considerado significativo. Los analisis se realizaron con el programa

GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, Estados Unidos).
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7. RESULTADOS

7.1 La terapia basada en Dox/Ciclo + ICRP disminuyo el volumen y el peso del tumor

e incremento la sobrevivencia en ratones con tumor de células 4T1.

Todos los tratamientos redujeron significativamente (p < 0.05) el volumen y peso del

tumor, en comparacion con el grupo control (Fig. 2a yb). No hubo diferencia estadistica

entre los volimenes y el peso del tumor para los grupos tratados con Dox/ciclo e ICRP.

Por otro lado, hubo una disminucion significativa en el volumen y el peso del tumor (p <

0.05) después del tratamiento con Dox/ciclo + ICRP en comparacion con los tratamientos

restantes (Fig. 2a y b).

No hubo diferencia estadistica en la sobrevivencia de ratones de los grupos tratados; por

el contrario todos los tratamientos incrementaron la sobrevivencia en comparacion con el

control (Fig. 2c¢).
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Figura 2. Volumen y peso de los tumores y sobrevivencia de ratones Balb/C. El volumen

tumoral (mm?®) se midi6 cada tercer dia desde el dia 9 después de la inoculacion (a). Treinta dias después de
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la inoculacion de células 4T1, se sacrificaron 5 ratones de cada grupo experimental, y se midi6 el peso del
tumor (b). Los valores son el promedio + desviacion estandar por grupo experimental. La significancia
estadistica (p < 0.05) se determind mediante ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey. No hay
diferencia estadistica significativa entre barras marcadas con la misma letra en el grafico (* > °). Cinco
ratones por grupo se mantuvieron durante 60 dias para trazar curvas de supervivencia de Kaplan Meier (c).
La diferencia estadistica entre los grupos experimentales (p < 0.01) se determiné con la prueba de log-rank

(Mantel-Cox).

7.2 La terapia basada en Dox/Ciclo + ICRP disminuy¢ el indice de Ki67 e incremento

los niveles de caspasa 3 activa intratumorales.

Todos los tratamientos disminuyeron significativamente (p < 0.05) la expresion de Ki-67
en comparacion con el grupo control. No hubo diferencia significativa (p < 0.05) en la
expresion de Ki-67 entre los grupos tratados: Dox/ciclo, ICRP y Dox/ciclo + ICRP (Fig.
3a y b). El tratamiento con Dox/ciclo + ICRP aument6 significativamente (p < 0.05) la
expresion de caspasa-3 en comparacion con los grupos control y Dox/ciclo. No hay
diferencia estadistica (p <0.05) entre la expresion de caspasa-3 de ICRP y los otros grupos

(Fig. 3ayDb).
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Figura 3. Expresion de Ki67 y caspasa-3 activa en tejido tumoral. Inmunohistoquimica de de Ki-67
visualizada con DAB y contrastada con hematoxilina (a) y densidad optica (valor medio de grises) obtenida
por andlisis de deconvolucion de color (b). Inmunohistoquimica representativa de caspasa-3 activa
visualizada con DAB y contrastada con hematoxilina (c) y densidad optica (valor medio de grises) obtenida
por analisis de deconvolucion de color (d). Las barras del grafico de densidad optica (b y d) representan la
media = DE (n = 5). La significancia estadistica (p < 0.05) se determiné mediante ANOVA unidireccional
y la prueba post hoc de Tukey. No hay diferencia estadistica entre las barras etiquetadas con la misma letra

en el grafico ().

7.3 La terapia basada en Dox/Ciclo + ICRP disminuyd el nivel intratumoral de

VEGF y 0-SMA.

El tratamiento con Dox/ciclo + ICRP disminuy¢ significativamente (p < 0.05) la expresion
de VEGF en comparacion con los grupos control, Dox/ciclo e ICRP (Fig. 4a y b).
ICRP y Dox/ciclo + ICRP disminuyeron significativamente (p < 0.05) la expresion de a-

SMA en comparacion con el control y los grupos Dox/ciclo (Fig. 4c y d).
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Figura 4. Expresion de VEGF y a-SMA en tejido tumoral. Inmunohistoquimica de VEGF visualizada

con DAB y contrastada con hematoxilina (a) y densidad optica (valor medio de grises) obtenida por analisis
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de deconvolucién de color (b). Inmunohistoquimica de a-SMA visualizada con DAB y contrastada con
hematoxilina (c) y densidad optica (valor medio de grises) obtenida por analisis de deconvolucion de color
(d). Las barras del grafico de densidad optica (b y d) representan la media + DE (n = 5). La significancia
estadistica (p < 0.05) se determiné mediante ANOVA unidireccional y la prueba post hoc de Tukey. No hay

diferencia estadistica entre las barras etiquetadas con la misma letra en el grafico (*").

7.4 La terapia basada en Dox/Ciclo + ICRP disminuy9 el nivel intratumoral de PD-
L1.

El tratamiento con Dox/ciclo aument6 significativamente (p < 0.05) la expresion de
CTLA-4 en comparacion con los grupos control y Dox/ciclo + ICRP. No hubo diferencias
significativas (p < 0.05) entre la expresion de CTLA-4 en el grupo ICRP en comparacioén

con los demas (Fig. Say d).

No hubo diferencia significativa (p < 0.05) en la expresion de PD1 entre grupos (Fig. 4b
y d).

La expresion de PD-L1 disminuy6 significativamente (p < 0.05) en los grupos tratados
con ICRP y Dox/ciclo + ICRP en comparacion con los grupos control y Dox/ciclo (Fig.

Scyd).
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Figura 5. Expresion de CTLA-4, PD1 y PD-L1 en tejido tumoral. Inmunohistoquimica de CTLA-4 (a),
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PD1 (b) y PD-L1 (c) visualizada con DAB y contrastada con hematoxilina. densidad 6ptica (valor medio de
grises) obtenida por andlisis de deconvolucion de color (d). Las barras del grafico de densidad optica
representan la media = DE (n=5). La significancia estadistica (p < 0.05) se determiné mediante ANOVA
unidireccional y la prueba post hoc de Tukey. No hay diferencia estadistica entre las barras etiquetadas con

la misma letra en el grafico (*).

7.5 La terapia basada en Dox/Ciclo + ICRP disminuyd el nivel intratumoral de

galectina 3.

El tratamiento con Dox/ciclo + ICRP disminuy¢ significativamente (p < 0.05) la expresion
de Gal-3 (Fig. 6).
El tratamiento con ICRP disminuy¢ significativamente (p < 0.05) la expresion de IDO en

el tejido tumoral en comparacion con el control y los grupos Dox/ciclo (Fig. 5a y b). No
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hubo diferencias significativas (p < 0.05) entre la expresion de IDO en el grupo Dox/ciclo
+ ICRP en comparacion con los otros grupos (Fig. 6a y b).

Los tratamientos con ICRP y Dox/ciclo + ICRP disminuyeron significativamente (p <
0.05) la expresion de Gal-3 en el tumor en comparacion con los grupos control y Dox/ciclo

(Fig. 6¢c y d).
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Figura 6. Expresion de IDO y galectina 3 en tejido tumoral. Inmunohistoquimica de IDO visualizada

con DAB y contrastada con hematoxilina (a) y densidad optica (valor medio de grises) obtenida por analisis
de deconvolucion de color (b). Inmunohistoquimica de Gal-3 visualizada con DAB y contrastada con
hematoxilina (c) y densidad optica (valor medio de grises) obtenida por analisis de deconvolucion de color
(d). Las barras del grafico de densidad optica (b y d) representan la media + DE (n = 5). La significancia
estadistica (p < 0.05) se determiné mediante ANOV A unidireccional y la prueba post hoc de Tukey. No hay

diferencia estadistica entre las barras etiquetadas con la misma letra en el grafico (*").

7.6 La terapia basada en Dox/Ciclo + ICRP incrementé INF-y en el tejido tumoral.
A nivel de microambiente del tumor, Dox/ciclo + ICRP incrementd significativamente (p

<0.05) los niveles de TNF-a, INF-y e IL-6 y disminuy¢ significativamente (p < 0.05) IL-

10 en comparacion con el grupo de control (Fig. 7).
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ICRP aument6 significativamente (p < 0.05) INF-y (2.54 pg / mL) e IL-12 (61.85 pg /
mL), y disminuy¢ significativamente (p < 0.05) IL-6 (15.88 pg / mL), IL-10 ( 86.08 pg /
mL) y MCP-1 (139.67 pg / mL), sin afectar TNF-a (14.06 pg / mL), en comparacion con
el control (Fig. 7).

El tratamiento con Dox/ciclo disminuy6 significativamente (p < 0.05) IL-6 (10.33 pg /

mL) en comparacion con el control (Fig. 7).
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Figura 7. Niveles de TNF-a, INF-y, IL-12, IL-6, IL-10 y MCP-1 en tejido tumoral. Treinta dias después
de Ia inoculacion de células 4T1, se sacrificaron ratones con tumor de células 4T1 no tratados o tratados
con: Dox/ciclo, ICRP o Dox/ciclo + ICRP. Los tumores fueron lisados con liberasa (Liberase™ TL) y se
extrajo el sobrenadante rico en proteinas. El grafico de barras representa los niveles de citocinas
determinados por medio de citometria de flujo con el kit “CBA mouse inflammation kit”. Los datos se
expresan como la media + DE (p < 0.05) (n = 5). La significancia estadistica se determind mediante la
prueba post hoc de Tukey. No hay diferencia estadistica entre las barras etiquetadas con la misma letra en

cada grafico (&% 9),

7.7 La terapia basada en Dox/Ciclo + ICRP aumento los porcentajes de linfocitos T

CDB8, linfocitos T de memoria y células efectoras innatas en el tejido tumoral.
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Dox/ciclo + ICRP aument6 significativamente (p < 0.05) el porcentaje de células T CD8
(93.5%) en comparacion con todos los demas grupos (Fig. 8).

Dox/ciclo + ICRP aument6 significativamente (p < 0.05) el porcentaje de células T de
memoria (85.1%) en comparacion con el grupo de control (32.65%) y disminuyd
significativamente (p < 0.05) las células T reguladoras (14.2%) en comparacion con el
grupo control (52.95%) (Fig. 8).

ICRP y Dox/ciclo + ICRP aumentaron significativamente (p < 0.05) las células efectoras
innatas (45.35% y 49.8%, respectivamente) en comparacion con los grupos control
(12.75%) y Dox/ciclo (27.85%). ICRP y Dox/ciclo + ICRP disminuyeron
significativamente (p < 0.05)

MDSC (28.3% y 3.2%, respectivamente) en comparacion con el grupo Dox/ciclo (59.9%)
(Fig. 8).
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Figura 8. Inmunofenotipo de leucocitos de tejido tumoral. Treinta dias después de la inoculacion de
células 4T1, se sacrificaron ratones con tumor de células 4T1 no tratados o tratados con: Dox/ciclo, ICRP o
Dox/ciclo + ICRP. Los tumores fueron lisados con liberasa (LiberaseTM TL) y los leucocitos se aislaron
los leucocitos por medio de centrifugacion bajo un gradiente de densidades. Los leucocitos fueron incubados

con los siguientes cocteles de anticuerpos: LT CD8 (anti-CD3 FITC, anti-CD8 PE); LT CD4 (anti-CD3
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FITC anti-CD4 APC); LT de memoria (anti-CD3FITC, anti-CD44 PE, anti-CD62L APC); células innatas
efectoras (anti-CD16/CD32 APC); MDSC (anti-CD45 PerCP, anti-Ly6G/C); LT reg (anti-CD3 FITC, anti-
CD4 APC, anti-CD25 anti-FOXP3 PE-Cy5). El grafico de barras representa la media + DE (p < 0.05) para
cada fenotipo, determinado por medio de citometria de flujo. La significancia estadistica se determin6
mediante la prueba post hoc de Tukey. No hay diferencia estadistica entre las barras etiquetadas con la

misma letra en cada grafico ().

7.8 La terapia basada en Dox/Ciclo + ICRP aumento los niveles séricos de TNF-a,
INF-y, IL-12, IL-6, MCP-1 e IL-10.

Todos los tratamientos aumentaron significativamente (p < 0.05) los niveles séricos de
INF-y, IL-12, IL-6, IL-10 y MCP-1 en comparacion con el control. Dox/ciclo + ICRP
aument6 significativamente (p < 0.05) TNF-a (70.27 pg/mL) en comparacién con el
control (41.34 pg/mL).

No hubo diferencias significativas (p < 0.05) en la expresiéon de TNF-a, INF-y e IL-6 entre
grupos tratados, sin embargo, se encontrd una diferencia significativa (p < 0.05) para IL-

12 e IL-10 (Fig. 9)
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Figura 9. Niveles séricos de TNF-a, INF-y, IL-12, IL-6, IL-10 y MCP-1. Treinta dias después de la
inoculacion de células 4T1, se recolectd suero de ratones con tumor de células 4T1 no tratados (control) o
se tratados con: Dox/ciclo, ICRP o Dox/ciclo + ICRP. El grafico de barras representa los niveles de citocinas
determinados por medio de citometria de flujo con el kit “CBA mouse inflammation kit”. Los datos se
expresan como la media + DE (p < 0.05) (n = 5). La siginificancia estadistica se determin6é mediante la
prueba post hoc de Tukey. No hay diferencia estadistica entre las barras etiquetadas con la misma letra en

el grafico (&% 9).

7.9 La terapia basada en Dox/Ciclo + ICRP aumento el porcentaje de linfocitos T
CD8 y de memoria y disminuyd los linfocitos T reguladores y células supresoras

derivadas de mieloides en circulacion sanguinea de ratones con tumor 4T1.

A nivel sanguineo, Dox/ciclo aument6 significativamente (p < 0.05) las células T CD8
(51%) y T reg (73%) y disminuy¢ significativamente (p < 0.05) las células efectoras
innatas (9.35%) sin afectar las células T CD4 (58.4%), linfocitos T de memoria ( 32.65%)
y MDSC (29%) en comparacion con el control.

ICRP aumento significativamente (p < 0.05) células T CD8 (96.6%), T de memoria
(71.95%), células efectoras innatas (45.7%) y disminuy¢ significativamente (p < 0.05) T
CD4 (16.95%) T reg (29.75%) y MDSC (24.05%) en comparacion con el control (Fig.
10).

Dox/ciclo + ICRP aument6 significativamente (p < 0.05) células T CDS8 (66.95%), T de
memoria (71.65%) y T reg (46.9%) y disminuy¢ significativamente (p < 0.05) T CD4
(33.05%), MDSC (13.2 %) sin afectar a las células efectoras innatas (31.2%) en
comparacion con el control (Fig. 10).

Cuando se compar6 entre los grupos tratados, la ICRP, como monoterapia y combinada,
aumento significativamente (p < 0.05) células T CDS8 (96.6% y 66.95%) y células T de
memoria (71.95% y 71.54%) en comparacion con el grupo Dox/ciclo (51% y 32,65%,
respectivamente). Ademas, el ICRP, como monoterapia y terapia combinada, disminuyd
T reg (29.75% y 46.9%, respectivamente) en comparacion con Dox/ciclo (73%) (Fig. 10).
El ICRP aument6 significativamente (p < 0.05) las células efectoras innatas (45.7%) en

comparacion con los otros grupos (Fig. 10).
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Figura 10. Inmunofenotipo de leucocitos de sangre periférica. Se extrajo sangre de ratones con tumor de
células 4T1 no tratados o tratados con: Dox/ciclo, ICRP o Dox/ciclo + ICRP 30 dias después de la
inoculacion de células 4T1. Se aislaron los leucocitos por medio de centrifugacion bajo un gradiente de
densidades. Los leucocitos fueron incubados con los siguientes cocteles de anticuerpos: LT CDS (anti-CD3
FITC, anti-CD8 PE); LT CD4 (anti-CD3 FITC anti-CD4 APC); LT de memoria (anti-CD3FITC, anti-CD44
PE, anti-CD62L APC); células innatas efectoras (anti-CD16/CD32 APC); MDSC (anti-CD45 PerCP, anti-
Ly6G/C); LT reg (anti-CD3 FITC, anti-CD4 APC, anti-CD25 anti-FOXP3 PE-Cy5). El grafico de barras
representa la media + DE (p < 0.05) para cada fenotipo, determinado por medio de citometria de flujo. La
significancia estadistica se determiné mediante la prueba post hoc de Tukey. No hay diferencia estadistica

entre las barras etiquetadas con la misma letra en el grafico (=% 9).

7.10 ICRP restaura parcialmente la actividad citotoxica de esplenocitos en ratones

con tumor de células 4T1 tratados con Dox/ciclo.

Se obtuvieron esplenocitos viables de ratones sin tumor y de ratones con tumor de células

4T1 sin tratamiento (control) o tratados con Dox/ciclo, ICRP o Dox/ciclo + ICRP. Células
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4T1 (células blanco) fueron cultivadas con esplenocitos (células efectoras) en una relacion
1: 1, 1:10 y 1:25, blanco : efectora por un lapso de 24 horas (Fig. 11a y b).

En la relacion 1: 1, el efecto citotoxico de los esplenocitos sobre las células 4T1 fue del
10% o menos (Fig. 11b).

En la relacion 1:10, el efecto citotdxico de los esplenocitos fue del 1.17% en ratones sin
tumor; 23.53%, en ratones con tumor no tratados; 5.85% en ratones sin tumor tratados con
Dox/ciclo; 22.8% en ratones con tumor tratados con ICRP; y 21.6% en ratones con tumor
tratados con Dox/ciclo + ICRP. En esta relacion el efecto citotéxico de esplenocitos de
ratones con tumor sin tratamiento o tratados con ICRP o Dox/ciclo + ICRP fue
significativamente mayor (p < 0.05) que el efecto de los esplenocitos en ratones sin o con
tumor tratados con Dox/ciclo (5.83%) (Fig. 11b).

En la proporcion 1:25, el efecto citotoxico de los esplenocitos fue del 12.6% en ratones
sin tumor; 67.03% en ratones con tumor sin tratamiento, 11.97% en ratones con tumor
tratados con Dox/ciclo; 56.2% en ratones con tumor tratados con ICRP; y 41.07% en
ratones con tumor tratados con Dox/Ciclo + ICRP. En esta proporcion, el efecto citotoxico
fue significativamente mayor (p < 0.05) en esplenocitos de ratones con tumor sin
tratamiento o tratados con ICRP y Dox/ciclo + ICRP, en comparacion con el efecto de
esplenocitos de ratones sin tumor o con tumor tratados con Dox/ciclo. El efecto citotoxico
de esplenocitos de ratones con tumor sin tratamiento o tratados con ICRP fue
significativamente mayor (p < 0.05) en comparacioén con esplenocitos de ratones con

tumor tratados con Dox/ciclo + ICRP (Fig. 11ay b).
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Figura 11. Efecto citotoxico ex vivo de los esplenocitos sobre las células 4T1. Los esplenocitos de ratones
sin tumor y ratones no tratados con tumor de células 4T1 o tratados con: Dox/ciclo, ICRP o Dox/ciclo +

ICRP se cultivaron con 5 x 10* células 4T1 durante 24 h. (a) Diagrama de densidad de puntos de FSC
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(tamaio) y SSC (granularidad) para discriminar esplenocitos (células efectoras) y 4T1 (células objetivo); y
diagrama de densidad de puntos FSC con su correspondiente histograma versus 7AAD en la proporcion de
células blanco : efectora 1:25; grafico de barras de efecto citotoxico (%) en la proporcion de células blanco
: efector 1: 1, 1:10 y 1:25 (b). Los valores del grafico de barras representan la media + DE (p < 0.05) (n =
5). La significancia estadistica se determindé mediante la prueba post hoc de Tukey. No hay diferencia

estadistica entre las barras etiquetadas con la misma letra en el grafico (=% %),

7.11 ICRP y Dox/ciclo + ICRP no afectaron la histologia tisular de bazo, higado,

rifon, cerebro, pulmon y corazon de ratones con tumor de células 4T1.
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La tincion con hematoxilina y eosina (H&E) no reveld dafos notables ni lesiones
inflamatorias en los 6rganos principales (bazo, higado, rifién, cerebro, pulmon y corazon)
para ningun grupo experimental (Fig. 12).

Figura 12. Micrografias representativas de higado, riiién, bazo, corazén, pulmon y cerebro. Treinta
dias después de la inoculacion de células 4T1, se sacrificaron ratones con tumor de células 4T1 no tratados
o tratados con: Dox/ciclo, ICRP o Dox/ciclo + ICRP. Se recolectaron: higado, rifién, bazo, corazéon, pulmoén
y cerebro. Estos organos fueron fijados con formaldehido al 10% (v/v) y embebidos en parafina.

Posteriormente, se realizaron cortes histologicos con un grosor de 5 pm, y una tincion con hematoxilina y

Control Dox/ciclo Dox/ciclo + ICRP

Bazo

Higado

Rinon

Cerebro

Pulmones

Corazon

eosina. Se tomaron fotografias digitales con un lente de aumento del 400X.
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7.12 ICRP y Dox/ciclo + ICRP mejoraron los parametros hematologicos y
bioquimicos en ratones con tumor de células 4T1.

Los parametros hematologicos evaluados se encontraban dentro del rango normal, a
excepcion de una leve leucocitosis (15.21 + 1.62 10° x L) (Tabla 1) y disminucion del
hematocrito y la hemoglobina en el grupo control, al ser comparados con los valores de

referencia reportados por el laboratorio.

Tabla 3. Perfil hepatico de ratones con tumor de células 4T1 tratados con la terapia Dox/ciclo + ICRP.

Control Dox/ciclo ICRP Dox/Ciclo + ICRP  Valor normal

Bilirrubina total (mg/dl) 0.07+0.01  0.07+0.01 0.085+0.01  0.06+0.02 0.00 - 1.40
Bilirrubina directa (mg/dl)  0.03+£0.01  0.04+0.01  0.055+0.01  0.02+0.02 0.00 - 0.50
Bilirrubina indirecta (mg/dl) | 0.04+£0.01  0.03+0.00  0.03 +0.01 0.04 £ 0.04 0.00 - 0.90
Proteina total (g/dl) 5.150.07 525+021  5.05+0.07 5.10+0.14 6.0 -8.1
Albtmina (g/dl) 3.6+0.01 3.65+0.07  3.65+0.01 3.65+0.21 3.0-5.2
Globulina (g/dl) 1.55+0.07 1.6+0.28 1.4+0.01 1.45+0.07 15-3.3

AST (UI/L) 276.5+£20°  97+141° 152 £59.4° 98 £2.83° 4-37

ALT (U/L) 187 +25°2 59.5+0.71% 90.5+4031° 56+8.49° 4-41
Fosfatasa alcalina (U/1) 124 +£19.8 103+5 99 +11.31 88 +14.84 40 - 129

Treinta dias después de la inoculacion de células 4T1, se recolectd sangre periférica de ratones con tumor
de células 4Tl no tratados o tratados con: Dox/ciclo, ICRP o Dox/ciclo + ICRP. Los parametros
hematoldgicos se analizaron con el equipo Sysmex XS 1000. Los valores se presentan como media + DE (p
<0.05) (n=15). La significancia estadistica (p < 0.05) se determin6é mediante la prueba post hoc de Tukey.
No hay diferencia estadistica entre los datos etiquetados con la misma letra () en la tabla. AST: aspartato
aminotransfera; ALT: alanina aminotransferasa. Los valores normales fueron provistos por el Laboratorio
de Pequeiias Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autéonoma de

Nuevo Leon.

Los parametros bioquimicos evaluados se encontraron dentro del rango normal, excepto
por las enzimas aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa. Estas se
encontraban elevadas en el suero de ratones con tumor sin tratamiento (276.5 + 20 UI/L y
187 + 25 U/L, respectivamente) y sus niveles se restauraron parcialmente en el suero de
ratones tratados con Dox/ciclo (97 + 1.41 UI/L y 59.5 £ 0.71 U/L, respectivamente), ICRP
(152 £59.4 UI/L y 90.5 + 40.31 U/L, respectivamente) y Dox/ciclo + ICRP (98 + 2.83
UI/L 'y 56 + 8.49 U/L, respectivamente) grupos (Tabla 2).
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Tabla 4. Biometria hematica completa de ratones con tumor de células 4T1 tratados con la terapia
Dox/ciclo + ICRP.

Control Dox/ciclo ICRP Dox/ciclo + ICRP  Valor normal
Neutrofilos (%) 39.5+12.02 42.00+16.97 37.50+9.19 44.50 £ 19.09 35.0-75.0
Linfocitos (%) 52 +8.49 44.50+9.19 52.00+11.31 455+7.68 25.0-50.0
Monocitos (%) 7.5+3.54 6.5+3.36 7.50 £3.54 7.00 +0.01 2.0-10.0
Eosinofilos (%) 1£0.5 7.00 £ 1.41 3.00 £ 1.41 3.00 £ 1.41 1.0-4.0
Leucocitos totales (10%/1) 1521 +1.62*  6.49+0.18° 9.08 £4.24° 6.11 £3.54° 4.00 - 10.00
Hematocrito (%) 33.95+2.33 40.45 +£0.49 42.05+3.61 39.15+2.19 40.0 - 54.0
Hemoglobina (g/dl) 10.95 +0.92 12.70 £ 0.5 13.10 £ 1.27 12.05 + 0.64 14.0-17.5

Treinta dias después de la inoculacion de células 4T1, se obtuvo sangre periférica de ratones con tumor de
células 4T1 no tratados (control) o tratados con: Dox/ciclo, ICRP o Dox/ciclo + ICRP. Los parametros
bioquimicos se analizaron con el equipo COBAS INTEGRA® 400 plus. Los valores se presentan como
media + DE (p < 0.05) (n = 5). La significancia estadistica se determind mediante la prueba post hoc de
Tukey. No hay diferencia estadistica entre los datos etiquetados con la misma letra (*°). Los valores
normales fueron provistos por el Laboratorio de Pequefias Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.
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8. DISCUSION

Las terapias del cancer se basan en un modelo que integra multiples modalidades de
tratamiento de forma racional para lograr el control de la enfermedad (Emens y Middleton
2015). En el presente estudio se evalud el efecto de la terapia basada en los agentes
quimioterapéuticos doxorrubcina y ciclofosfamida (Dox/ciclo) més el inmunomodulador

IMMUNEPOTETN CRP (ICRP).

Todos los tratamientos retrasaron el crecimiento del tumor e incrementaron la
sobrevivencia de ratones; sin embargo, la combinacion de tratamientos Dox/ciclo + ICRP
fue mas efectiva que el tratamiento con Dox/ciclo o ICRP como monoterapias. A nivel
molecular, todos los tratamientos disminuyeron el marcador de proliferacion Ki67, pero
solo la terapia combinada Dox/ciclo + ICRP increment6 los niveles de caspasa 3 activa,
un marcador de apoptosis.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Nowak et al. (2003) (Nowak, Robinson,
y Lake 2003), quienes afirman que la combinacidon quimioterapias (incluidas doxorubicina
y ciclofosfamida) con inmunoterapias tiene el potencial para inducir la regresion completa

de un tumor establecido.

A nivel del microambiente del tumor, hubo una disminucién de VEGF y a-SMA, ambos
factores asociados a fibroblastos asociados a cancer (CAFs), pero que también pueden ser
secretados y detectados en su forma soluble (Wang et al. 2019). Tanto VEGF como a-
SMA son considerados importantes blancos terapéuticos en el tumor debido a que los
CAFs inducen angiogénesis para poder obtener oxigeno y nutrientes (Bridges y Harris
2015). Este resultado concuerda con un estudio previo de Franco-Molina y colaboradores,
quienes reportaron propiedades antiangiogénicas del ICRP en un modelo de melanoma

murino (Moisés A. Franco-Molina et al. 2010).
Como parametros de la respuesta inmune local, se evaluaron los niveles de expresion de

los puntos de control del sistema inmune CTLA-4, PD1 y PD-L1, moléculas de supresion

IDO y galectina 3, perfil de citocinas y fenotipo de leucocitos infiltrantes de tumor.

48



Los puntos de control del sistema inmune (CTLA-4, PD1 y PD-L1) y moléculas de
supresion (IDO y Gal-3) se encuentran sobre-expresados en el TME, comprometiendo la
respuesta inmune mediada por linfocitos T y correlacionando con un prondstico pobre

para los pacientes (Esteva et al. 2019).

CTLA-4 y PDI son receptores de superficie de células T que bloquean las sefiales de
activacion del complejo del receptor de células T (TCR) (Buchbinder y Desai 2016) y
pueden encontrarse en la membrana celular de linfocitos T activados y células T reg (Z.
Li et al. 2018). Nuestros resultados indican un incremento en los niveles de CTLA-4 en el
grupo tratado con quimioterapia. Este resultado correlaciona con un incremento de
MDSC, y de acuerdo con Liu y colaboradores (Y. Liu et al. 2009) las MDSC pueden
expresar CTLA-4.

PD-L1, Gal-3 e IDO son expresados en células T, células presentadoras de antigenos,
cancer y estroma células (Gruosso et al. 2019; Hwang, Park, y Kwon 2019; White, Roife,
y Gomer 2015). PDL-1 es un ligando que interactiia con PD1, inhibiendo la activacion del
complejo del TCR. Gal-3 es una lectina que bloquea la sefializacion del TCR de forma
directa al unirse a glicanos presentes en su superficie. IDO es una enzima que degrada al

triptofano, aminoacido esencial para el metabolismo de LT activos.

El ICRP y la terapia combinada ICRP + Dox/ciclo disminuyeron los niveles de PD-L1 y
gal-3, pero no de CTLA-4, PD1 o IDO. Cabe mencionar que el ICRP disminuye los
niveles de NF-«B en lineas tumorales de cancer de mama, y la expresion de este factor
de transcripcion puede inducir PD-L1 y gal-3 (Antonangeli etal. 2020; Umezawa
2012). Esta podria ser una posible via para la disminucidon de la expresion de PD-L1

e gal-3 a nivel del TME.

También evaluamos los niveles intratumorales de algunas de las principales citocinas
involucradas en la respuesta inmune antitumoral. Los resultados demuestran un

incremento de los niveles intratumorales de TNF-a e INF-y en el grupo tratado con la
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terapia combinada, sugiriendo que predomina el perfil de citocinas del tipo Thl. Sin
embargo, cabe mencionar que observamos diferencias en la expresion de citocinas en una

manera dependiente del tratamiento, especialmente la IL-6.

Los tratamientos Dox/ciclo y el ICRP disminuyeron la IL-6 en el TME con respecto al
control. La IL-6 producida por el tumor induce produccion de proteinas anti-apoptoticas,
inflamacion crénica y la inmunosupresion, y en general promueve la progresion tumoral
(Beyranvand Nejad et al. 2021). La disminucion de IL-6 puede deberse a la disminucién
del volumen tumoral, y en consecuencia del nimero de células productoras de esta

citocina.

Por el contrario, la terapia combinada Dox/ciclo + ICRP increment6 la IL-6 con respecto
al control. Beyranvand y colaboradores demostraron que en terapias antitumorales donde
el sistema inmune juega un rol activo, el incremento de IL-6 induce un proceso de
inflamacion aguda necesario para la activacion de linfocitos T efectores y macroéfagos M1
(Beyranvand Nejad et al. 2021). En dicho estudio se sugiere que el incremento de IL-6 es

producido por macrofagos M1 (Beyranvand Nejad et al. 2021).

El ultimo parametro inmunologico evaluado in situ fue el fenotipo de los leucocitos
infiltrantes. Fue notable el incremento de MDSC en el grupo tratado con Dox/ciclo como
monoterapia, particularmente porque dosis bajas de ciclofosfamida se emplean para
disminuir a los LT reg (Ghiringhelli et al. 2007); sin embargo, en este estudio se empled
la dosis terapéutica (maxima dosis tolerable), y se ha reportado que la combinacion
Dox/ciclo puede incrementar los niveles de MDSC en pacientes con cancer (Diaz-

Montero et al. 2009; Becker y Schrama 2013).

En el grupo que recibi6 la terapia combinada, los resultados reflejan un incremento de
linfocitos T CD8", linfocitos T de memoria y células efectoras de la inmunidad innata;
esto concuerda con los resultados del perfil de citocinas y la disminuciéon de PD-L1 y
galectina-3, e indican el establecimiento de una respuesta inmune del tipo celular (Murata,

Tsukahara, y Torigoe 2016).
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Para evaluar a nivel sistémico el estado inmunologico de los ratones incluidos en el

estudio, evaluamos los niveles de citocinas y fenotipo de leucocitos a nivel periférico.

En todos los grupos tratados se observd un incremento de INF-y, IL-12 y MCP-1,
correlacionando con una respuesta inmune del tipo celular. También hubo incremento en
los niveles séricos de IL-6 e IL-10. La IL-10 se clasifica como inmunosupresora debido a
que esencialmente inhibe mediadores de inflamacion (Qu, Tang, y Hua 2018). Sin
embargo, al igual que la IL-6, la IL-10 esta involucrada en diferentes procesos, incluidos
el correcto funcionamiento de una respuesta mediada por linfocitos T (Trinchieri 2007) y
la regeneracion de tejidos (King et al. 2014). Por este motivo, la funcion de ambas

citocinas debe inferirse en base al contexto de regresion tumoral.

Correlacionando con este perfil de citocinas, en el grupo tratado con la combinacion
increment6 la proporcion de LT CD8" y LT de memoria, disminuy6 la poblacion de
MDSC en comparacion al grupo sin tratamiento y disminuy6 la poblacion de LT reg en
comparacion con el grupo tratado con Dox/ciclo como monoterapia. Los LT CD8" son
esenciales para el proceso de inmunovigilancia y correlacionan con prondstico favorable
(Roma-Rodrigues et al. 2019). Ademas, la regresion tumoral, el perfil de citocinas Thl y
el incremento de LT de memoria, parecen indicar que los LT CD8" detectados mantienen

un fenotipo del tipo efector.

Para corroborar el estado de la respuesta inmune antitumoral realizamos un ensayo de co-
cultivo de células 4T1 con esplenocitos. No se encontrd diferencia significativa entre la
actividad citotoxica de esplenocitos del grupo control y el grupo tratado con ICRP. Por el
contrario, los esplenocitos de ratones tratados con Dox/ciclo, no eliminaron a las células
4T1, indicando que hay una deficiencia en la inmunidad antitumoral a nivel, que podria
deberse a una falla en el proceso de presentacion de antigenos o de activacion de linfocitos
T, tal vez por el incremento de CTLA-4 y MDSC; sin embargo, la actividad citotoxica de
esplenocitos se recuper6 significativamente en el grupo que recibi6 la terapia combinada.

Dicha recuperacion podria deberse a las propiedades quimioproteccion del extracto
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reportadas previamente por Coronado-Cerda y colaboradores (Coronado-Cerda et al.

2016).

En general, nuestros resultados indican que el ICRP como terapia complementaria
incrementa la efectividad terapéutica del quimioterapia Dox/ciclo en un modelo murino
de cancer de mama. A continuacion se describe un possible mecanismo de accion para

este efecto.

La terapia combinada Dox/ciclo + ICRP indujo arresto del ciclo y muerte celular,
evidenciado por la disminucion de Ki67 e incremento de caspasa 3 activa. Esto ocasiono
la disminucion del volumen del tumor, el cual es fuente de factores de supresion de la
respuesta inmune (Nishio et al. 2014). La disminucion de factores de supresion del tumor
aunado con las propiedades inmunomoduladoras del ICRP (Franco-Molina et al. 2019)
permitieron la remodelacion de los componentes no-tumorales del TME. Dicha
remodelacion incluyé el incremento de LT CD8* y LT de memoria, y una disminucion

de linfocitos T reg y fibroblastos asociados a cancer.

También incrementaron los niveles de TNF-a, INF-y e IL-6, estas citocinas inducen la
activacion de células efectoras del sistema inmune innato (macrofagos, células dendriticas
y células NK) (Calzascia et al. 2007; Arango Duque y Descoteaux 2014; Frasca et al.
2008; Hervas-Stubbs et al. 2011; Fisher, Appenheimer, y Evans 2014), promoviendo la
captacion de antigenos tumorales, un paso clave para el establecimiento de una respuesta

inmune antitumoral.

Finalmente, se evalud la biocompatibilidad de la terapia combinada Dox/ciclo + ICRP.
Una de las principales limitantes en los tratamientos antitumorales es la elevada toxicidad;
sin embargo, en el presente estudio se realizé andlisis histopatologico de los principales
organos (cerebro, pulmones, corazén, higado y bazo), asi como parametros hematologicos

y biquimicos.
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El grupo sin tratamiento presentd leucocitosis y anemia leves, ambos factores han sido
previamente descritos para ratones con tumor 4T1 (Demeckova et al. 2017; Solér et al.

2017; M. Liu et al. 2015).

También se observo un incremento de las enzimas alanina-amina-transferasa y aspartato-
amino-transferasa; sin embargo al no haber dafio a nivel histolégico en higado, estas
alteraciones sugieren un proceso inflamatorio inducido por el tumor, por lo que podemos

concluir que la combinacién de tratamientos es segura.
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9. CONCLUSIONES

La terapia basada en doxorrubicina/ciclofosfamida mas IMMUNEPOTENT CRP
reduce el volumen tumoral, incrementan caspasa 3 activa y disminuyen el
indice de proliferacidn celular intrautmorales, e incrementan la sobrevivencia
de ratones con tumor de células 4T1.

La terapia basada en doxorrubicina/ciclofosfamida mas IMMUNEPOTENT CRP
baja los niveles in situ de actina alfa de musculo liso y del factor de crecimiento
vasculo endotelial.

La terapia basada en doxorrubicina/ciclofosfamida mas IMMUNEPOTENT CRP
inhibe las moléculas de supresion (galectina 3, IDO y PD-L1), incrementa el perfil
de citocinas del tipo Th1 y linfocitos CD8" infiltrantes.

A nivel periférico, la terapia basada en doxorrubicina/ciclofosfamida mas
IMMUNEPOTENT CRP induce un perfil de citocinas Th1, incrementando a los
linfocitos T CD8" y de memoria, y reduce los niveles de linfocitos T reguladores y
células derivadas de mieloides.

El IMMUNEPOTENT CRP restaura parcialmente la actividad citotdxica especifica
de esplenocitos de ratones tratados con doxorrubicina/ciclofosfamida.

La terapia basada en doxorrubicina/ciclofosfamida mas IMMUNEPOTENT CRP
no induce cambios a nivel histoldgico en los principales érganos (cerebro,

pulmones, corazoén, higado, rifiones y bazo).
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10. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados presentados en esta tesis deberian realizarse experimentos con
ratones inmunodeficientes (células T, células B, asesino natural y macrofagos) para
aclarar el papel de la IMMUNEPOTENT CRP como modificador de la respuesta inmune
a niveles sistémico e intratumoral. También seria de interés evaluar la eficacia de lograr

la regresion del tumor en otros modelos de cancer de mama.
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