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RESUMEN

El cancer de mama, es una enfermedad la cual se le atribuye el primero lugar en muertes
en el sexo femenino. En el 2020, aproximadamente 2,3 millones de mujeres fueron
diagnosticadas dentro de las cuales 685,000 fallecieron a esta causa ese mismo afio. En
la actualidad, la terapia convencional disminuye la calidad de vida del paciente debido a
la citotoxicidad y efectos secundarios que se puedan presentar en el individuo. Las
vacunas actuales dirigidas contra WT1 son de tipo peptidicas y su principal desventaja es
que estan restringidas a un HLA especifico, por lo que la poblacion que podria
beneficiarse es restringida. La presente investigacion evaliia una vacuna de DNA dirigida
contra el antigeno tumoral WTI, expresado en diversas neoplasias. Se analizaron
caracteristicas bioinformadticas, destacando propiedades fisicoquimicas, epitopos
inmunogénicos y cobertura poblacional, asi como su potencial para inducir una respuesta
celular y humoral. Primero, el constructo vacunal DNA-WTI1 demuestra potencial
inmunogénico robusto mediante la integraciéon de epitopos de alta antigenicidad
validados por VaxiJen e IEDB. Se identificaron cuatro epitopos de MHC-1 y tres de MHC-
IT homdlogos a los de murino con elevada afinidad por alelos HLA, destacando su
capacidad para activar células T CD8+ y CD4+. El andlisis de la cobertura poblacional
estimada alcanza el 99.26% global y el 98.37% en México, atribuible a la inclusion de
epitopos compatibles con alelos prevalentes en esta poblacional (HLA-A*02, HLA-
B*35:01, HLA-B*40:02, HLA-DRB1*04:07). Mientras que el analisis estructural revelo
que los epitopos se localizan en regiones superficiales accesibles de la proteina,
facilitando su procesamiento por células presentadoras de antigeno, predominando una
estructura desordenada que le confiere flexibilidad funcional que potencia su interaccion
con el sistema inmune, aunque podria modular su estabilidad térmica. Asi mismo, su
perfil bioquimico optimo (pI 9.26) y la ausencia de alergencidiad y toxicidad predicen
estabilidad y seguridad para aplicaciones preclinicas. Ademas, se realizé una simulacion
in silico que evidencid una activacion del sistema inmune, ya que se observd una
transicion de IgM a IgG1/IgG2, proliferacion sostenida de linfocitos T CD8+ y secrecion
de IFN- y/IL-2, asi como generacion de células T de memoria y activacion de células

presentadoras de antigenos. Por ultimo, la validaciéon experimental confirmé la



integridad estructural del plasmido a traves de una digestion enzimatica y la

expresion funcional del antigeno (25-30 kDa) en la linea celulas B16F10.



ABSTRACT

Breast cancer represents the leading cause of cancer-related mortality among women
globally. In 2020, approximately 2.3 million women were diagnosed with this malignancy,
resulting in 685,000 deaths within the same year. Conventional therapies often
compromise patient quality life due to inherent cytotoxicity and adverse side effects.
Current peptide-based vaccines targeting WT1 face limitations from HLA restriction,
narrowing their applicability to specific populations. To address these limitations, we
developed a DNA vaccine targeting WT1 antigen and conducted comprehensive
bioinformatic and experimental characterization. Our findings demonstrate that the DNA-
WT1 construct exhibits robust immunogenicity through integrated epitopes validated by
VaxiJen and IEDB, comprising four MHC-I and three murine-homologous MHC-II
epitopes with high HLA affinity, enabling CD8+ and CD4+ T cell- activation. Crucially,
projected population coverage reaches 99.26% globally and 98.37% in Mexico,
attributable to inclusion of prevalent HLA alleles (HLA-A*02, HLA-B*35:01, HLA-
B*40:02, HLA-DRB1*04:07). Structural analyses further confirmed epitopes positioned
on accessible surface regions, facilitating antigen processing by APCs. A predominantly
disordered conformation enhances immune interaction through structural flexibility, albeit
with potential thermal stability trade-offs. Complementary biochemical profiling revealed
optimal properties (pl 9.26, negative GRAVY, solubility) and absence of allergenicity and
toxicity, supporting preclinical safety. In silico immune simulations predicts potent
immunity, class switching form IgM to IgG/IgG2, sustained CD8+ T-cell proliferation,
Thl-polarizing IFN- y/IL-2, and memory T-cell generation. Experimental validation
subsequently confirmed plasmid integrity thorough restriction enzyme digestion
and functional 25-30 kDa antigen expression of B16F10 melanoma cells, collectively
positioning DNA-WT1 as a viable preclinical candidate for broad-coverage cancer

immunotherapy.



1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad multifactorial originada en cualquier tejido u 6rgano del
cuerpo y que ha sido reportada como la segunda causa de muerte seguida de las
enfermedades cardiovasculares. La causa fundamental en todos los canceres inicia por el
dafio genético, el cual es usualmente adquirido; sin embargo, a veces es heredado. Esta
desregulacion genética causa una proliferacion celular incontrolada como resultado de la
activacion de oncogenes promotores de crecimiento y la inactivacion de genes supresores

del crecimiento tumoral.

En la actualidad, la comunidad cientifica se encuentra investigando terapias alternativas
para diversos tipos de cancer ya que las terapias utilizadas comiinmente presentan pocos
resultados favorables, ademés de presentar diversos efectos citotdoxicos que pueden
empeorar la calidad de vida. Es por esto que las vacunas terapéuticas son una alternativa
que pueden adaptarse a pacientes individuales en funcion de la composicion genética 'y a
su perfil de antigenos especificos, permitiendo un tratamiento personalizado y preciso.
Dentro de estas alternativas se encuentra el uso de antigenos a través de la aplicacion de
una vacuna de DNA. Esta clase de vacunas introducen el plasmido el cual codifica para
algin antigeno asociado a tumor (TAAs) en la célula hospedera para activar la respuesta
inmune celular y eliminar las células cancerigenas a través de los linfocitos CD8+
citotoxicos. Estudios recientes catalogan a WT1 como un antigeno prometedor en la
inmunoterapia contra el cancer. WT1 es un gen que se encuentra en tejidos normales, pero
en neoplasias se encuentra altamente expresado en leucemias y distintos tumores sélidos,

por ello se le puede considerar como un antigeno universal.

Este trabajo se enfoca en un analisis integral de la vacuna de DNA-WT1, abordando su
disefio bioinformatico hasta la evaluacién de su capacidad para inducir una respuesta
inmune especifica contra WT1 en un modelo murino. Se exploran sus propiedades
fisicoquimicas, la capacidad de sus epitopos de inducir una respuesta inmunoldgica y el
potencial inmunogénico de la vacuna de DNA-WT1 in silico e in vivo. Este enfoque
multidimensional busca aportar evidencia preclinica sobre su eficacia como herramienta

inmunoterapéutica.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

El céncer es una enfermedad multifactorial que genera una masa anormal de tejido como
resultado de la expansion clonal de un precursor celular que ha tenido un dafio genético.
Este dafio genético puede ser heredado, adquirido por exposicidon a agentes quimicos,

radiacién, microorganismos o una combinacion de estos.

2.2 Etiologia del cancer

La causa fundamental en todos los canceres es el dafio genético, el cudl es usualmente
adquirido sin embargo a veces es heredado. Esta desregulacion genética causa una
proliferacion celular incontrolada como resultado de la activacion de oncogenes
promotores de crecimiento y/o la delecion o inactivacion de genes supresores del
crecimiento tumoral (Yang et al., 2007; Hill, 2019). Existen varios factores que pueden
inducir dafio genético conocidos como carcinégenos y son representados en la siguiente

tabla:

Tabla 1. Tipos de carcinégenos. (Modificado de
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-030-04489-3 2).

Radiacion Infeccioso Iatrogénico
Ocupacional Luz UV Virus Grasa Radiacion
Arsénico Rayos X VPH VEB Calorias Inmunosupresion
Asbesto Rayos gamma KSHV Baja fibra Quimioterapia
Alquitranes de | Radiacion HTLV-1
hulla nuclear HEP B/C
Hollin
Benceno .
Cloruro de Bacteria .
vinilo H. pylori
Conductal C. pisstaci
Tabaco Hongo
Alcohol A flavus
Parasito
Schistosoma
Clonorchis




2.3 Cancer de mama

La enfermedad del cancer de mama es un tipo de cancer con diversas presentaciones en
mujeres y es originada en un 85% en células epiteliales de los conductos y en el restante
15% de los casos en los lobulos del tejido glandular de los pechos. Al inicio, cuando el
tumor es localizado, es conocido como “in situ”, sin embargo, a medida que progresa
esta enfermedad puede invadir el tejido mamario alrededor hasta extenderse a los ganglios
linfaticos, causado un fendmeno conocido como metéstasis regional o metéstasis distante
cuando afecta a otros 6rganos como el pulmoén y cerebro, llegando a provocar la muerte

del paciente (OMS, 2021).

Anatomia de la mama femenina
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Figura 1. Anatomia del cincer de mama en mujeres. (Imagen tomada de:
https://seom.org/125Informaci%C3%B31n%20al%20P%C3%BAblico%20-
%20Patolog%C3%ADas/cancer-demama)

2.3.1 Signos y sintomas

El cancer de mama a comparacion con otros tipos de canceres, no es una enfermedad
infecciosa o transmisible, ya que no hay evidencia si existen infecciones por virus o
bacterias que puedan estar relacionadas con la aparicion de dicho tipo de cancer (OMS,
2021).



El sintoma mas frecuente que se puede presentar en esta enfermedad, es la aparicion de
una masa que no presenta dolor, es dura con bordes irregulares, sin embargo, estas masas
también pueden ser suaves, redondas, blandas o dolorosas en algunos casos. Otros
posibles sintomas son los siguientes: hinchazén en todo el pecho o en alguna parte de este
(aunque no haya una masa/bulto), presencia de hoyuelos en el seno, dolor en el pecho o
en el pezon, secrecion o cambios en el aspecto del pezon e hinchazén de los nddulos

linfaticos abajo del brazo o cerca de la clavicula (American Cancer Society, 2022).
2.3.2 Clasificacion

El sistema de clasificacion TNM fue sugerido por el Instituto Europeo de Oncologia (EIO,
por sus siglas en inglés) como un esfuerzo para incluir las caracteristicas tumorales. En
este sistema, las propiedades anatomicas y bioldgicas como los receptores hormonales
RE y RP (receptor de estrogenos y receptor de progesterona, respectivamente) y HER-2

(Receptor del factor de crecimiento epidermal 2) son incluidos. La clasificacion es la

siguiente:
CLASIFICACION TNM CANCER MAMARIO ESTADIFICACION TNM
T = Tumor )
Estadio 0 = Tis NO MO
Tx : Tumor desconocido Estadio | i T1 NO MO
To : Sin evidencias de tumor primario : ot
Tis - Carcinoma in situ (CDIS - CLIS - Paget no asociado | | EStRdiollA = ﬁ] m mg
LA : T2 NO MO
T1 : Tumor de 2 cm o menos en su diametro mayor EstadiollB = T2 N1 MO
T1 mic : Microinvasion menor de 0,1cm en su =
diametro mayor . I3 NO MO
Tla - Tumorde 0,5 cm © menos EstadiollA = T0 N2 MO
Tib  : Tumor mayor de 0,5 cmy hasta 1 cm n N2 MO
Tic  : Tumor mayor de 1cmy hasta2 cm 12 N2 MO
T2 : Tumor mayor de 2 cm y hasta 5 cm 13 N1 MO
T3 : Tumor mayor de 5 cm T3 N2 MO
T4 : Tumor de cualquier tamafo con extension a pared
toracica o a piel EstadiolllA = T4 NO MO
T4a - Extension a pared toracica T4 N1 MO
T4b - Piel con edema, ulceracion o nodulos T4 N2 MO
satélites en la mama
T4c - Sumadea+Db Estadio B =  Cualquier T N3 MO
T4d  : Cancer inflamatorio EstadiolV. =  Cualquier T + cualquier N + M1

Figura 2. Clasificacion TNM del cancer de mama. (Imagen tomada

de: http://revistas.uach.cl/html/cuadcir/v22n1/body/art09.htm)

En base a la evidencia molecular e histologica, esta enfermedad se puede clasificar en tres

grupos: cancer de mama con expresion de receptores hormonales receptor de estrogeno
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positivo (RE+) o receptor de progesterona positivo (RP+), cancer de mama con expresion
de receptor epidérmico humano 2 (HER2+) y cancer de mama triple negativo (CMTN)
(RE-, RP-, HER2-). Esta clasificacion molecular sirve para brindar un tratamiento

adecuado para el paciente.

Tabla 2. Categorias de los subtipos de cincer de mama. (Modificado de:

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/p11/S1567576920304768?via%3Dih

ub)

Subtipo de cancer de Perfil del receptor Prevalencia del Subcategorias
mama subtipo
Receptor RE+ o RP+ 60% Luminal Ay B
hormonal
positivo
HER2 positivo HER2+ 20% -
(HER2+)
Cancer de mama RE-, RP-, HER2- 10-20% BL-1, BL-2,
triple negativo inmunomodulatorio

(IM), mesenquimal

(M), células similares
a células  madre
(MSL) 'y receptor
andrégeno  luminal
(LAR).

2.4 Epidemiologia del cancer de mama a nivel mundial

En las ultimas decadas, el cancer de mama es uno de los tipos de canceres mayormente
diagnosticados a nivel mundial, tan solo en el afio 2020 se diagnosticaron 2.3 millones de
casos de cancer de mama en mujeres y 685,000 defunciones a causa de esta enfermedad,
representando un cuarto de los casos de cancer en mujeres en el este de Asia, seguido de
Norte América (12.5%), Asia Central Sur (11.3%) y el Oeste de Europa (7.5%) (Arnold.
M. et al. 2022).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1567576920304768?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1567576920304768?via%3Dihub
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Figura 3. Distribucon de la incidencia y muertes por cincer de mama a nivel

munidal. (Imagen tomada de Arnold. M. et al. 2022)
2.5 Epidemiologia del cancer de mama en México

En México, se reportaron alrededor de 23,790 casos nuevos de cancer de mama en una
poblacion mayor de 20 anos, representando una incidencia de 27.64 por cada 100,000
habitantes. Alrededor de los 87,880 casos (9%) de las muertes atribuidas por tumores

malignos en México se le atribuyen al cancer de mama aproximadamente 7,888 casos.

A partir de estas cifras, las mujeres representan el 99.4% (7,838) en comparacion con los

hombres en un 0.6% (50) de los casos (INEGI, 2023).

\ Estados Unidos Mexicanos 51.92
5 165,67 8541
< || s034a50.42
/ 552323795
{ || 3604269

Figura 4. Esquema representativo de la incidencia del cancer de mama de las
entidades en México en 2022 en mujeres. (Imagen tomada de:

https://www.inegi.org.mx/contenidos/saladeprensa/aproposito/2023/EAP_ CMAMAZ23.

pdf).


https://www.inegi.org.mx/contenidos/saladeprensa/aproposito/2023/EAP_CMAMA23.pdf
https://www.inegi.org.mx/contenidos/saladeprensa/aproposito/2023/EAP_CMAMA23.pdf
https://www.inegi.org.mx/contenidos/saladeprensa/aproposito/2023/EAP_CMAMA23.pdf

2.6 Tratamiento

Debido a la alta tasa de incidencia y mortalidad por cancer de mama, la deteccion y

tratamiento en una etapa temprana pueden permitir un alto porcentaje de supervivencia

del paciente hasta un 90%. El prognositco v los tratamientos para el cancer de mama
p prog y p

generalmente se basan en su etapa de progresion, la expansion linfovascular, el grado

histologico, el estado de los receptores hormonales, la sobreexpresion de ERBB2

(HER2/neu), las comorbilidades, el estado menopdusico de la paciente y la edad

(Maughan et al., 2010). La siguiente tabla muestra las opciones de tratamiento aplicadas

en las diferentes etapas de esta enfermedad:

Tabla 3. Opciones de tatamientos tipicos para las diferentes etapas de progresion del

cancer de mama. (Modificada de: Maughan et al., 2010)

Terapia adyuvante

Etapa de | Tratamiento Evaluacion Receptor | Receptor Sobreexpresion
cancer y tipo | primario del nodulo hormonal | hormonal | ERBB2
negativo positivo

Etapa 0: in situ
Carcinoma Sin tratamiento | - - - -
lobular in situ | o considerar

profilaxis  con

tamoxifeno
Carconoma Cirugia  para | - - - -
ductal in situ | conservar

mamas

(considerar

masectomia en

caso de ser

extenso o

multifocal) y

radioterapia
Etapas I y II: | Cirugia de | Biopsia SLN | Quimio- Quimio- Quimioterapua
etapas conservacion de | o diseccion | terapia terapia 'y |y trastuzumab
tempranas mamas y | ALN terapia (Herceptina)
invasivas radioterapia. endocrina

Etapa III: Localmente avanzados




No Inducciéon  de | Diseccion Induccién | Induccién | Induccion  de
inflamatoria | quimioterapia ALN o | de de quimioterapia
seguido de | biopsia SLN | quimioter | quimiotera |y trastuzumab
cirugia de apia pua y | post operacion.
conservacion de terapia
mamas y endocrina
radioterapia post-
Inflamatoria | Inducciéon  de | Diseccion operacion
quimioterapia, ALN
seguido de
masectomia y
radioterapia.
Etapa IV: Tomar en | - Quimio- Terapia Trastuzumab
. consideracion terapia endocrina | con o  sin
Metastasis . .. .
las metas de con O S | quumioterapia
inicial o tratamiento del quimio-
recurrente pac?ente; . terapia
radioterapia o
bisfosfonatos
para el dolor de
huesos

2.6.1 Cirugia

Durante las etapas I y II, la mastectomia radical modificada ha sido utilizada
tradicionalmente. Sin embargo, las cirugias para conservar el seno han sido mas
favorables. Esta cirugia implica remover el tumor sin extraer tejido sano de la mama y
suele ser mas estética para el paciente en comparacion con la masectomia radical.
Posterior a la cirugia, se realiza una terapia de radiacion para disminuir la recurrencia
total y mejorar la supervivencia del paciente, obteniendo resultados equivalentes a los de
la masectomia. No obstante, este tipo de cirugia no se recomienda en pacientes con una

tasa alta de recurrencia (Clarke et al., 2005).

2.6.2 Evaluacion de los nodulos linfaticos

El estado de los nodulos linfatico-axilares (ALNS, por sus siglas en inglés) determinara si
el paciente requiere terapia de radiacion y terapia adyuvante sistémica. La biopsia del

nddulo linfatico centinela reduce el dolor en el brazo del paciente en comparacion con la




diseccion del ALN, que generalmente ocasionaba molestias, hinchazén y una
disminucién de la movilidad en el brazo afectado (Mansel et al., 2006; Maughan et al.,

2010).
2.6.3 Radioterapia

Tipicamente la radiacion en la totalidad de la mama se realiza post cirugia de
conservacion de la mama. Este tipo de terapia, junto con la cirugia reduce
significativamente el riesgo de recurrencia hasta por 5 afios. Sin embargo, la radiacion
suele ser costosa y consume mucho tiempo, por lo que otros tipos de terapias de menor

duracion suelen ser mas atractivas (Clarke et al., 2005).
2.6.4 Terapias sistemicas de adyuvantes

La mayoria de las mujeres en etapas tempranas de cancer de mama suelen recibir este tipo
de terapia. La quimioterapia, la terapia endocrina y terapias dirigidas al tejido mejoran la
terapia local definitiva, disminuyendo la recurrencia de esta enfermedad (Maughan et al.,

2010).

La quimioterapia es el estdndar para las mujeres con cancer de noédulo positivo o con un
tumor mayor a 1 cm. Sin embargo, existen otros factores para decidir si es una terapia
Optima, por ejemplo, la edad y las comorbilidades, que también influyen en la decision.
Dentro de la quimioterapia se utilizan las antraciclinas y taxanos (Early Breast Cancer

Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG), 2005).

En la terapia endocrina, los SERMs, inhibidores de aromatasas y agnoistas de la hormona
liberadora de gonadotropinas previenen la produccion de estrogeno o bloquean su accion,
evitando la estimulaciéon de tumores sensibles al estrogeno. Los inhibidores de
aromatasas estan indicados en mujeres menopdusicas con receptores hormonales
positivos con el objetivo de bloquear la conversion de androgenos a estrogenos

(Goldhirsch et al., 2007; Maughan et al., 2010).

Por ultimo, las terapias dirigidas al tejido se utilizan aproximadamente en el 20-30% de
los casos de etapas temparanas de cancer de mama que sobreexpresan HER-2 (ERBB2 o

HER2/neu) (Maughan et al., 2010). Generalmente, este tipo de cancer tienen un peor



progndstico. En esta terapia se emplea un anticuerpo monoclonal anti-ERBB2 conocido

como trastuzumab (Herceptin) (Romond et al., 2005; Smith et al., 2007).

Tabla 4. Medicamentos utilizados para el tratamiento del cancer de mama.

(Modificado de:

https://www.aafp.org/pubs/afp/issues/2010/0601/p1339.pdf)

‘ Tipo de terapia

Quimioterapia

Medicamento

Antraciclinas

Doxorubicina (Adriamicina)

Epirubicina (Ellence)

Taxanos

Docetaxel

Paclitaxel

Endocrina

Inhibidores de aromatasa

Anastrozol (Arimidex)
Exemestano (Aromasin)

Letrozol (Femara)

Agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas

Goserelina (Zoladex)

Moduladores selectivos de receptores de estrogeno (SERMs)

Tamoxifeno

Dirigidos al tejido

Anticuerpos monoclonales

Trastuzumab (Herceptin)

2.7 Respuesta inmune contra el cincer de mama

La inmunidad antitumoral es una linea de defensa presente en nuestro cuerpo para

combatir tumores y esta compuesta por la respuesta innata y la adaptativa. La respuesta

innata consiste en células Natural Killer (NK), que atacan el tumor primario. Segun
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DeNardo y colaboradores, estas células podrian estar involucradas en la prevencion de

neoplasias antes de desarrollarse por completo a tumores.

En la respuesta adaptativa, se encuentran células T citotoxicas (conocidas como CTLs,
por sus siglas en inglés), que atacan al tumor, aunque otras células del sistema inmune
adaptativo como las células B, tienen funciones duales en el microambiente tumoral del
cancer de mama, ya que puede promover la progresion tumoral o prevenirla (Amens et

al., 2021).

Los linfocitos T citotoxicos CD8+ son células que desempefian un papel importante en la
respuesta antitumoral. Las células presentadoras de antigenos (APCs) presentan el
antigeno en su superficie para activar a las CTLS. Estas actuan a través de los ligandos
Fas/FasL, uniéndose a la superficie de la célula objetivo para desencadenar un proceso

apoptotico (Hassin et al., 2011).

En cambio, las células B actuan mediante la secrecion de anticuerpos o inmunoglobulinas,
asi como de citocinas. El rol de las células B en el cancer de mama es bilateral, ya que
pueden secretar citocinas que inhiben a los CTLs antitumorales o promover la inmunidad
antitumoral (Schwartz et al., 2016). Ademas, pueden contribuir en la progresion del
cancer de mama hacia metastasis. Olkahuand y colaboradores demostraron que las células
B convierten a las CD4+ (células T-helper) en T reguladoras, lo cual lleva a metéstasis y,
que la inactivacion de las células B promueve la inhibicion de la metéstasis en un modelo

murino de adenocarcinoma de mama.

Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que las células B actiian en la inmunidad antitumoral
en las etapas tempranas del cancer de mama, pero una vez que la enfermedad progresa,
las células B se vuelven tumorigénicas y promueven la metastasis (Lee-Chang et al.,

2013; Nazir et al., 2019).
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Figura 5. Esquema de presentacion de las células del sistema inmune en contra del

tumor. (Imagen tomada de Amens, J. et al. 2021)
2.8 Inmunoterapias contra el cancer

Como se menciond previamente, los tratamientos comunmente utilizados para el cancer
de mama son la intervencion quirtrgica, la radioterapia, la quimioterapia y la terapia de
reemplazo hormonal. Estos se aplican en casos de cancer de mama no invasivos y no
metastasicos. Por ello, el objetivo de las inmunoterapias es encontrar un método que pueda
dirigirse al cancer de mama invasivo y metastasico. Varias de estas inmunoterapias son
experimentales y se encuentran en ensayos clinicos para comprobar su eficacia y su
seguridad. Los métodos aplicados para el desarrollo de inmunoterapias se presentan en la

Figura 6.
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Figura 6. Representacion grafica de cuatro tipos de inmunoterapias contra el cancer

de mama. Imagen tomada de Amens, J. et al. 2021).
2.9 Vacunas contra el cancer

Actualmente, las vacunas para cancer en han clasificado en dos grupos: preventivas y
terapéuticas. Las vacunas preventivas protegen a los individuos en riesgo de desarrollar
tipos especificos de cancer, particularmente aquellos ocasionados por virus (Tojjari et al.,
2023). Algunos ejemplos que pertenecen a esta categoria son las vacunas contra el virus
de hepatitis B (VHB) y contra el virus de papiloma humano (VPH), que han demostrado

en estudios la prevencion del cancer de higado y cervicouterino (Schiller & Lowy, 2012).

Por otra parte, las vacunas terapéuticas estdn disefiadas para pacientes que ya han sido
diagnosticados con céncer. Estas vacunas mejoran la capacidad de la respuesta inmune
para identificar y atacar a las células cancerosas, lo que resulta en una regresion o control
tumoral. Su objetivo principal es fortalecer la respuesta inmune contra los tumores, por
lo que se consideran una opcion de tratamiento potencial para los pacientes (Tojjari et al.,

2023).

Las vacunas terapéuticas pueden adaptarse a pacientes individuales en funcién de su
composicion genética y su perfil de antigenos especificos, permitiendo un tratamiento
personalizado y preciso. Estas vacunas pueden subdividirse segin su origen, incluyendo
vacunas basadas en péptidos, células dendriticas, vectores virales y vacunas basadas en

DNA y mRNA. A continuacion, se muestra un resumen de las vacunas terapéuticas:

13



Tabla S. Tipos generales de vacunas terapéuticas en inmunoterapia del cancer.

(Modificado de: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10459477/).

Tipo de vacuna Mecanismo Ventajas Limitaciones
Vacunas Los péptidos | Alta La heterogeneidad clonal
basadas inician una | especificidad significativa del tumor
en péptidos respuesta inmune | reduce el riesgo | permite  que  algunas
enfocada  contra | de efectos no | células cancerosas sin el
antigenos deseados y antigeno diana escapen de
asociados a tumor | reacciones la deteccion inmunitaria.
(TAAs) en la | autoinmune
superficie de | Proceso de
células cancerosas. | produccion
sencillo
Vacunas de | Las células | Ofrece un | Los desafios incluyen
células dendriticas enfoque identificar los TAAs
dendriticas capturan y | prometedor especificos a tumores
(DC) procesa los como individuales y mejorar la
antigenos de inmunoterapia migracion de las DCs a los
células contra el céncer | ganglios linfaticos.
tumorales y se con resultados | Ademas, otra limitacion
las presentan a clinicos. Puede | es contrarrestar la
las células T. complementar o | inmunosupresion
mejorar las | inducida por tumores.
terapias contra el
cancer
existentes.
Vacunas Los vectores | Demuestra un | Requiere de continua
basadas en Vira}les transportan | potencial investigacién y ensayos
antigenos considerable en | clinicos para entender su
vectores rerlacionados. al la inmunoterapia | potencial y evaluar su
virales cancer al sistema contra el céncer @ efectividad terapéutica en
Hmune en estudios | diferentes tipos de cancer.
preclinicos y
clinicos.
Vacunas de DNA | Las vacunas de | Tiene eficiencia | Se requiere de mas
ADN introducen | potencial contra | investigacion para la

el plasmido
codificando el
TAAs en la célula
hospedera.

varios tipos de
cancer.

optimizaciéon del disefio,

método de entrega 'y,
estrategias adyuvantes.

Integracion  con  otro
enfoque terapéutico o

tratamientos tradicionales
pueden ser requeridos.
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proporcionan una
gran cantidad  de
antigenos

de las células T
y NK inducido
por el cancer. El

Vacunas de | Las  vacunas Muestra Requiere de mas
mRNA basadas. en potenciql en la invqstigacién y ensayos
ARNm instruyen | prevencion Yy | clinicos necesarios para
a la  célula | tratamiento de | evaluar la  seguridad,
hospedera a | varios tipos de | eficacia 'y  aplicacion
producir cancer. clinica en diferentes tipos
proteinas de pacientes con cancer.
especificas
asociadas a
cancer 0
antigenos
Vacunas de lisis | Los lisados | Puede prevenir | Se necesita de preparacion
celular en cancer | celulares el agotamiento | cautelosa para asegurar

que los antigenos pueden
desencadenar una
respuesta inmunitaria y no

tumorales y | lisado de células | sean destruidas en el
permite estimular | tumorales proceso.
una respuesta | completas
inmune cuando se | pueden provocar
incorporan a una | respuestas
vacuna. inmunitarias
especificas  de
antigeno  mas
fuertes.
Terapia celular Las células de la Prometedora en | La identificacion de los
adoptiva/Vacunas  rtespuesta inmune | el desarrollo antigenos mas eficaces a
del paciente son de atacar y el potencial de
alteradas vacunas efectos fuera del objetivo
genéticamente terapéuticas son desafios que evaluar.
para identificar contra el cancer.
y Las vacunas
combatir basadas en
antigenos de péptidos son
cancer una
especificos. estrategia
innovadora
dentro de
este enfoque.
2.10 Vias de administracion

Un aspecto relevante para lograr un potencial inmunoldgico adecuado y la supervivencia

del antigeno que se plantea utilizar es la via de administracion (Arriaga, Daniela, 2016).
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Segun los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en

inglés) existen cinco rutas diferentes para la aplicacion de las vacunas.

Dentro de estas, la cominmente utilizada es la inyeccion subcutanea o intradérmica. La
desviacion de la aplicacion de alguna de estas puede reducir la eficacia de la vacuna o
incrementar el riesgo de reacciones adversas locales. La forma en la que se decide si
aplicarla subcutanea o intradérmica depende en parte de la inclusion de adyuvantes en
algunas de estas vacunas. El adyuvante es un compuesto que mejora la respuesta inmune
al antigeno, sin embargo, es fundamental seleccionar adecuadamente el adyuvante para

minimizar los posibles riesgos de reacciones adversas (CDC, 2023)

La administracién de la vacuna via oral es una estrategia inmunotérapuetica potencial
para mejorar la respuesta antitumoral ante el cancer. Esta via de administracion activa la
respuesta inmune, Particularmente en relacion con la prevencion de carcinogénesis a
través de la involucracion de la mucosa intestinal. El tracto intestinal es ampliamente
reconocido como el sitio inmunologico principal en el cuerpo humano (Islam et al., 2019).
Sin embargo, la administracion de vacunas contra el cancer via oral sigue siendo una
esperanza en la practica clinica actualmente (Gambirasi et al., 2023). Alguna de las
vacunas que se administran via oral en Estados unidos son contra rotavirus, adenovirus,

la vacuna de colera y vacunas orales contra la fiebre tifoidea (CDC, 2023).

La inmunizacion a través de las mucosas es una via de inmunizacion atractiva ya que los
pulmones son un portal importante para la entrada de patdogenos. Se ha observado que la
inmunizacion pulmonar genera una respuesta de Thl en varios modelos animales (Reina
et al., 2008; Wayne Conlan et al., 2005), es por esto que es una estrategia prometedora
para el uso de vacunas de DNA. En afios recientes se ha reportado que la formulaciéon de
un plasmido de ADN con PEI (Polietlenimina) mejora la expresion transgénica y la
respuesta del celular T-CD8+ a través de la inmunizacién pulmonar pero no en

inmunizacion intramuscular (Bivas-Benita et al., 2010).
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2.11 Vacunas de DNA contra el cancer

Con base en los tipos de vacunas (Tabla 5), las vacunas a base de DNA se consideradan
una inmunoterapia prometedora para combatir el cancer. Primero, se introduce el
plasmido que codifica los antigenos asociados a tumores en el hospedero, lo que permite
la produccién del antigeno diana y desencadena una respuesta inmunoldgica contra la
célula tumoral que exprese dicho antigeno (Tojjari et al., 2023). Las vacunas de DNA
suelen ser especificas y seguras, con un costo de produccion bajo y facilidad de transporte
y almcenamiento. Otra ventaja es su bajo tasa de mutacion en comparacion con las
mutaciones espontaneas, por lo que es poco comun que se integren al cromosoma del

hospedero.

Este tipo de vacuna desencadena una respuesta a través de las células presentadoras de
antigenos, que activan el sistema inmune el estimulo del antigeno tumoral. Las células
dendriticas (DCs, por sus siglas en inglés) actian como un puente de comunicacion para
la activacion de células del sistema inmune innato y adaptativo. Una vez que estas células
capturan al antigeno, migran hacia los ganglios linfaticos, donde se encuentren las células
T. Las células dendriticas maduras presentan los epitopos mediante el complejo mayor de
histocompatibilidad de clase [ y II a las CD8+ y CD4+ respectivamente; ademas, secretan
IL-12 e interferon-y (IFN-y) para aumentar el efecto coestimulatorio (Roberts et al., 2016;
Woeculek et al., 2020). Esto desencadena la diferenciacion hacia células T de memoria y
efectoras, que se amplifican y se desplazan hacia el microambiente tumoral para

eliminarlo mediante su efecto citotoxico y la produccion de citocinas efectoras.

Las células B también desempeiia un papel importante en la induccion de apoptosis de la
células tumorales, a través del efecto citotoxico dependiente de anticuerpos (ADCC) o de

la citotoxicidad dependiente del complemento (Liu et al., 2022).
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Figura 7. Ciclo de la respuesta inmune contra el tumor inducido por las vacunas
contra el cancer. (Imagen tomada de:

https://jhoonline.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13045-02201247-x)

2.12 Gen de WT1

El gen del tumor de Wilm’s 1 (WTT1) fue identificado por primera vez como un gen mutado
esporadico en algunos casos de tumor de Wilms, una neoplasia maligna del rifion que
afecta las células precursoras renales embrionarias pluripotentes. En condiciones
normales el gen de wtl codifica un factor de transcripcion con dominios de dedos de zinc
y desempefian un papel importante en el crecimiento y la diferenciacion celular. Se
encuentran expresado en tejidos, incluidos goénadas, ttero, rindn, mesotelio y células

progenitoras de distintos tipos de tejidos (Sugiyama, 2010)

Esta localizado en el cromosoma 11pl13 y consta de 10 exones y codifica un factor de
transcripcion con dedos de zinc que produce un patréon complejo de especies de mRNA,
generando 36 isoformas (Gaiger et al., 2000; Maugeri et al., 2016). La proteina de WT1
se produce a partir del mismo templado de DNA mediante mecanismos como el inicio
de transcripcion alternativo, empalme alternativo, empalme alternativo de pre-mRNA,

edicion de mRNA y un inicio de traduccion alternativo (Kramarzova et al., 2012).
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En estudios recientes, WT1 ha sido identificado en el citoplasma de varios tejidos en
desarrollo, como vasos sanguineos, musculo esquelético, la glia radial y neuroblastos del

sistema nervioso simpatico (Maugeri et al., 2016)

Es importante resaltar que el gen wtl presenta cuatro isoformas principales, de los cuales

dos se generan por eventos de splicing alternativos:

1. Splicing alternativo que involucra 17 aminoéacidos del exén 5, en antes del
dominio de dedo de zinc;
2. Splicing alterativo en el exon 9, que resulta en una insercion de tres aminoéacidos

lisina-treonina-serina (KTS) entre el tercer y cuarrto dedo de zinc.

Este gen expresa una proteina con un peso molecular de entre 52-54 kDa y una secuencia
de 449 aminodcidos. En su estructura se distingue un dominio N-terminal rico en
glutamina y prolina, invlucrado en la activacion y represion transcripcional, y un dominio
C-terminal compuesto por dominios de dedo de zinc (Cys-Cys-His-His) implicados en la

interaccion con DNA, RNA y proteinas (Han et al., 2007).
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Figura 8. Esquema del gen y proteinas de WT1. (Imagen tomada de:

https://www.nature.com/articles/leu201276#citeas)
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2.13 Funcion de WT1

Durante la embriogénesis, WT1 estd involucrado en la regulacion del crecimiento y la
diferenciacion, asi como en la interaccion con un repertorio de genes blanco. Se une al
factor de respuesta temprana de secuencias consenso de DNA-1 en promotores de genes
de factores de crecimiento, como el promotor del factor de crecimiento derivados de
plaquetas, cadena A, y el promotor del factor de crecimiento similar a insulina tipo II. Se
sugiere que la expresion aberrante del gen de wtl conduce a una proliferacion celular
descontrolada con diferenciacion anomala, lo que eventualmente da lugar a la formacion

tumoral (Gaiger et al., 2000).
2.14 WT1 como oncogén

Como se menciond, el gen wtl fue descrito principalmente cono un gen supresor de
tumores; sin embargo, se ha demostrado que desempefia una funcién oncogénica
importante en leucemogénesis y la tumorigénesis (Sugiyama, 2010). Algar y
colaboradores observaron que el crecimiento de células cancerosas que expresaban WT1
fue inhibido mediante un oligonucléotido antisentido de WT1 (Algar et al., 1996) y la
sobreexpresion de WT1 promueve el crecimiento, la mortalidad celular, la supresion de
la apoptosis e induce leucemia en ratones transgénicos con WT1 (Nishida et al., 2006;
Sugiyama, 2010). En el contexto de WT1 en cancer de mama, se ha observado que tiene
la capacidad de promover la proliferacion celular y participar en la infiltracion y
metastasis regulando la expresion transcripcional de factores de crecimiento (Zhang et

al., 2020).
.
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Figura 9. WT1 involucrado en leucemogénesis y tumorigénesis. (Imagen tomada de:
https://academic.oup.com/jjco/article/40/5/377/863825ogin=false#google vignette)
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WTTI no solamente tiene un rol en la leucemogénesis y tumorigénesis; sino que también
se encuentra expresado en niveles elevados en varios tipos de tumores solidos, lo que

permite utilizar como un factor prognostico (Sugiyama, 2010).
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Figura 10. Sobreexpresion de WT1 en leucemia y otros tipos de canceres solidos.

Imagen tomada de Sugiyama, 2010.

Por lo que ademas, la proteina 1 de tumor de Wilm’s (WT1) es un antigeno asociado a
tumor (TAA) prometedor para el desarrollo de la nueva clase de vacunas universales de
cancer. Varias caracteristicas lo convierten en un blanco prometedor para la

inmunoterapia.
2.15 WT1 como antigeno universal para inmunoterapias contra el cancer

El instituto Nacional del Cancer (NCI por sus siglas en inglés, National Cancer Institute)
realiz6 un estudio a gran escala de antigenos de cancer y obtuvo una lista con 75 antigenos
prometedores asociados a tumores. Dentro de los pardmetros que se establecieron para
dicho estudio, WT1 encabeza la lista, lo que permite impulsar la investigacion para el
disefio de vacunas contra el cancer basadas en WT1, dado que es una proteina altamente

expresada.

En las ultimas decadas, WT1 ha demostrado ser un blanco prometedor para la
inmnoterapia, ya que, ademas de su alta expresion, es una proteina blanco inmunogénica

con alta antigenicidad para células T y la capacidad de inducir la produccion natural de
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anticuerpos IgG anti-WT1 en pacientes con neoplasias (Nicoli et al., 2008; Wu et al.,
2005). Aunque WTI se expresa en tejidos normales como gonadas (testiculos, ovarios),
rifiones, bazo y médula 6sea, hasta la fecha no existe evidencia que indique la generacion
de reacciones autoinmunes en ratones o humanos después de la inmunoterapia dirigida

contra WT1.

Se ha demostrado que la inmunoterapia dirigida a WT1 tiene utilidad clinica en multiples
formas, incluyendo vacunas de células dendriticas pulsadas con péptidos de WT1 o
células dendriticas electroporadas con mRNA de WT1, asi como terapias con células T
transducidas con receptores especificos para WT1 (Oji et al., 2023). Gaiger y
colaboradores reportaron que la inmunizacion con los péptidos WT1 p136-144, p235-243
y pl17-139, que se unen al MHC murino de clase I, indujo CTL especificos de WT1 en
ratones, los cuales lisaron células tumorales que expresaban WTI, sin evidencia de

toxicidad autoinmune (Gaiger et al., 2000).

Un estudio clinico de fase I contra la proteina WT1 se inicié en 2001. Este ensayo clinico
se llevo a cabo en pacientes con AML, MDS, céncer pulmonar o cdncer de mama, a
quienes se les inyectd via intradérmica el péptido natural de WT1 HLA-A*24:02
(CMTWNQMNL) o un 9-mer modificado (-Y------- ) en intervalos de dos semanas.
Posteriormente se analizo la respuesta de toxicidad e inmunoldgica. Esta vacuna de WT1
se administrd6 en 26 pacientes, observandose que en aquellos con céncer de mama,
pulmonar o AML con hematopoyesis normal, la toxicidad se limit6 a eritmea local en el
sitio de administracion. Ademads, en pacientes con cancer de mama y en tres de los ocho
pacientes con cancer de pulmoén vacunados contra WT1, se observo un efecto de regresion
tanto de masa tumoral como del marcador tumoral. Estos ensayos muestran la seguridad

y eficacia clinica de la inmunoterapia con péptidos de WT1 en pacientes (Oka et al., 2002)

Otro ensayo clinico, elaborado por Morita y colaboradores en el 2006, administrd una
vacuna con péptido de WTI1 en pacientes con tumores solidos y neoplasia
hematopoyéticas maligna, excluyendo MDS y CML. En este estudio se administraron 3.0
mg de péptido modificado de WT1 en un intervalo de tres meses (12 dosis en total) via

intradérmica. El ensayo clinico en fase I mostrd eritma cttaneo en el sitio de inyeccion
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como Unico efecto adverso, lo que confirma que el protocolo de vacunacion de WT1 es

seguro. La fase clinica II aun se encuentra en curso (Morita, S. et al. 20006).
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3. JUSTIFICACION

A nivel mundial, el cancer de mama es considerado una de las principales causas de
muerte en mujeres. Existen diversas terapias dirigidas a la eliminacion de células
cancerosassin embargo, suelen ser poco especificas y generan efectos citotoxicos que,
en ocasiones, pueden poner en riesgo la vida del paciente. Por lo que, se ha enfocado
la investigacion en buscar alternativas terapéuticas mas especificas para eliminar el
foco tumoral, ademas de reducir los efectos secundarios derivados de las terapias

convencionales, brindando asi un mejor tratamiento y calidad de vida.

Dentro de la inmunoterapia, WT1, ha sido considerado como un antigeno asociado al
tumor universal, ya que se encuentra expresado en leucemias y en diversos tipos de
tumores s6lidos, lo que lo convierte en un candidato prometedor en el desarrollo de
terapias contra el cancer. Es por esto que en este trabajo, se enfoca en un andlisis
integral de la vacuna de DNA-WT1, abordando su disefio bioinformatico hasta la
evaluacion de su capacidad para inducir una respuesta inmune especifica contra WT1

en un modelo murino
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4. HIPOTESIS

La prediccion bioinformatica de epitopos inmunogénicos derivados de la vacuna DNA-
WTI permite inducir una respuesta inmune especifica en un modelo murino de cancer de

mama.

25



5. OBJETIVO DEL TRABAJO

OBJETIVO GENERAL

Analizar el potencial inmunoterapéutico de la vacuna de DNA-WTI a través de la
prediccion bioinformatica de epitopos inmunogénicos y la evaluacion de su eficacia

antitumoral en un modelo murino de cancer de mama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de la vacuna de DNA-WT1
“in silico”, asi como identificar los epitopos inmunogénicos de MHC clase I y 11

con amplia cobertura poblacional, mediante herramientas bioinformaticas.

2. Predecir la capacidad inmunogénica de la vacuna de DNA-WT] para inducir una
respuesta inmune celular y humoral especifica utilizando simulaciones

computacionales.
3. Caracterizar la expresion de la vacuna de DNA-WT1 “in vitro™.

4. Determinar la expresion de WT1 basal en las células de 4T1 de cancer de mama

murino.

5. Determinar el titulo de antocuerpos en contra de WT1 en suero de ratones Balb/c
inmunizados por la vacuna de DNA-WTI

6. Determinar el efecto citotoxico de esplenocitos colectados de ratones
inmunizados con la vacuna de DNA-WT1 en contra de las células 4T1.

7. Cuantificar la produccion del IFN-gamma (IFN-y) de esplenocitos colectados de
ratones inmunizados con la vacuna de DNA-WTT en contra de las células 4T1.

8. Analizar la reduccion de la masa tumoral tras el implante de las células 4T1 en

ratones Balb/c inmunizados con la vacuna de DNA-WT]I.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de la vacuna de DNA-WT1

Las propiedades fisicoquimicas de la vacuna de DNA-WT1, incluyendo la composicion
aminodcidica, peso molecular, punto isoeléctrico tedrico, indice de inestabilidad, indice
alifatico y el promedio de hidropaticidad (GRAVY), se obtuvieron mediante el servidor

ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Por su parte, la antigenicidad,

alergencidad y toxicidad de la vacuna fueron predichas utilizando los servidores VaxiJen

(https://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen3/accounts/login/?next=/vaxijen3/home/),

AllerTOP (https://www.ddg-pharmfac.net/allertop_test/) y ToxinPred

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/).

6.2 Analisis de la estructura secundaria de la vacuna de DNA-WT1

La estructura secundaria de la vacuna de DNA-WTI se predijo utilizando el servidor

SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html). Para la visualizacion de la

estructura tridimensional, se emple6 PyMOL, a partir der archivo generado mediante

AlphaFold3.

6.3 Prediccion de los epitopos de MHC-1 y MHC-II en la vacuna de DNA-WT1.

Los eiptopos de linfocitos T helper se predijeron mediante el servidor MHC-II Binding

Predictions (http://tools.iedb.org/mhcii/), utilizando los parametros preestablecidos, lo

cual permitié identificar epitopos de 15 aminoécidos presentes en la vacuna de DNA-
WTI. Posteriormente, se realizé un andlisis de antigenicidad de estos epitopos usando
VaxilJen, filtrando aquellos con un valor superior al umbral de 0.4.

Para la prediccion de epitopos de linfocitos T citotoxicos, se empled el servidor MHC-I
Binding Predicition (http://tools.iedb.org/ mhci/), también bajo parametros por defecto,
para identificar epitopos de 9 a 10 aminoacidos. La antigenicidad de estos epitopos se

evalud mediante VaxiJen.
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6.4 Analisis de la cobertura poblacional

Todos los epitopos calificadas, junto con su respectivo alelo de MHC, se analizaron

utilizando la herramienta IEDB Population Coverage (http://tools.iedb.org/population/).

Se selecciond la opcion “World Coverage” para estimar la cobertura poblacional global
de os epitopos de MHC clase I y, en un analsis independientemente, de MHC clase I y, en
un andlisis independiente, de MHC clase II. Posteriormente, se repiti6 el analisis a nivel

nacional, seleccionando la opcion “México”.
6.5 Estimulacion del sistema inmune in silico

La estimulacion del sistema inmune in silico de la vacuna de DNA-WT1 se simuld

mediante el servidor C-ImmSim (http://150.146.2.1/C-IMMSIM/index.php). Los

pardmetros empleados fueron los siguientes: velocidad al azar (12,345), volumen de
simulacion (10), nimero de pasos de simulacion (100) y nimero de pasos de inyeccion
(1), con el fin de simular la administraciéon de una unica dosis de la vacuna en el dia 1, a

lo largo de los 35 dias de duracion total de la simulacion.
6.6 Vacuna de DNA de epitopos de WT1

La secuencia de la vacuna de DNA-WTT incluye la region de la proteina WT1 murino
(de GenBank con el nimero de acceso M55512), correspondiente a 815 pb que codifica
256 aminoacidos del extremo amino terminal, identificada como la region mas
inmunogénica. Para su insercién y expresion eucariota pcDNA3.1(+) (Cat no. V790,
Invitrogen), permitiendo asi la incorporacion de la secuencia de WT1. A continuacion, se

muestra el mapa con las caracteristicas del vector de expresion:
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Figura 11. Mapa del plasmido pcDNA3.1(+). Obtenido a partir de la herramienta

bioinformatica PlasMapper 3.0: https://plasmapper.wishartlab.com/

6.7 Transformacion de células calcio competentes con la vacuna de DNA de WT1

Se llevo a cabo la transformacion bacteriana de Escherichia coli cepa DHS5a por lisis
alcalina. Se realizo una seleccion de clonas transformadas sembrando en tubos de ensayo
con caldo LB adicionado con ampicilina 100 pg/mL e incubandose durante 24 horas a
37°C en agitacion a 250 rpm. Posteriormente se llevo a cabo la centrifugacion de estos
tubos a 6000 g por 15 min y el pellet bacteriano fue procesado para extraer el DNA

plasmidico utilizando un miniprep casero.
6.8 Produccion a gran escala de la vacuna de DNA-WT1

Se llevo a cabo la produccion a gran escala de la vacuna de DNA-WT utilizando la misma
cepa previamente transformada con cada uno de los plasmidos: el plasmido pcDNA3.1(+)
/WTI1, el cual presenta la insercion de la secuencia de DNA-WTI1 y el pldsmido

pcDNA3.1(+) /GFP, el cual sera utilizado como control experimental.

Cada cultivo se crecio en matraces con 200 mL de caldo LB adicionado con ampicilina
como antibiotico de seleccion, posteriormente se incubd durante 14 hrs a 37°C en

agitacion continua a 250 rpm. Una vez que pasoé el tiempo del crecimiento, se centrifugo
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el medio a 5000 rpm por 10 min, para obtener la pastilla de cada una de las clonas. A
partir de la formacion de los pellets se procedié con el protocolo de purificacion a gran
escala siguiendo las instrucciones de protocolo de PureLink™ HiPure Plasmid Filter

Maxiprep Kit (Invitrogen).
6.9 Cultivo celular

Para los ensayos in vitro para determinar la expresion del plasmido vacunal DNA-WT1
se utilizo la linea celular BI6F10 y 4T1 nuestra linea celular de interes, estas fueron
cultivadas en medio DMEM (Life Technologies, Invitrogen) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) a 37°C en una atmosfera de 95% de O2 y 5% de CO2. Para la
pruficacion del antigeno WT1 que fue utilizado para la prueba de hipersensibilidad

retardada se utilizo la linea celular K562, la cual sobreexpresa WT1.

6.10 Determinacion de la expresion de WT1 en la linea celular B16F10, 4T1 y
K562 por medio de un PCR tiempo real.

Para analizar la expresion endogena de WT1 en las lineas celulares de interés, se realiz
una RT-PCR a partir de pellets obtenidos de estas lineas celulares. Se realizo la extraccion
de RNA empleando Trizol adicionando 1 mL para la lisis celular, se incub6 por 5 min a
temperatura ambiente, y se afiadio 200 pL de cloroformo y se agito vigorosamente por
15 s, a la mezcla se dejo en incubacidn por 2 min a temperatura ambiente y se centrifugd
a 12,000 g por 5 min a 4°C. Después de centrifugar, se tomo la fase acuosa que es donde
se encuentra el RNA, la precipitacion se realizé en un tubo eppendorf con 500 pL de
isopropanol, se dejo incubar a temperatura ambiente por 10 min, en seguida se centrifugo
a 12,000 g por 10 min a 4°C, se lavo el pellet con 1 mL de etanol al 75%. Se mezcld y
después se centrifugo a 7,5000g por 5 min a 4°C, se dejo secar de 5 a 10 min para
posteriormente re suspender en 50 pL de agua libre de RNasa. Las muestras se incubaron

a 55°C de 10 a 15 min para posteriormente leer su concentracion.

Para cada reaccion se adiciono en un tubo eppendorf un volumen de 10 uLL que contendra
5 pug de RNA, 2 puL de 10X TR Buffer, 0.8 uL de 25X dNTP MIX, 2 puL de 10X RT
Random Primers, 1 pL. de Multitranscribe TM Revers Transcriptase y 4.2 uL de agua

libre de RNAsa. La reaccion se llevo a cabo en el termociclador con las siguientes
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condiciones: 1 min a 25°C, 120 min a 37°C y 5 min a 85°C. RT-PCR para expresion de
WTI1 y GA3PDH. La reaccion se realizé con 5 uL de cDNA, 5 puL de 5X My Taq
Reaction, 0.5 pL de Primers Foward y Reverse, 0.5 My Taq DNa Polymerase y agua
suficiente para un volumen total de 25 pL. Los productos de PCR se corrieron en un gel

de agarosa al 1.2% y se observé en un fotodocumentador.

Tabla 6. Secuencias de primers para determinar WT1

Gen Primers Fragmento
WT1 Forward 5’-CACATGAGAGAACGCCCCTTCATGTG- | 160 pb
3 2

Reverse 5’-TTTGAGCTGGTCTGAACGAGAAA-3’

GA3PDH Forward 5°- ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ 452 pb

Reverse 5’- TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’

Tabla 7. Condiciones de reaccion PCR

GA3PDH 94°C 40s 60°C 30s 72°C 40s 35

6.11 Determinacion de la expresion de WT1 en la linea celular B16F10, 4T1 y
K562 por medio de un qPCR.

Para cada reaccion relacionada con el WT1, se utilizé un volumen de 4 uL de DNAc,
acompafiado de 10 uL de Master Mix, 1 pL de GA3PDH (que sirve como control
endogeno) y 0,7 uL de la sonda WT1, con el volumen total ajustado a 20 pL utilizando
agua tratada con DEPC. Todas las reacciones experimentales se realizaron por triplicado

y el andlisis posterior de los datos resultantes se facilit6 mediante la aplicacion del
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software termociclador de PCR en tiempo real (Applied Biosystems 7500 Software
v2.0.1).

6.12 Transfeccion de la vacuna DNA-WT1 en la linea B16F10 en placa de 6 pozos

Para determinar si el pldsmido expresa el péptido de la vacuna, se realizaron ensayos en
placa de 6 pozos. Se cultivaron 100,000 células de B16F10 y se dejaron incubando toda
la noche. Al dia siguiente se retir6 el medio y se agregd medio fresco adicionado con 0.2
uL de PEI a 150 mM por duplicado como control experimental y el plasmido vacunal
DNA-WTI (2 pg y 4 ng) acomplejado con PEI a 150 mM como agente de transfeccion.
Una vez que se cumplieron las 48 hrs, las células fueron sometidas a una extraccion total
de proteinas para Western Blot.

A. Extraccion de proteinas y Western blot

Los pellets obtenidos de los ensayos fueron resuspendidos con 100 puL de buffer de

lisis Triton 1%, NaCl 150 mM, Tris 25 mM a un pH de 7.6) y fueron incubados en

hielo por 30 minutos, mezclando por inversion cada 10 minutos. Posterioremnte las

células fueron centrifugadas a 7,500 rpm por 5 minutos y el sobrenadante fue

transferido a un tubo estéril y almacenado a -80°C hasta su uso.

B. Cuantificacion de proteinas por método de Bradford.

La concentracion de proteinas se determino usando el Kit Bio-Rad DC Protein Assay

siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la cuantificacion de los extractos

proteinicos se prepararon diluciones de 1:5.

C. Electroforesis en gel SDS-PAGE

Se tomd 50 ug de proteina total y se desnaturalizaron en buffer de carga que contiene

SDS y f-mercaptoetanol, se colocaron a 95° por 5 minutos y después se cargaron en

geles de acrilamida-SDS page al 12%, corrien por 40 V por 15 min y se incremento

el voltaje a 100 V por 2 hrs. Posteriormente se transifirio las proteinas del gel a una

membrana de nitrocelulosa usando un casete de trasnferencia de proteinas en

condiciones de 75 V por 90 min, finalizando la trasnferencia se bloqueo la membrana

con una solucion de TBS-Tween al 1x con leche al 5%.

32



6.13 Animales.

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 6 a 10 semanas de edad. Los animales
fueron sometidos en ciclos de 12 hrs de luz y 12 hrs de oscuridad, siendo alimentadas con

dieta de roedores y agua ad libitum.

Llevando a cabo el esquema de inmunizacion que se describird mas adelante, se
anestesiaron a los ratones con Ketamina y Xilazina al 10% en el dia 21 y se eutanizaron
a los ratones por dislocacion cervical. El tejido pulmonar fue diseccionado y almacenado
en formalina y congelado a -80°C hasta su uso. De la misma manera, los sueros de los

ratones seran colectados segun el esquema de inmunizacidon previamente descritos.

6.14 Inmunizacion de los ratones Balb/c con la vacuna DNA-WT1 a traves de la

administracion subcutanea.

Los grupos aplicados para las inmunizaciones de los ratones Balb/c con la vacuna de
DNA-WTI fueron los siguientes:

e Grupo 1: pcDNA3.1(+)/ GFP + Adyuvante

e Grupo 2: Vacuna DNA-WT1 + Adyuvante

e Grupo 3: Vacuna DNA-WT1

e Grupo 4: Solucion Salina
Se administré 20 ug de la vacuna de DNA-WT1 acomplejado con PEI por raton re
suspendidos en solucion salina estéril a un volumen total de 100 puL y en los grupos con
adyuvante utilizando Frenud’s incomplete adjuvant (Sigma F-5506) en un volumen de
100 pL . Se aplico este mezcla por via subcltanea y se inmuizaron a los ratones Sangrado

y obtencion del suero de los ratones Balb/c inmunizados

Se llevo a cabo el sangrado y obtencion de suero de los diferentes grupos de ratones en
el dia 14 y 21 post inmunizacion por puncion retro orbital utilizando un capilar de vidrio.
Una vez que se obtuvo la sangre, se procedio a centrifugar cada muestra a 1500 rpm por
10 min, al finalizar se tomo el suero y se pas6 a un tubo eppendorf nuevo y se almacend

a -80°C hasta su uso.
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6.15 Sacrificio de animales

En el dia 35 del experimento se administrara una sobredosis de Ketamina y Xilazina al

10% para posteriormente realizar una dislocacion cervical.

6.16 Especificidad antigénica de la inmunizacion subcutinea con DNA-WTlen

ratones Balb/c.

A. Citotoxicidad celular

Para la determinacion de la capacidad citotoxica especifica al antigeno de WT1, se
obtuvo los espelocitos a partir del bazo extraido de los ratones inmunizados con la
vacuna DNA-WT]1, estos esplenocitos fueron co-cultivados con las células 4T1 (con
expresion de WT1) en un radio de 20:1 y 10:1 (células efectoras: células blanco), una

vez que pasaron las 24 hrs se llevé a cabo un andlisis de viabilidad celular mediante

MTT.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacion y prediccion de los epitopos que se encuentran en la vacuna

de DNA-WT1

Los epitopos predichos por la base de datos de IEDB con un umbral de >0.4 por VaxiJen
fueron coinsiderados como epitopos inmunogénicos. Dentro de los cuales se encontraron
4 epitopos de 9 aminodcidos correspondientes a la clase I con una puntuacion de
antigenicidad entre 0.7120-1.1742 con los respectivos HLA a los que se puede unir

respectivamente (Tabla 7).

Para la identificacion de los epitopos de clase II se identificaron 3 epitopos constituidos
de 15 aminodacidos. El rango de antigenicidad se encuentra dentro del 0.5405-0.8012
respectivamente. Asi mismo se report6 los HLA a los que se le puede unir (Tabla 8). Estos

epitopos predichos son homologos a los del modelo murino.

AC: vacuna 1 (261 bases)
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Figura 12. Plot de antigenicidad de la secuencia de la vacuna de DNA-WT1.

Tabla 8. Prediccion de antigenicidad de los epitopos de MHC clase I de la secuencia
de la vacuna de DNA-WT1. La antigenicidad fue calculada mediante VaxiJen 2.0 (modelo
tumoral) e IEDB. Epitopos con score >0.4 (VaxiJen v2.0) y >0.10255 (IEDB) fueron

cosiderados positivos.

T cell epitopes
RMFPRAPYL  SENHTAPIL RIHTHGVFR HTHGVFRGI
Antigenic 1.0656 0.7120 1.1453 1.1742
score
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(VaxiJen

v2.0)

Antigenic 0.10255 0.173 0.2162 0.2584

score

(IEDB)

Puntuacion 0.9092 0.9803 0.9330 0.7508

del péptido

Percentil 0.01 0.01 0.01 0.07

de afinidad

Inicio (aa) 40 187 201 203

Final (aa) 48 195 209 211

Longitud 9 9 9

Alelo A*32:01, B*40:01, A*31:01, A*68:02, A*32:01,

HLA-I A*02:01, B*44:03, A*30:01, A*30:01, A*26:01,
A*02:03, B*44:02, A*03:01, B*57:01, B*51:01,
A*30:01, B*15:01, A*11:01, A*02:06, A*02:03,
A*02:06, B*35:01, A*33:01, B*58:01, A*30:02,
B*08:01, B*53:01, A*68:01, A*68:01, A*24:02,
B*15:01, B*07:02, A*32:01, A*33:01, A*23:01,
A*23:01, A*02:06 A*30:02/ B*07:02, A*02:01,
A*30:02, B*51:01, B*15:01, A*31:01, B*53:01,
A*24:02, B*08:01, A*26:01, B*08:01, A*11:01,
A*31:01, A*26:01, B*07:02, B*15:01, A*03:01,
A*03:01, A*01:01, A*02:01 B*44:02, A*01:01,
B*07:02, A*23:01, A*24:02, B*35:01, B%*44:03,
B*58:01 A*24:02, B*57:01, B*40:01
B*57:01, A*30:02, A*01:01,
B*40:01, A*32:01, A*02:06,
B*51:01, A*02:01, A*02:03,
A*68:02, A*68:02, A*23:01,
A*26:01, A*02:03, B*58:01,
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A*33:01,
A*11:01,
A*44:02

B*53:01,
A*01:01,
B*35:01,
B*44:03,
A*68:01

B*58:01,
A*11:01,
A*68:01,
A*30:01,
A*03:01,
B*57:01,
A*33:01,
A*31:01

A*68:02,
B*44:02,
B*35:01,
B*44:03,
B*40:01,
B*08:01,
B*53:01,
B*51:01

Tabla 9. Prediccion de antigenicidad de los epitopos de MHC clase II de la secuencia

de la vacuna de DNA-WTI. La antigenicidad fue calculada mediante VaxiJen 2.0
(modelo tumoral) e IEDB. Epitopos con score >0.4 (VaxiJen v2.0) y >0.10255 (IEDB)

fueron cosiderados positivos.

T cell epitopes

GVFRGIQGVRRVSGYV | CGAQYRIHTHGVFRG | KRYFKLSHLQMHSRK
Antigenic 0.6751 0.8012 0.5405
score
(VaxiJen
v2.0)
Antigenic 93.392 75.2938 84.6877
score
(IEDB)
Puntuacio 0.8382 0.6676 0.1113
n del
péptido
Percentil 0.08 0.49 1.8
de
afinidad
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Inicio (aa) 206 196 246

Final (aa) 220 210 260

Longitud 15 15 15

Alelo DRB1*03:01/DRB1*07 DRB1*03:01/DRB1*07:01 DRB1*03:01/DRB1*07:01

HLA-I :01/DRB1*15:01/DRB /DRB1*15:01/DRB3*01:0  /DRB1*15:01/DRB3*01:0
3*01:01/DRB3*02:02/ 1/DRB3*02:02/DRB4*01: | 1/DRB3*02:02/DRB4*01:
DRB4*01:01/DRB5*01 01/DRB5*01:01 01/DRB5*01:01
:01

Posteriormente, se realiz un alineamiento para identificar la conservacion de la proteina

codificada por la vacuna de DNA-WT], la cual muestra una conservacion del 96% de

identidad.

Wilms tumor homolog, partial [Mus musculus]
Sequence ID: EDL27737.1 Length: 413 Number of Matches: 1

Range 1: 53 to 311 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
512 bits(1319) 3e-180 Compositional matrix adjust. 249/259(96%) 254/259(98%) 0/259(0%)

Query 2 VSAFTLHFSGQFTGTAGACRYGPFGPPPPSQASSGQARMFPRAPYLPRGLESQPTIRNQG 61
+SAFTLHFSGQFTGTAGACRYGPFGPPPPSQASSGQARMFP APYLP LESQPTIRNQG
Sbjct 53  LSAFTLHFSGQFTGTAGACRYGPFGPPPPSQASSGQARMFPNAPYLPSCLESQPTIRNQG 112

Query 62  YSTVTFDGAPSWGHTPSHHAAQFPNHSFKHEDPMGQQGSLGEQQYSVPPPVWGCHTPTDS 121
YSTVTFDGAPS+GHTPSHHAAQFPNHSFKHEDPMGQQGSLGEQQYSVPPPV+GCHTPTDS
Sbjct 113 YSTVTFDGAPSYGHTPSHHAAQFPNHSFKHEDPMGQQGSLGEQQYSVPPPVYGCHTPTDS 172

Query 122 CTGSQALLLRTPYSSDNLYQMTSQLDCMTWNQMNLGATLKGMAAGSSSSVKGTEGQSNHG 181
CTGSQALLLRTPYSSDNLYQMTSQL+CMTWNQMNLGATLKGMAAGSSSSVK TEGQSNHG
Sbjct 173 CTGSQALLLRTPYSSDNLYQMTSQLECMTWNQMNLGATLKGMAAGSSSSVKWTEGQSNHG 232

Query 182 TGWESENHTAPILCGAQYRIHTHGVFRGIQGVRRVSGVAPTLVRSASETSEKRPFMCAYP 241
TG+ESENHTAPILCGAQYRIHTHGVFRGIQ VRRVSGVAPTLVRSASETSEKRPFMCAYP
Sbjct 233 TGYESENHTAPILCGAQYRIHTHGVFRGIQDVRRVSGVAPTLVRSASETSEKRPFMCAYP 292

Query 242 GCNKRYFKLSHLQMHSRKH 260
GCNKRY FKLSHLQMHSRKH
Sbjct 293 GCNKRYFKLSHLQMHSRKH 311

Figura 13. Alineamiento de la secuencia peptidica de la vacuna DNA-WTI. La
secuencia aminodacidica de la proteina codificada por la vacuna de DNA-WTI1 fue
alineada en protein BLAST del NCBI.
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WT1 protein [Homo sapiens]
Sequence ID: AAH32861.1 Length: 302 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 302 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
608 bits(1567) 0.0 Compositional matrix adjust. 291/303(96%) 295/303(97%) 3/303(0%)
Query 215 QGYSTVTFDGAPSYGHTPSHHAAQFPNHSFKHEDPMGQQGSLGEQQYSVPPPVYGCHTPT
+GYSTVTFDG PSYGHTPSHHAAQFPNHSFKHEDPMGQQGSLGEQQYSVPPPVYGCHTPT
Sbjct 3 KGYSTVTFDGTPSYGHTPSHHAAQFPNHSFKHEDPMGQQGSLGEQQYSVPPPVYGCHTPT
Query 275 DSCTGSQALLLRTPYSSDNLYQMTSQLECMTWNQMNLGATLKGMAAGSSSSVKWTEGQSN
DSCTGSQALLLRTPYSSDNLYQMTSQLECMTWNQMNLGATLKG+AAGSSSSVKWTEGQSN
Sbjct 63 DSCTGSQALLLRTPYSSDNLYQMTSQLECMTWNQMNLGATLKGVAAGSSSSVKWTEGQSN
Query 335 HGTGYESENHTAPILCGAQYRIHTHGVFRGIQDVRRVSGVAPTLVRSASETSEKRPFMCA
H TGYES+NHT PILCGAQYR+HTHGVFRGIQDVRRV GVAPTLVRSASETSEKRPFMCA
Sbjct 123 HSTGYESDNHTTPILCGAQYRMHTHGVFRGIQDVRRVPGVAPTLVRSASETSEKRPFMCA
Query 395 YPGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTGEKPYQCDFKDCERRFSRSDQLKRHQRRHTGVKPFQCK
YPGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTGEKPYQCDFKDCERRFSRSDQLKRHQRRHTGVKPFQCK
Sbjct 183 YPGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTGEKPYQCDFKDCERRFSRSDQLKRHQRRHTGVKPFQCK
Query 455 TCQRKFSRSDHLKTHTRTHTGKTSEKPFSCRWHSCQKKFARSDELVRHHNMHQRNMTKLQ
TCQRKFSRSDHLKTHTRTHTG EKPFSCRW SCQKKFARSDELVRHHNMHQRNMTKLQ
Sbjct 243 TCQRKFSRSDHLKTHTRTHTG———EKPFSCRWPSCQKKFARSDELVRHHNMHQRNMTKLQ
Query 515 LAL 517

LAL
Sbjct 300 LAL 302

Figura 14. Alineamiento de la secuencia peptidica de la proteina de WT1 murino y
de humano. La secuencia aminoacidica de la proteina de WT1 de murino (niimero de
acceso: NP_659032.3) y de la de humano (nimero de acceso: AAH32861.1)

7.2 Analisis de la estructura primaria y secundaria del constructo de la

vacuna de DNA-WT1.

A través del andlisis de SOPMA, se identificd conformaciones de la estructura primaria
y secundaria de la vacuna de DNA-WTI. En la Figura 12 (A), se observa la presencia de
13 residuos organizados en hélices alfa (4.98%), 23 resiudos en ldminas extendidas
(8.81%) y 225 residuos en conformaciéon de espiral aleatoria (86.21%). Estos datos
reflejan que la proteina tiene una naturaleza desordenada compuesta de 225 aminoacidos.
En la figura 12 (B), se muestra la grafica correspondiente a la puntuacion obtenida en la

prediccion estructural.
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Figura 15. Grafico predicitvo de la estructura secundaria del constructo de la
vacuna de DNA-WT1. Las hélice alfa son representadas en azul, mientras que laminas

beta y extendias se muestran en rojo y verde, respectivamente.

7.3 Docking molecular del constructo de la vacuna de DNA-WT1 y la

proteina de WT1 nativa.

Por medio de AlphaFold se realizo6 el docking de la proteina nativa de WT1 y de la vacuna
de DNA-WT1 (Fig. 14 A) y se muestra la estructura de la vacuna de DNA-WTI en
modelo de cintas y de superficie (Fig. 14 B y C).
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Figura 16. Representacion tridimensional del constructo vcunal de DNA-WT1. A)
Modelo tridimensional de la proteina WT1 nativa (azul) en comparacion con la proteina

de WT1 codificada por la vacuna (rosa). B) Representacion en forma de cintas de la
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proteina codificada por el constructo de DNA-WT1. C) Modelo de superficie de la
proteina codificada por el constructo de la vacuna de DNA-WTT (rosa), donde es visible

la estructura secundaria interna (cian).

La figura 15 muestra el modelo tridimensional de la vacuna con la localizacion de los
epitopos mas inmunogénicos de clase MHC-I y II reportados anteriormente en la tabla 7
y 8 en la proteina nativa de WT1 (Fig. 16 Ay B). y la localizacion de estos epitopos en la
vacuna de DNA-WTT. Por lo que, tanto en la proteina de WT1 nativa y de vacuna de

DNA-WTI1 muestran sus epitopos en la superficie.
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Figura 17. Modelo tridimensional de superficie de los epitopos de MHC-1 y MHC-
II en WT1 nativo y de la vacuna de DNA-WT1. A) Epitopos de MHC-I en la proteina
WTI nativa. B) Epitopos de MHC-II en la proteina WT1 nativa. C) Epitopos de MHC-I
en la vacuna de DNA-WT]1. D) Epitopos de MHC-II en a vacuna de DNA-WTT.

7.4 Prediccion de parametros fisicoquimicos, antigenicidad y alergenicidad

de la vacuna de DNA-WT1.

Los parametros fisicoquimicos evaluados incluyendo la composicién de aminoécidos,
punto isoeléctrico, indice alifatico y promedio general de hidropaticidad (GRAVY), asi
como la vida media estimada in vitro e in vivo utilizando el servidor ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam). Estos andlisis revelaron pardmetros fisicoquimicos y

una vida teorica media compatibles con el desarrollo vacunal.

Las propiedades fisicoquimicas, antigenicidad, alergenicidad y toxicidad se evaluaron
mediante VaxiJen v3.0, AllerTOP v2.0. VaxiJen determin6 que la vacuna de DNA-WT1
constituye un antigeno probable (valor de 0.5821), superando el umbral de positividad

>0.4. Posteriormente AllerTOP v2.0 confirm¢ la ausencia de propiedades alergénicas.
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El porcentaje de solubilidad de la vacuna de DNA-WTI1 en E.coli fue predicha por
protein-sol (https://protein-sol.manchester.ac.uk/) calculando la solubilidad de las

proteinas basadas en la solubilidad de las proteinas en E.coli.

Tabla 10. Propiedades fisicoquimicas, antigenicidad y alergénicidad de la vacuna de

DNA-WTI.
Propiedades Resultados predichos
No. total de aminoacidos 260 aa
Peso Molecular 28373.71
Formula C1236H1878N3680373516
pI teérico 9.26 (basico)
No. total de atomos 3871
Vida media estimada 1.9 h (reticulocitos de mamiferos, in
Vitro)

> 20 horas (levadura, in vivo)

> 10 horas (Escherichia coli, in vivo)

Indice de inestabilidad 49.48
Indice alifatico 46.40
Promedio general de hidropaticidad -0.600
(GRAVY)
Antigenicidad 0.5821 (ANTIGENO)
Alergenicidad No alergénico
Toxicidad No toxico

42



7.5 Analisis de la cobertura poblacion de los epitopos inmunogénicos de la

vacuna de DNA-WT1

El analisis de cobertura poblacional mundial mostré que los epitopos de clase I de la
vacuna DNA-WTI estima una cobertura del 98.55%, mientras que los de clase II un

49.02%. La combinacion de ambas clases de epitopos incrementa la cobertura a 99.26%.
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Figura 18. Cobertura poblacional global de la vacuna de DNA-WT]1. A la izquierda
se muestra la cobertura estimada paralos epitopos de clase I, mientras que a la derecha

corresponde a los epitopos de clase II.

Este mismo analisis realizo en la poblacion mexicana, obteniendo una cobertura estimada
de 97.97% para epitopos de clase I y 19.29% para los de clase II. La combinacién de
ambas clases, alcanza una cobertura de aproximadamente 98.37%, lo que sugiere una alta

probabilidad de reconocimiento en la poblacion especialmente de los epitopos de clase 1.
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Population: Mexico
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Figura 19. Cobertura poblacional en México de la vacuna de DNA-WT]1.
7.6 Perfil de la estimualcion del sistema inmune de 1a vacuna de DNA-WT1.

El andlisis de la simulacién inmunolégica (C.IMMSIM) muestra una activacion del
sistema inmune innato y adaptativo como resultado de la administracion del antigeno en
combinacion con un adyuvante. La respuesta humoral (Fig. 18 A) muestra una rapida
produccion de anticuerpos donde IgM es la primera en detectarse y posteriormente un
aumento de las clases IgG1 e IgG2, alcanzando un pico en el dia 5 y 10. Posterior al dia

10, se observo una disminucion gradual.

Las células B totales (Fig. 18 B) incrementaron hasta el dia 5, alcanzando un maximo de
~600 células/mm?3, estas se mantuvieron a niveles estables. Ademas, se observa la
predominancia de las células B activas y duplicantes en los primeros dias, sin embargo a

partir del dia 10 se observa una transicion hacia estados de reposo y anergia.

La poblacion total de células T CD8+ se vio aumentada hasta el dia 10, alcanzando un
maximo de 150 células/mm?. Estas células presentaron una expansion activa y
duplicacion durante los primeros 15 dias, posteriormente se evidencid un incremento en
el estado anérgico. En cuanto a las células T helper (Th) (Fig. 18 F y G) se presentaron
de forma robusta, con un pico de poblacion total alrededor de dia 7 (~6000 células/mm?)
aproximadamente en cual después se estabilz6. Los estados funcionales muestran que,

tras la fase de activacion temprana, predominan células en estado de reposo y memoria.
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En el contexto de la inmunidad innata, las células dendriticas (DC) mostraron un aumento
en el estado presentador hasta el dia 10, posteriormente se observa una disminucion. Los
macrofagos tambien muestran una fase incial de actividad fagocitica y presentadora. Las
células NK y las células epiteliales presentadoras tambien muestran poblaciones
constantes, sin expansion significativa. Por ultimo, en las citocinas se puede observar un

incremento de IFN-gamma, TGF-b e IL-2.

100000

— 0
2 s
anys days
TC cel popuiaton per
1200 1
1 ACT
ouPLICAT
1000 RESTING
ANERGLC (y2)
05 0.
800
o 500 o %
g H
£ 400
0s 0
200
1080 1 0 1
10 20 0 0 s 1 o 25 » 3
days day

E)

K cell population (cells per mm?)

DC population per state (cells per mm?)

380 .
[ Total — INTERNALIZED
PRESENTING 1 ——
70 37 PRESENTING 2 ——
200 ot —
350 360 W —
gESTIY
350 350 150 ) !
300 ! 30
330 [ 0 100
20l 320
‘ 50
310 [ 30
300 300 o
o s 10 15 2 25 30 3 o s 1 15 2 25 3 3
doy days

450000

400000

6D

350000 | TNF-a

300000

4 250000
5

2 200000

150000

100000

50000

Figura 20. Simulacion de la respuesta inmunitaria del humano tras la inmunizacion

con la vacuna de DNA-WT1.
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(-COOH)

DNA-WTI (261 aa)

SGQARMFPRAPYLPRGLES KRYFKLSHLQMHSRKH

RMFPRAPY CMTWNQMNL

Secuencia de amino4cidos codificada por la vacuna DNA-WT1:
SMVSAFTLHFSGQFTGTAGACRY GPFGPPPPSQASSGOARMFPRAPYLPRGLES
QPTIRNQGYSTVTFDGAPSWGHTPSHHA AQFPNHSFKHEDPMGQQGSLGEQQY
SVPPPVWGCHTPTDSCTGSQALLLRTPYSSDNLYQMTSQLDCMTWNQMNLGA
TLKGMAAGSSSSVKGTEGQSNHGTGWESENHTAPILCGAQYRIHTHGVFRGIQG
VRRVSGVAPTLVRSASETSEKRPFMCAYPGCNKRYFKI SHL QMHSRKH

Figura 21. Secuencia de aminoacidos codificados por la vacuna de DNA-WTI.
Descripcion de la secuencia de la vacuna de DNA-WT1, que incluye los epitopes de clase

I (en negritas) y clase II (subrayado).

7.7 Caracterizacion de la vacuna DNA-WT1

La construccion del pldsmido vacunal DNA-WT1 de la figura 21 fue previamente
visualizada en el laboratorio (Chavez, K. 2017) en un gel agarosa al 0.8% con enzimas
de restriccion EcoRI y Xhol, los cuales flanquean el inserto de la secuencia condificante

correspondiente a 800 pb que coincide con el producto esperado de 815 pb.
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Figura 22. Caracterizacion de la vacuna con enzimas de restriccion EcoRI y Xhol.
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7.8 Analisis de la expresion de la vacuna DNA-WT1 in vitro

La expresion del plasmido vacunal en la linea celular de melanoma murino B16F10
mediante la transfeccion con la vacuna DNA-WTI1 fue previamente realizada en el
laboratorio (Chavez, K. 2017). Las proteinas totales fueron analizadas por Western blot.
La figura 23 muestra el resultado de la visualizacién de la banda de 52-54 kDa que
representa a la proteina de WT1 wild type y una banda de aproximadamente 25 kDa que

corresponde al peso de la proteina codificada por la vacuna de DNA-WTI.

WT 1 SILVESTRE

52-54 kDa

DNA-WT1 25-30 kDa

B-Actina 42 kDa

Figura 23. Expresion de la proteina de WT1 de la vacuna de DNA-WT1 y WT1
nativa en células de melanoma murino B16F10. El peso molecular de WT1 nativa
corresponde a 52-54 kDa y de la vacuna de DNA-WT1 entre 25 y 30 kDa. Como control

positivo se utilizo la proteina endégena b-actina.

7.9 Analisis de la expresion de WT1 en las lineas celulares 4T1, B16F10 y
K562.

Para determinar la expresion de WT1 en las lineas celulares de interés se realizo un RT-
PCR visualizandolo en un gel de agarosa de 1.2%. En la figura 22 se observan tres bandas
de aproximadamente 160 pb correspondiente al producto que se obtendria con los primers

de WT1. Esto confirma que las tres lineas celulaexpresan WT1I.
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Figura 24. Expresion de WT1 en las lineas celulares 4T1, B16F10, K562 por RT-
PCR. Carril 1: Expresion basal de WT1 en las células 4T1; Carril 2: Expresion basal de
WT1 en las células B16F10; Carril 3: Expresion basal de WT1 en células K562.

7.10 Expresion relativa de WT1 en lineas celulares B16F10, 4T1 y K562.

Por medio de una PCR tiempo real se determind la expresion relativa de WTI1 en
diferentes lineas celulares de interés (B16F10, 4T1 y K562). En donde se observa que
WT]1 se encuentra en mayor expresion en las células K562 (leucemia mieloide cronica)
mostrando una expresion de 1511396.3, seguido de B16F10 (melanoma murino) con una
expresion de 364181.592 y por tltimo con menor expresion 4T1 (cancer de mama murino

triple negativo) con una expresion relativa de 12176.4499.
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Figura 25. Expresion relativa de WT1 en lineas celulares B16F10, 4T1 y K562
mediante una PCR tiempo real. En la expresion relativa del mRNA de WT1 mediante
RT-gPCR en las diferentes lineas celulares se observa que una expresion baja de 4T1 en
comparacion con las lineas celulares B16F10 y K562. Estos datos fueron normalizados

utilizando GA3PDH como gen enddgeno.
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7.11 Efecto citotoxico de los esplenocitos obtenidos a partir de los ratones
inmunizados via subcutanea en contra de las lineas celulares B16F10 y

4T1.

Se seleccionaron imagenes representativas tres ratones de cada uno de los cuatro grupos:
Solucion Salina, GFP + Adyuvante, Vacuna DNA-WT1 y Vacuna DNA-WTI1 +
Adyuvante. En estas imagenes se puede visualizar como los bazos de la solucion salina,
la vacuna de DNA-WTI con y sin adyuvante presentan un tamafio promedio en
comparacion con el grupo de GFP + Adyuvante, ya que estos presentan un mayor tamafio

que los otros tres grupos.

A)

DNA-WT1 + Aay

B)

DNA-WTI1

O

GFP + Adyuvante

~...

D)

Solucion salina
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Figura 26. Imagenes representativas del tamafio de los bazos extraidos de ratones
inmunizados via subcititaea con los diferentes tratamientos. A) Bazos representativos
del grupo de la vacuna DNA-WT1 con adyuvante; B) Bazos representativos del grupo de
la vacuna DNA-WTT1 sin adyuvante; C) Bazos representativos del grupo de GFP con

adyuvante; D) Bazos representativos del grupo control de solucion salina.

Una vez que se extrajeron los esplenocitos, se realizo un pool de estas muestras
correspondientes a cada grupo para agregarlo a una placa de 96 pozos el cual previamente
las células BI6F10 y 4T1 habian sido sembradas. Se realiz6 una relacion 20:1 y 10:1 a
estas placas y se incubd durante 24 hr. A partir de esto se realiz6 el ensayo de MTT y se

leyo6 en un lector de placas a 570 nm.

En la linea celular B16F10 con relacion 20:1 se puede observar como hay mayor
viabilidad celular con la aplicacion del plasmido GFP y adyuvante en comparacion del
grupo control con solucién salina. Sin embargo, se puede visualizar como se obtuvo un
efecto citotdxico en el grupo vacunal DNA-WT1 con adyuvante y sin adyuvante, siendo
mas pronunciado en este Ultimo. En cuanto a la relacién 10:1 de esta misma linea celular
se muestra un efecto similar, sin embargo la viabilidad en el grupo de la vacuna de DNA-

WTI con y sin adyuvante fue mas fuerte en comparacion con la relacion 20:1.
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Figura 27. Efecto citotoxico de esplenocitos obtenidos a partir de ratones

inmunizados en contra de las células B16F10. A) Porcentaje de viabilidad de las células
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B16F10 en co-cultivo con esplenocitos de ratones inmunizados en una relacion 20:1. B)
Porcentaje de viabilidad de las células BI6F10 en co-cultivo con esplenocitos de ratones
inmunizados en una relacion 10:1. El experimento se realiz6 por triplicado y se incluy6

en la grafica la desviacion estandar.

Figura 28. Efecto citotoxico de esplenocitos obtenidos a partir de ratones
inmunizados en contra de las células 4T1. A) Porcentaje de viabilidad de las células
4T1 en co-cultivo con esplenocitos de ratones inmunizados en una relacion 20:1. B)
Porcentaje de viabilidad de las células 4T1 en co-cultivo con esplenocitos de ratones
inmunizados en una relacion 10:1. El experimento se realiz6 por triplicado y se incluy6

en la grafica la desviacion estandar.

7.12  Analisis de la reduccion de masa tumoral tras el implante de células

4T1 en ratones previamente inmunizados via subcutanea.

En el dia 33 post inmunizacioén y tras el implante de las células 4T1 en ratones, se
eutanizaron y se disecciono el tumor para la toma de fotografias. Se puede observar que
el grupo de la vacuna de DNA-WT1 con adyuvante dos ratones desarrollaron el tumor
que corresponde a raton 1 y 5. El raton 1 mostré un tumor de aproximadamente 0.8 g.
Mientras que el ratén 5 muestra un tumor de un peso de 0.2 g similar al grupo control de
solucidn salina (ambos tumores de este grupo control corresponden a un peso de 0.2 g).
Sin embargo, el grupo de la vacuna de DNA-WT]1 sin adyuvante solamente un raton
correspondiente al nimero 3 mostr6 aparicion tumoral de un peso de 0.05 g el cual es
mas pequefio en comparacion al grupo control. Posteriormente, el grupo de GFP y
adyuvante el raton 3 muestra un tumor similar al raton 1 del grupo de la vacuna de DNA-
WT1 con adyuvante con un peso de 0.9 g y el segundo tumor correspondiente al raton 4

muestra un tumor de tamafo similar al control correspondiente a 0.2 g.
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Figura 29. Imagenes representativas de los tumores diseccionados de los grupos de
ratones Balb/c inmunizados y retados con un modelo de cancer de mama murino
4T1. Las imagenes representan los tumores diseccionados después de eutanizar a los
ratones en los diferentes grupos: Vacuna DNA-WTI aplicada con adyuvante, Vacuna

DNA-WTI sin adyuvante, GFP aplicado con adyuvante y solucion salina como control.

7.13 Evaluacion de la seguridad del efecto de la vacuna DNA-WT]1 tras la
inmunizacion via subcutanea.

Durante el tiempo de inmunizacién y reto de las células 4T1 en los ratones inmunizados
se realizd un monitoreo de cada 3 dias de los pesos de los ratones. En base a la figura 30,
se tomaron los promedios de cada grupo por cada 3 dias hasta el dia 31 del experimento.
Durante este tiempo se observo poca diferencia en la pérdida de peso en comparaciéon a

los pesos tomados en el dia 0.
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Figura 30. Cinética del peso de ratones inmunizados. La grafica representa los pesos
promedios de los grupos de inmunizacion: Solucion salina, GFP con adyuvante, DNA-
WT1 y DNA-WT]I con adyuvante durante el desarrollo del experimento. En el grafico se

incluye la desviacion estandar.

Tabla 11. Representacion del porcentaje de masa de los grupos de ratones. La tabla

representa el promedio de peso inicial y final correspondiente a cada grupo representado

en gramos y la pérdida/ganancia final con su respectivo porcentaje de cambio.

Grupos Peso Inicial Peso Final A Peso (g) % Cambio
Solucion 28.26 26.76 - 1.48 -5.24%
salina
GFP + 26.775 29.725 +2.95 +11.01%
Adyuvante
Vacuna DNA- 28.82 31.52 +2.7 +9.36%
WT1
Vacuna DNA- 29.22 31.38 +2.16 +7.39%
WT1 +
Adyuvante
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7. DISCUSION

Se ha demostrado que las vacunas de DNA poseen numerosas ventajas en comparacion
con las modalidades de vacunacion alternativas; por lo general, son faciles de producir,
muestran una mayor estabilidad en comparacién con las vacunas que requieren un
mantenimiento riguroso de la cadena de frio debido a susceptibilidad a la degradacion,
pueden introducir multiples antigenos de manera efectiva y, lo que es mas importante, no
se limitan a un antigeno leucocitario humano (HLA) especifico como ocurre con las
vacunas peptidicas, lo que permite una aplicacion mas amplia en diversas poblaciones

(Safavi et al., 2021; L. Zhao et al., 2013).

El disefio de la vacuna de DNA-WT1 demostrdé un potencial inmunogénico robusto
(0.5821) mediante la integracion de epitopos que cumplen con los pardmetros de
antigenicidad tanto para el MHC clase I como clase II. Se discernieron un total de cuatro
epitopos de clase I y tres de clase II que superaron los umbrales de positividad

establecidos por VaxiJen y el IEDB, asegurando con ello su eficacia inmunoestimuladora.

Especificamente, los epitopos de clase I exhibieron puntuaciones elevadas de
antigenicidad junto con percentiles de afinidad, lo que significa una pronunciada
capacidad de interaccion con diversos alelos HLA. Esta caracteristica es crucial para la
activacion especifica de las células T CD8+, las cuales son fundamentales para ejecutar
la respuesta citotoxica contra las células tumorales. Ademas, los epitopos de clase II
demostraron una antigenicidad y afinidad por diversos alelos DRB1, lo que facilito la
activacion de las células T helper y posteriormente potencid las respuestas de memoria

humoral e inmunolégica.

Una caracteristica particularmente sobresaliente fue la cobertura poblacional estimada. A
nivel global, se anticipd que los epitopos incorporados dentro del disefio de la vacuna
podrian ser reconocidos por los sistemas inmunes del 99.26% de la poblacion, y
especificamente en el contexto de México, en 98.37% ya que incluye epitopos con alta
frecuencia en esta poblacion HLA-A*02, HLA-B*35:01 y HLA-B*40:02 para MHC-1 y
HLA-DRB1*04:07 para MHC-II (Arnaiz-Villena et al., 2020; Leal et al., 2005). Esta
cobertura casi universal refuerza la relevancia del constructo vacunal como instrumento

para futuras aplicaciones clinicas.
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El anélisis estructural de la proteina condificada por el pldsmido DNA-WT1 dilucidé que
los epitopos inmunogénicos estan situados en las regiones accesibles de la superficie de
la proteina. Esta configuracion es critica para su procesamiento por las células
presentadoras de antigenos (APC) y su posterior visualizacion a los linfocitos T (Sette &
Rappuoli, 2010). La proteina exhibid6 una conformacion predominantemente
desordenada, con 86% de su estructura adoptando una configuracion de regiones
aleatorias. Esta caracteristica, mas que ser un pasivo, puede conferir flexibilidad
estructural que potencia la interaccion del antigeno con el sistema inmune facilitando el
acceso a proteasas de las APC y promover interacciones dindmicas con receptores
inmunes (Dunker et al., 2013). Sin embargo, esta conformacion con alto contenido de
desorden estructural podria comprometer su estabilidad térmica pero esta flexibilidad
puede ser funcionalmente ventajosa en el reconocimiento molecular (Uversky, 2013).
Ademas, el parecido estructural entre la proteina recombinante y la forma nativa de WT1
puede suscitar una respuesta inmune especifica contra las células tumorales que

sobreexpresan este antigeno (Cheever et al., 2009; Sugiyama, 2010).

La vacuna de DNA-WTI1 exhibi6 un perfil bioquimico que se alinea con los criterios
necesarios para el desarrollo de una formulacion vacunal estable. Presenta un punto
isoeléctrico fundamental (pI de 9.26), un indice de solubilidad adecuado, y un valor
GRAVY negativo, que colectivamente sugieren una caracteristica hidrofilica favorable
propicia para la expresion y manipulacion. Ademas, las evaluaciones in silico de
toxicidad y alergenicidad descartaron la posibilidad de riesgos inmunoldgicos
indeseables, con lo que se afirmé que el constructo es no alergénico, no toxico, y posee
una semivida adecuada para la evaluacion preclinica (Dimitrov et al., 2014). Estos
atributos son criticos para garantizar su aplicacion experimental sin producir estos efectos

adversos en un modelo murino.

Los estudios in silico relativo a las respuestas inmunitarias demostraron una activacion
sistémica y eficaz del sistema inmune. Durante la fase inicial de la respuesta inmune
humoral se documento una sintesis preliminar de IgM, sucedida por una notable
proliferacion de IgG1 e IgG2, lo que implica una maduracién de la respueta inmune

acoplada a un interruptor de isotipo por la activacion de linfocitos T helper (Fink, 2012).
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Al mismo tiempo, se observé una proliferacion persistente de células T CD8+ junto a una
elevada secrecion de citocinas proinflamatorias, incluyendo IFN-y e IL-2, lo que significa
un cambio hacia una respuesta inmune tipo Thl, que es particularmente potente dentro
del paradigma de la inmunoterapia antitumoral (Melero et al., 2014). La formaciéon
poblaciones de células T de memoria, junto con la activacion de células presentadoras de
antigenos como células dendriticas y macrofagos, fundamenta la nocion de que el
constructo no solo induce una respuesta inmune efectiva sino que también cultiva una

inmunidad duradera (Saade & Petrovsky, 2012).

La caracterizacion molecular del plasmido mediante digestion con enzimas de restriccion
corrobord la presencia del inserto, el cual exhibio el tamafio anticipado de
aproximadamente 815 pb. Siguiendo esto, se evalud su funcionalidad en células de
melanoma murino B16F10, donde se detectd la expresion de la proteina de
aproximadamente 25-30 kDa, correspondiente al antigeno disefiado. Estos resultados no
s6lo afirma la integridad estructural del plasmido sino que también ilustran su capacidad
para expresar el antigeno, potenciando asi su utilidad potencial como agente

inmunoterapéutico.

En las evaluaciones ex vivo, los esplenocitos recolectados de ratones inmunizados con la
vacuna DNA-WT1 mostraron un efecto citotdoxico contra la linea celular B16F10 (que
presenta una expresion elevada de WT1), en contraste con la linea 4T1 (caracterizada por
una expresion mas baja). Esta observacion subraya el procesamiento y la presentacion
adecuados de los antigenos endogenos por parte de las células transducidas y las células
presentadoras de antigenos especializadas (APC), lo que mejora el reconocimiento por
parte de las células T CD8+ y su posterior impacto citotoxico en las células con una

expresion pronunciada de WT1(Robinson, 1999).

A diferencia de las vacunas convencionales que requieren el uso de adyuvantes, las
vacunas de DNA poseen caracteristicas inmunoestimuladoras innatas, activadas por los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) del sistema inmunitario innato, que
incitan sefiales proinflamatorias y facilitan la maduraciéon de las APC (Suschak et al.,

2016). Como resultado, la vacuna DNA-WT1 administrada sin ningtin adyuvante produjo
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un efecto profilactico significativamente mejorado en comparacién con su contraparte

que contenia adyuvante, lo que demuestra sus notables capacidades de autoadyuvacion.

En ultima instancia, la monitorizacion del peso corporal de los modelos murinos validd
el perfil de seguridad de la vacuna. Los ratones vacunados, independientemente de la
presencia de adyuvante, mostraron un aumento de peso a lo largo del experimento, en
marcado contraste con el grupo de control (que recibid solucion salina), que experimentod
una disminucion de peso notable. Segiin Zhao y otros, de 2022, se considera que una
pérdida de peso del 5 al 10% entra dentro del ambito de las fluctuaciones fisiologicas
normales en los animales jovenes (H. Zhao et al., 2022). Esto sugiere que el DNA-WT]I
no induce ningun efecto adverso fisioldogico y que la presencia del adyuvante no

proporciono ningun beneficio adicional en cuanto a la seguridad.
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8. CONCLUSION

La vacuna DNA-WT1 demostrd un efecto citotéxico mejorado en comparacion
con la administracién de la misma vacuna junto con el adyuvante.

La proporcion elevada de esplenocitos con respecto a las células tumorales
aumento el efecto citotdxico en el grupo de la vacuna sin adyuvante, a diferencia
del grupo que recibi6 la vacuna combinada con adyuvante, en las lineas celulares
B16F10 y 4T1.

La eficacia de la vacuna DNA-WTT1 esta directamente asociada con los niveles de
expresion de WT1; una mayor expresion dentro de la linea celular se correlaciona
con un efecto citotoxico mas pronunciado observado in vitro.

La vacuna DNA-WT1 se considera segura en un modelo murino, ya que la
monitorizacion del peso corporal indicé un aumento en relacion con el peso inicial
de los sujetos.

No se observaron efectos adversos en los ratones tratados con la vacuna DNA-
WT1

La vacuna DNA-WTI1 presenta un efecto profilactico, como lo demuestra el
crecimiento tumoral minimo observado en comparacion con el grupo de control

al que se administro6 solucion salina.
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9. PERSPECTIVAS

Determinar si la administracion del adyuvante influye en la viabilidad de las
células tumorales.

Evaluar el efecto citotoxico sobre la linea celular K562, con alta expresion de
WTI, y compararlo con el efecto observado en las lineas celulares 4T1 y B16F10.
Determinar el momento Optimo de administracion del adyuvante durante el

esquema de inmunizacion.
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