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RESUMEN

Bidl. Olivia Abigail Robles Rodriguez Fecha de Graduacion: Julio 2015

Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

. . “EVALUACION DEL EFECTO ANTITUMORAL DE UNA FUSOQUINA COMPUESTA POR
Titulo del Estudio: |p1q v |INFOTACTINA EN UN MODELO MURINO DE CANCER DE CERVIX”

NUmero de paginas: ) i
Candidato para el grado de Maestria en

Area de Estudio: Morfologia. Ciencias con Orientacion en Morfologia

Propdsito y Método de Estudio:
El término “fusoquina” se utiliza para denominar a las proteinas de fusién compuestas por dos diferentes

citocinas. Las citocinas son una familia de proteinas y glicoproteinas solubles que controlan la activacion, proliferacién
e incluso la muerte celular programada de células del sistema inmune. Debido a su participacién natural como
inmunomoduladores se ha investigado su importancia en la regulacion de microambiente tumoral. Dos de las
quimiocinas que se han estudiado son IP10 y linfotactina. En nuestro equipo de trabajo se construyd previamente un
vector adenoviral que expresa la fusién de estas quimiocinas. Por lo que el propdsito de este trabajo fue evaluar el
efecto antitumoral y antiangiogénico de este adenovirus. Para esto se produjeron las particulas virales a gran escala, se
purificaron y cuantificaron por el método de punto final en placa. El modelo in vivo que se utilizé fue la cepa de raton
C57BL/6 y la linea tumoral de pulmén TC-1. Para determinar si el Ad-FIL incrementa el efecto antitumoral de la vacuna
de DNA CRT/E7, los ratones fueron sensibilizados con ésta vacuna y posteriormente se les administraron los
tratamientos Ad-Vacio, Ad-IP10, Ad-LPTN, Ad-IP10 + Ad-LPTN o Ad-FIL. Para le evaluacion del efecto antiangiogénico
los ratones fueron sacrificados y se obtuvieron los tumores, estos fueron procesados por la técnica histolégica y se llevéd
a cabo una inmunohistoquimica para el marcador de vasos CD31. Finalmente se realizé un ensayo antitumoral
empleando las mismas construcciones en un contexto de vacunas de DNA, para esto se emplearon dos grupos de
ratones, uno de los grupos de ratones recibieron ambas vacunas de DNA (CRT/E7 + quimiocinas) mientras que el otro

grupo de ratones recibieron solamente las quimocinas.

Conclusiones y Contribuciones:

La fusoquina FIL compuesta por IP10 y Linfotactina no present6 efecto antitumoral en el modelo estudiado;
sin embargo, si presentd un efecto antiangiogénico significativo. Se debera estudiar esta fusoquina en otros modelos y
condiciones para continuar evaluando su efecto biolégico, asi como su utilidad al administrarla en combinacién con

otros tratamientos.

Director: Dra. Maria de JesuUs Loera Arias
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CAPITULO 1. INTRODUCCION.

Las citocinas son una familia de proteinas y glicoproteinas solubles que
controlan desde el mantenimiento de la homeostasis hasta la activacion,
proliferacion e incluso la muerte celular programada de células del sistema
inmune. Esto las convierte en un blanco para su manipulacién y empleo en el
tratamiento clinico contra el cancer (Ng y Galipeau, 2014). Debido a su
participacion natural como inmunomoduladores, muchas citocinas han sido
identificadas como candidatos para tratamientos terapéuticos contra
enfermedades infecciosas, inflamatorias, autoinmunes y malignas (Vazquez-
Lombardi et al., 2013).

Las quimiocionas son una subfamilia de citocinas solubles de bajo peso
molecular (8-15 kDa) secretadas principalmente por leucocitos, células
endoteliales, células epiteliales y fibroblastos. Estas inducen la quimioatraccion
y modulacién de las propiedades funcionales de diferentes células del sistema
inmune durante la inflamacién (Vazquez-Lombardi et al., 2013; (Billottet et al.,
2013).

La proteina inducible por interferon 10 (IP10) es capaz de atraer células T
activadas y células NK (natural killer) que expresan el receptor CXCR3. IP10
puede generar una respuesta antitumoral dependiente de linfocitos T mediante
el reclutamiento de células NK, neutréfilos y monocitos en el sitio del tumor

(Guo et al., 2004). Asi mismo, se ha demostrado que es un potente inhibidor de



la angiogénesis por lo que es un buen candidato para el tratamiento de tumores
(Mei et al., 2008).

La linfotactina (LPTN) atrae especificamente a una subpoblacion células
dendriticas CD8* que expresan el receptor XCR1. Por lo que la LPTN tiene un
papel importante en la activacion de la respuesta inmune celular a través de la
participacion de esta poblacion de células dendriticas (DC) en la expansion,
supervivencia y diferenciacion de los linfocitos T CD8* citotoxicos (Kroczek y
Henn, 2012; Dorner et al., 2009)

Las fusoquinas son proteinas quiméricas generadas mediante el acoplamiento
fisico de dos citocinas en un unico polipéptido, resultando en proteinas con
actividades pleiotrépicas potenciales para el tratamiento de cancer y
enfermedades autoinmunes (Pennati et al., 2014).

Debido a lo anterior nuestro grupo de trabajo disefio una fusoquina compuesta
por IP10 y LPTN (FIL). La actividad biol6gica de esta fusoquina se estudid en
ensayos in vitro e in vivo comprobando que posee mejor actividad quimiotactica
gue el uso de estas quimiocinas por separado (Sanchez-Lugo et al., 2014).

En este trabajo se analizé el efecto antitumoral de la fusoquina FIL en un

modelo murino de cancer de cérvix.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES.

2.1. QUIMIOCINAS.

En el sistema inmune las comunicaciones intercelulares son facilitadas por las
guimiocinas. Las quimiocionas son una subfamilia de citocinas solubles de bajo
peso molecular (8-15 kDa) que se subdividen en los siguientes cuatro grupos de
acuerdo a su estructura: CX3C, CXC, CC y C. Algunas citocinas son
expresadas constitutivamente y estan involucradas principalmente en la
organizacion del tejido linfoide mientras que otras participan en la respuesta
inflamatoria. Las quimiocinas inflamatorias son secretadas principalmente por
leucocitos, células endoteliales, células epiteliales y fibroblastos. Estas inducen
guimioatraccion y modulan las propiedades funcionales de diferentes células del
sistema inmune durante la inflamacion (Vazquez-Lombardi et al., 2013; Dorner

et al., 2009).

2.2. QUIMIOCINAS Y CANCER.

La inflamacion es un componente clave del microambiente tumoral y se ha
propuesto que representa un de las caracteristicas distintivas del céncer.
Existen dos vias que conectan la inflamacion y el cancer: las condiciones de
inflamacion cronica selectivas y eventos genéticos que causan transformacion
neoplastica e inducen la produccion de mediadores inflamatorios (Mantovani et

al., 2010).



2.3. ENFOQUES TERAPEUTICOS CONTRA EL CANCER.

Debido a la complejidad del proceso de progresion tumoral es necesario un
enfoque integral contra el cancer que tenga como blanco distintos aspectos del
microambiente tumoral con el objetivo de generar el mayor beneficio en las
terapias (Wang et al., 2010).

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos y tiene un papel importante el
crecimiento del tumor facilitando el suministro de oxigeno y nutrientes por lo que
es considera otra de las caracteristicas distintivas del cancer. Esta es
principalmente causada por cambios en la regulacion de la actividad pro-
angiogénica en las células. Los tumores pueden dirigir la formacion de nuevo
vasos mediante la liberacion o induccion de factores angiogénicos (Yao et al.,
2002).. La terapia antiangiogénica tiene como blanco inhibir la formacién de
nuevos vasos con el objetivo impedir el crecimiento y metastasis del tumor
(Wang et al., 2010; Fagiani et al., 2015) .

Se ha demostrado que IP10 tiene la capacidad de inhibir la movilidad de las
células endoteliales y la formacion de nuevos vasos e induce la disociacién de
vasos mediante la union y activacion del receptor CXCR3 (Yates-Binder et al.,
2012). Por lo que, la actividad antiangiogénica de IP10 se ha combinado con
agentes terapéuticos como la Gemcitabina asi como con otros inhibidores de
angiogénesis como la vasostatina para potenciar el efecto antitumoral. (Yao et

al., 2002; Mei et al., 2008).



Ademas de la formacion de nuevos vasos, otro de los mecanismos para la
progresion del tumor es la evasion del sistema inmune. La combinacion de la
terapia antiangiogénica y la terapia inmune celular podria resultar en un efecto
sinérgico (Wang et al., 2010).

La Inmunoterapia con linfocitos T CD8* citotoxicos especificos para antigenos
de tumor representa un enfoque prometedor para el tratamiento de
enfermedades infecciosas y cancer (Wang et al., 2014). Entre las quimiocinas
gue se han investigado en inmunoterapia se encuentra ITAC (CXCL11), esta
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral y potenciar la respuesta
inmune mediante el reclutamiento de linfocitos T CD8* (Chu et al., 2007). Por lo
gue Wang y cols., disefiaron una proteina quimérica con los motivos funcionales
de IP10 e ITAC (ITIP), al probar la actividad antitumoral de ITIP in vivo
encontraron que la fusiébn de estas quimiocinas tiene un efecto antitumoral
superior a las quimiocinas administradas de manera individual o combinada
(Wang et al., 2010). También se ha fusionado IP10 a antigenos especificos de
tumor, un ejemplo es el antigeno de glioma EGFRvIII (IP10-scFv), para activar
linfocitos CD8* citotoxicos especificos e inhibir el crecimiento tumoral mediante
la actividad citotoxica e infiltracion de linfocitos en el tumor (Wang et al., 2013).
La linfotactina se ha empleado para activar y atraer linfocitos T y células NK al
sitio del tumor en combinacién con IL-10 (Zhang et al., 2011).

Huang y Xiang utilizaron este enfoque terapéutico al combinar dos vectores
adenovirales que expresan la proteina inducible por interferon 10 (IP10) y

linfotactina (LPTN). Los resultados que obtuvieron fue que a los ratones con



tumores bien establecidos a los que se les administrd la combinacion de estos
adenovirus tuvieron una regresion del 87.5% mientras que los grupos de
ratones que recibieron los Ad-IP10 y Ad-LPTN tuvieron un 25% y 37.5% de
regresion tumoral, respectivamente (Huang y Xiang, 2004). Por lo anterior, es
importante evaluar el efecto de estas citocinas en el contexto de una proteina

de fusion.

2.4. FUSOQUINAS.

Las fusoquinas son proteinas de fusibn compuestas por dos citocinas con
diferente actividad biologica (Williams et al., 2010). Con el objetivo de mejorar
sus funciones en la respuesta inmune, Galipeau y cols., han sido pioneros en el
desarrollo de fusoquinas. Entre sus trabajos destaca la creacion de las
moléculas inmunomoduladoras GIFTs (GM-CSF Interleukin Fusion Transgene).
Una de las ventajas del uso de las fusoquinas es que pueden administrarse dos
ligandos diferentes que impulsan el agrupamiento de dos receptores en un
mismo tiempo y espacio. En este sentido, es posible disefiar fusoquinas que
tengan como blanco Unicamente poblaciones celulares en las que se quiera
tener un efecto. Esto se ve reflejado en una transduccién Unica que confiere
nuevos efectos biolégicos en las poblaciones celulares y un efecto sinérgico

gue no puede garantizarse con las citocinas combinadas (Ng y Galipeau, 2014).



2.5.1P10.

La proteina inducible por interferon 10 (IP10) denominada en la nomenclatura
sistematica como CXCL10, es un polipéptido de 98 aa secretado por leucocitos,
neutrofilos activados, eosinofilos, monocitos, células epiteliales, células
endoteliales, fibroblastos y queratinocitos en respuesta al interferon gamma
(IFN-y) (Liu et al., 2011). Es miembro de la subfamilia de quimiocinas CXC que
no presentan el motivo ERL. Las quimiocinas que no presentan este motivo se
caracterizan por atraer células mononucleares. En el caso de IP10 es capaz de
atraer células T activadas, monocitos y células NK mediante el receptor
CXCRa3. Pertl y cols., reportaron que IP10 esta directamente involucrada en la
generacion de una respuesta inmune antitumoral dependiente de linfocitos T
CD8 especificos durante la fase temprana de inmunizacién (Guo et al., 2004;
Pertl et al., 2001; Liu et al., 2011).

Asi mismo, trabajos recientes han demostrado que las quimiocinas de la familia
CXC son potentes agentes angiogénicos y angiostaticos. Dentro de los agentes
angiostéaticos IP10 esta incluida como un potente inhibidor de la angiogénesis

(Billottet et al., 2013).

2.6. RECEPTOR CXCR3.

El receptor CXCR3 esta conformado por una porcion extracelular amino
terminal, seis bucles asociados a membrana divididos por siete dominios

transmembranales y un segmento carboxilo terminal citoplasmatico (Billottet et



al., 2013). Es predominantemente expresado en linfocitos T activados (Th1l),
células NK, células dendriticas, macréfagos y células B (Liu et al., 2011).
Estudios bioquimicos han revelado que existen al menos tres variantes de
CXCR3: CXCR3-A, CXCR3-B y CXCR3-alt. La existencia de estas variantes
soporta la idea de que los ligandos del receptor CXCR3 tienen diferentes
papeles bioldgicos y explica la diversidad en el comportamiento celular al ser
activadas por el receptor CXCR3. Las funciones de las tres variantes de este
receptor son las siguientes:
e CXCR3-A: Induce proliferacion, quimiotaxis, migracion e invasion en
varios tipos celulares.
e CXCR3-B: Inhibe la migracion y proliferacion, tiene efectos angiostéaticos
y proapoptoticos.
e CXCR3-alt: se desconocen sus funciones especificas (Billottet et al.,

2013).

2.7. LPTN.

La linfotactina (LPTN), también denominada sistematicamente XCL1, es un
polipéptido de 93 aa secretado por células T CD8* y CD4 Th1l, asi como células
NK y NKT. Esta citocinas posee dos isoformas, denominadas XCL1 y XCL2,
que difieren Unicamente en dos aminoacidos (Dorner et al., 2009; Lei y
Takahama, 2012). Es miembro de la subfamilia C de quimiocinas, la cual carece

del primer y tercer residuos de cisteinas presente en todas las otras subfamilias.



La linfotactina estimula la migracién de los linfocitos T, células NK y células

dendriticas CD8* (Wang et al., 2002; Dorner et al., 2009; Tuinstra et al., 2007).

2.8. RECEPTOR XCR1.

El receptor XCR1 tiene propiedades Unicas, como lo son unirse a los ligandos
XCL1 y XCL2, especificos para este receptor. Esta alta especificidad sugiere
que la relacibn XCL1(2)-XCR1 podria ser un buen blanco terapéutico para
procesos dependientes de esta via de sefalizacion (Tuinstra et al., 2007).
Diversos estudios han demostrado que este receptor es Unicamente expresado
en una subpoblacion de células dendriticas CD8* y que estas son
especificamente quimioatraidas por XCL1 de manera potente. La células
dendriticas CD8" estan criticamente involucradas en la presentacién cruzada de
antigenos a linfocitos T CD8", la cual es muy importante para el reconocimiento
de antigenos de tumor y la regulacion de la inmunidad citotoxica (Dorner et al.,

2009; Kim et al., 2012).



NOMBRE IP-10 (CXCL10) LINFOTACTINA (XCL1)
Familia CXC C

Peso Molecular 10 kDa 10.2 kDa

Leucocitos
Neutréfilos activos
Eosinéfilos

) Células T
Secretada ::A(;E?:;t:;ireliales Células NK
. . Células NKT
Células endoteliales
Fibroblastos y queratinocitos en
respuesta a IFN-y.
Receptor CXCR3 XCRI1

células T activadas, monocitos, . . R .
células T activadas, células NK y células

mastocitos, células NK y células .
dendriticas.

Quimiotaxis .
dendriticas.

Tabla 1. Caracteristicas generales de las quimiocinas IP10y LPTN.

2.9. VECTORES ADENOVIRALES.

Los Adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae. Son virus de ADN lineal
no envueltos, con un genoma de alrededor de 36 kb y una cépside icosaédrica
de 70 nm constituida por 252 subunidades o capsémeros. Son los virus mejor
descritos y mas utilizados para la transferencia de genes (principalmente los
tipos 2 y 5). Es adecuado para utilizarse como vectores de transferencia génica
debido a su facilidad para infectar tejidos. Los adenovirus recombinantes son
faciles de manipular y pueden ser obtenidos in vitro a concentraciones altas
(10%°-10*! particulas virales/ml). Ademas, poseen una capacidad para integrar
DNA foraneo mayor a 8.5 kb, lo cual es suficiente para la mayoria de los genes

terapéuticos (Gardlik et al., 2005)
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2.10. VACUNAS DE ADN.

Las vacunas de ADN han ganado atencion como tratamiento potencial en
enfermedades infecciosas y adquiridas ya que son seguras, estables, y
relativamente facil y econdmicas de producir (Bower y Prather, 2012). La
vacuna de ADN CRT/E7 ha sido empleada desde hace varios afios en diversos
estudios para la activacion de linfocitos T CD8* especificos para potenciar la
respuesta inmune en un modelo murino de cancer de cérvix (Kim et al., 2004).
Como ya se mencion0d, IP10 y LPTN son capaces de atraer linfocitos T
activados, por lo que en este trabajo se utilizd esta vacuna para activar los

linfocitos en un modelo murino de cancer de cérvix.

11



2.11. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

En la actualidad se estan investigando terapias basadas en el uso de
guimiocinas con actividad antitumoral.

Estudios recientes han demostrado que las quimiocinas [P-10 vy
Linfotactina presentan un efecto sinérgico antitumoral.

Por tal motivo, es importante evaluar el efecto que podrian tener en el

contexto de una fusoquina.

2.12. HIPOTESIS.

La fusoquina IP-10/LPTN presenta un mejor efecto antitumoral que las
guimiocinas administradas de manera individual o combinada en un modelo

murino de cancer de cérvix.
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2.13. OBJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto antitumoral de la fusoquina IP-10/LPTN en un modelo murino

de cancer de cérvix.

2.14. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Obtener, purificar y cuantificar los adenovirus Ad-FIL, Ad-IP10, Ad-LPTN
y Ad-vacio.

2. Determinar si el Ad-FIL incrementa el efecto de la vacuna de DNA
CRT/ETY.

3. Evaluar el efecto antiangiogénico del Ad-FIL en un modelo murino de
cancer de cérvix.

4. Analizar el efecto antitumoral de las vacunas de DNA FIL y CRT/E7 en

un modelo murino de cancer de cérvix.
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3.1. PLAN DE TRABAJO.

Determinar si el Ad-FIL incrementa el efecto de la

vacuna de ADN CRT/E7

CAPITULO 3. MATERIAL Y METODOS.

* TRATAMIENTOS ADENOVIRALES
* Ad-Vacio
* Ad-IP10 N=30
* Ad-LPTN
* Ad-IP10+Ad-LPTN
* Ad-FIL

* VACUNA DE ADN
* CRT/E7

* ESQUEMA DE INMUNIZACION
* Dia 0 Inyeccidn con células TC-1
 Dia 1 sensibilizacién con CRT/E7
* Dias 10,13 y 17 inyeccién con
adenovirus

* MEDICION DE CRECIMIENTO
TUMORAL Y ANALISIS DE DATOS

Evaluacidn del efecto antiangiogénico del Ad-FIL

¢ TRATAMIENTOS ADENOVIRALES
¢ Ad-Vacio
* Ad-IP10
* Ad-LPTN
® Ad-IP10+Ad-LPTN
o Ad-FIL

¢ VACUNA DE ADN
* CRT/E7

* OBTENCION DE TUMORES
 Dia 29 Sacrificio y obtencion de
tumores

» TECNICA HISTOLOGICA
* Fijacion con Zinc

« INMUNOHISTOQUIMICA
* Anti-CD31 (PECAM-1)

* ANALISIS DE IMAGEN
* Imagel

Analizar el efecto antitumoral de FIL en el contexto de

una vacuna de DNA

¢ VACUNAS DE DNA
o CRT/E7
¢ Quimiocinas
* Vacio
« P10
* LPTN
* |P10+LPTN
e FIL

* ESQUEMA DE INMUNIZACION
* Grupo 1 (Quimiocinas)
* Dia 0 inyeccion con células TC-1
* Dias 9 y 14 vacunas de quimiocinas

* Grupo 2 (CRT/E7+Quimiocinas)
* Dia 0 inyeccion con células TC-1
* Dia 4 sensibilizacién con CRT/E7
 Dias 9y 14 vacunas de quimiocinas

* MEDICION DE CRECIMIENTO
TUMORAL Y ANALISIS DE DATOS
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3.2. MATERIAL.

3.2.1. MATERIAL BIOLOGICO.
e Lineas celulares
o HEK293 (QBI-293A, ATCC), Linea de células embrionarias
humanas de rifibn generadas por la transfeccion con el
Adenovirus 5.
o TC-1 (CRL-2785, ATCC), Linea de células epiteliales de pulmén
de la cepa de raton C57BL/6 co-transfectadas con los genes E6 y
E7 del HPV16 y oncogén c-Ha-Ras.
e Animales de laboratorio
o Ratones hembra de la cepa C57BL/6 de 6-8 semanas de edad
(Adquiridos en la Unidad de Produccion y Experimentacion de
Animales de Laboratorio de la Universidad Auténoma de
Metropolitana, DIV.CBS. Xochimilco).
e Anticuerpos
o Anti-CD31(sc-1508, Santa Cruz, Biotechnology)
o Anticuerpo secundario anti-goat biotinilado (sc-2774, Santa Cruz,

Biotechnology)
3.2.2. REACTIVOS ESPECIALES.
e Kit Plasmid Midi Kit (Qiagen, EUA)

e ViraBind™ Adenovirus Purification Kit (Cell Biolabs Inc., EUA)
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e Dako Envision+ System-HRP (Dako, EUA)
e Target Retrieval Solution (Dako, EUA)

e Microcarries de oro 1um (BioRad, EUA)

3.2.3. MEDIOS DE CULTIVO.
¢ Medio Eagle Modificado de Dubelcco (DMEM) (Gibco, EUA).

e Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Gibco, EUA).

3.2.4 EQuUIPO.
¢ Micropipetas de volimenes de 0.5 ul a 10 pl, 20 pl a 200 pl, 200 ul a
1000 pl
e Incubadora de COz2
e Campana de seguridad Nivel Il
e Camara MicroPublisher 5.0 RTV.(QImaging)
e Microscopio invertido
e Microscopio 6ptico (Leica)
e Microcentrifuga refrigerada
e Refrigerador (4°C)
e Congelador (-20°C)
e Ultra refrigerador (-80°C)
e Tanque de Nitrégeno

e Tanque de Helio
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Tubing Prep Station (BioRad)
Helios GeneGun (BioRad)

Microtomo (Leica)
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3.3. METODOS.

3.3.1. OBTENCION DE PARTICULAS ADENOVIRALES.

Se sembraron 10 cajas T-75 con 2 x 10° de la linea célular HEK-293, estas
cajas se dejaron incubando a 37°C con 5% de CO: hasta observar entre un 80-
90% de confluencia. Después estas cajas se infectaron con los tratamientos Ad-
FIL, Ad-IP10, Ad-LPTN, Ad-Vacio a un MOI 5 (multiplicity of infection) y se
dejaron incubando hasta observar un efecto citopatico completo (CPE). En ese
momento se cosecharon con una espatula estéril y se colocaron en tubos tipo
Falcon de 50 ml. Las células se centrifugaron a 600 g por 5 minutos, del
sobrenadante se dejaron 2 ml por caja para el extracto crudo.

Las células fueron sometidas a tres ciclos de congelacion y descongelacion
para liberar las particulas virales al sobrenadante. Los extractos crudos se

guardaron a -80°C hasta su purificacion.

3.3.2. PURIFICACION DE PARTICULAS ADENOVIRALES.

Las particulas virales se purificaron mediante el kit ViraBind Adenovirus
Purification Kit (Cell Biolabs, San Diego CA, USA) siguiendo el protocolo y
recomendaciones del fabricante. Se hicieron 20 alicuotas de 150 pl de cada

adenovirus, estas se almacenaron a -80°C hasta su posterior uso.
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3.3.3. CUANTIFICACION DE PARTICULAS ADENOVIRALES.

Se sembraron 1x10° células HEK-293 en 100 pl de medio DMEM al 2% en
cajas de 96 pozos, estas células se dejaron incubando 1 dia a 37°C con 5%
CO2. Al dia siguiente se hicieron 10 diluciones seriadas de los diferentes
adenovirus (101-10'9). Después se infectaron 4 columnas por tratamiento
siendo un total de 4 repeticiones por dilucion. Las células se dejaron incubando
1 semana a 37°C y se registraron los pozos que iban presentando CPE.

Se realizé el calculo de las unidades formadoras de placa (pfu/ml) de cada
adenovirus con la siguiente formula: T=101*4S05) donde d= Log 10 de la

dilucion (siendo 1 para 10 diluciones).

3.3.4. PRODUCCION DE VACUNAS DE ADN.

Para la produccién de las vacunas de ADN se sigui6 el protocolo del sistema
Helios Gene Gun System (BioRad). Se emplearon 25 mg de microcarries de oro
del tamafio de 1 um recubiertos con 50 pg de los plasmidos pShCRT/E7
(proporcionado por el MC José Juan Pérez Trujillo), pShVacio, pShIP10,
pShLPTN, pShIP10 + pShLPTN (25 pg de cada plasmido) 6 pShFIL. EI ADN se

purificd con el kit Plasmid Midi Kit (Qiagen, EUA).

3.3.5. EVALUACION DEL EFECTO ANTITUMORAL DEL AD-FIL.
El modelo experimental que se utiliz6 consiste en la cepa de raton C57BL/6 y la

linea celular singénica TC-1 (Lin et al., 1996). Para la realizacion de este
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objetivo se utilizaron 30 ratones hembra de 6-8 semanas, estos se dividieron en
5 grupos de 6 ratones. Los ratones recibieron una inyeccion subcutanea con
5x10* células TC-1 en el costado derecho. Al dia siguiente fueron sensibilizados
con 1 pg de la vacuna de ADN CRT/E7 administrado mediante biobalistica en el
abdomen rasurado de los ratones para activar células T CD8* especificas para
el antigeno E7 (Kim et al., 2004). Los ratones fueron inyectados con 3 dosis de
1.2x108 pfu de los tratamientos Ad-Vacio, Ad-IP10, Ad-LPTN, Ad-IP10+Ad-
LPTN y Ad-FIL a los dias 10, 13 y 17 (Figura 1). El crecimiento del tumor se
midio cada tercer dia con un calibre de Vernier y se calcul6 el volumen tumoral
con la formula V=0.52 ab? Los ratones fueron sacrificados al dia 29 para

obtener los tumores y procesarlos por la técnica histolégica.

Tratamientos:
Ad-IP10,Ad-LPTN

Ad-IP10+Ad-LPTN Obtencién

Ad-FIL, Ad-VACIO
l de tumores

9% & @ =

Crecimiento tumoral

0 1 10 13 17 29
CRT/E7 Quimiocinas

Procesamiento
por técnica

Histolégica

Figura 1. Esquema de inmunizaciéon para el ensayo con particulas adenovirales.
Ratones de la cepa C57BL/6 fueron inyectados con 4x10° células de la linea tumoral TC-1
y sensibilizados con 1 pg de la vacuna de ADN CRT/E7. Los tratamientos adenovirales se
administraron peritumoralmente a los dias 10, 13 y 17 (1.2x10% pfu) después de la
induccion del tumor. Los ratones se sacrificaron el dia 29 y se obtuvieron los tumores
para evaluar el efecto antiangiogénico.
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3.3.6. EVALUACION DEL EFECTO ANTIANGIOGENICO DEL AD-FIL.

Para este ensayo se utilizaron los tumores obtenidos en el objetivo anterior. Los
tumores se fijaron con Zinc (Tris 0.1 M pH 7,4; Acetato de calcio 3 mM; acetato
de zinc 0.25 M; cloruro de zinc 0.4 M) (Patricia Garcia et al., 2006) y se
procesaron por la técnica histologica de rutina. Después se obtuvieron cortes de
5 um con el micrétomo y se rehidrataron con series de etanol y agua para
realizar la inmunohistoquimica contra el marcador de vasos CD31. Los cortes
se incubaron por 20 minutos en la solucién precalentada Target Retrieval
Solution pH 9 (Dako), y otros 20 min a temperatura ambiente. Después los
tejidos se dejaron incubando con suero de caballo al 3% durante 1 hr a 4°C.
Cuando finalizé el bloqueé de proteinas los tejidos se incubaron con una
solucion de peroxido de hidrogeno al 3% durante 15 minutos a 37°C para
eliminar la peroxidasa enddgena.

Los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario anti-CD31 (Dilucién 1:100
en TBST 1X; PECAM-1, goat polyclonal IgG, Santa Cruz, Biotechnology) toda la
noche a 4°C. Lo siguiente fue incubar los cortes con el anticuerpo secundario
biotinilado (Dilucion 1:100 en TBST 1X; rabbit anti-goat 1gG, Santa Cruz,
Biotechnology) durante 1 hr a 37°C. Para amplificar la sefial los cortes se
incubaron con el sistema Envision + (Dako) por 1 hr a 4°C. Finalmente la sefial
se revelo con Diaminobencidina (DAB plus chromogen solution, Dako) por 10
minutos y los nucleos se contrastaron con hematoxilina. Para cuantificar la
seflal de los vasos se capturaron 8 campos por corte con la camara

MicroPublisher 5.0 RTV (QImaging, USA).
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El analisis de imagen se realizd con el programa de procesamiento de imagen
digital ImageJ de dominio publico desarrollado por NIH (National Institute
Health). Las variables que se analizaron fueron nimero de vasos, area total de
los vasos y area de los vasos relativa (Weidner et al., 1991; Mylona et al.,

2007).

3.3.7. EVALUACION DEL EFECTO ANTITUMORAL DE LA VACUNA DE ADN FIL.

Para este ensayo se emplearon dos grupos de 30 ratones. Uno de los grupos
de ratones recibieron ambas vacunas de DNA (CRT/E7 + quimiocinas) mientras
qgue el otro grupo de ratones recibié solamente las quimiocinas. Los ratones
recibieron una inyecciéon subcutanea con 4x10* células TC-1 en el costado
derecho al dia cero. Al dia siguiente uno de los grupos fue sensibilizado con 1
ug la vacuna de ADN CRT/E7 mediante biobalistica para activar células T CD8*
especificas para el antigeno E7 (Kim et al., 2004). Ambos grupos fueron
inyectados con 2 dosis de 1.2x108 pfu de los tratamientos Ad-Vacio, Ad-IP10,
Ad-LPTN, Ad-IP10+Ad-LPTN y Ad-FIL al dia 9 y 14 (Figura 2). El crecimiento
del tumor se midi6 cada tercer dia con un calibre de Vernier y se calculd el

volumen tumoral con la formula V=0.52 ab?Z.
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Figura 2. Esquema de inmunizacién para ensayo con particulas de ADN. Se
emplearon dos grupos de ratones de la cepa C57BL/6 a los cuales se les inyecto 4x10°
células de la linea tumoral TC-1. Un grupo de ratones recibieron solamente las
quimiocinas mientras que el otro grupo de ratones recibieron ambas vacunas de ADN
(CRT/E7 + quimiocinas).

3.3.8. ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 con el programa GraphPad6,
utilizando la prueba t-student. Los valores de los grupos Ad-IP10, Ad-LPTN, Ad-
FIL y Ad-IP10 + Ad-LPTN fueron comparados con los valores del grupo
negativo Ad-Vacio. Los valores de p<0.05 fueron considerados como

significativos. Se graficd el promedio del crecimiento tumoral de cada grupo = la

desviacion estandar.
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CAPITULO 4. RESULTADOS.

4.1. PRODUCCION DE PARTICULAS ADENOVIRALES.

Para la obtencién de los adenovirus Ad-Vacio, Ad-IP10, Ad-LPTN y Ad-FIL se
infectdé la linea celular HEK-293 con los diferentes adenovirus. El efecto
citopatico se observo entre las 24 y 48 horas en todos los adenovirus (Figura 3).
Las células de cada adenovirus se cosecharon cuando la mayoria presentaba
CPE y menos del 50% de las células estuvieran desprendidas. A las células
fueron sometidas a ciclos de congelacién y descongelacién para liberar las
particulas virales al medio, estos sobrenadantes fueron los que se procedieron

a purificar.

1}

[ Control JEI” Ad-Vacio JEI Ad-TPTN J@I Ad-Pi0_JMl AdFL__J

Figura 3. Efecto citopatico inducido por la infeccién con los adenovirus. Imagenes
representativas del efecto citopatico en las células infectadas con los diferentes
tratamientos a las 48 horas post-infeccion.

4.2. CUANTIFICACION DE LAS PARTICULAS VIRALES.

Los sobrenadantes infectivos de los adenovirus Ad-Vacio, Ad-IP10, Ad-LPTN,
Ad-FIL obtenidos de la produccibn a gran escala fueron purificados y

cuantificados por el método biolégico de punto final en placa para determinar
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las unidades formadoras de placa (pfu/ml) (Tabla 2). En base a los titulos
virales obtenidos se decidié utilizar una concentraciéon de 1.2x108 pfu/ml de
cada adenovirus para el ensayo de evaluacion del efecto antitumoral in vivo,

debido a la baja concentracion de los tratamientos.

Adenovirus pfu/ml
Ad-FIL 6.3x10%°
Ad-IP10 2x10°
Ad-LPTN 2x10°
Ad-vacio 6.3x10°

Tabla 2. Cuantificacién de particulas virales. La cuantificacién de los diferentes
tratamientos se realizé con el ensayo de punto final en placa. Se Infectaron cajas de 96
pozos con diluciones seriadas de los adenovirus y la concentracion de particulas virales
se calculé con la formula T=101*9(S-0.5).

4.3. LA ADMINISTRACION DE AD-FIL NO INCREMENTO EL EFECTO DE LA
VACUNA DE ADN CRT/E7Y.

Para determinar si el Ad-FIL incrementa el efecto de la vacuna de ADN CRT/E7
se realizé un ensayo in vivo utilizando la cepa de ratbn C57BL/6 y la linea
tumoral de pulmén TC-1. Los ratones fueron inyectados con la linea tumoral en
el costado derecho y al dia siguiente recibieron una sensibilizacién en el
abdomen con la vacuna de DNA CRT/E7 mediante biobalistica. Los ratones
recibieron tres dosis (1.2x108) peritumorales de los adenovirus Ad-Vacio, Ad-
IP10, Ad-LPTN, Ad-FIL. Como se puede observar en la Figura 4, los ratones a
los cuales se les administro el Ad-FIL presentaron un volumen tumoral menor al
de los ratones que se les administr6 el Ad-Vacio. En cambio, al comparar los
tratamientos Ad-FIL y la combinacién de los Ad-IP10+Ad-LPTN, los ratones con

el Ad-FIL presentaron un mayor volumen tumoral. Por otro lado, los ratones que
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recibieron los Ad-IP10 y Ad-LPTN mostraron el mayor crecimiento tumoral. Los

resultados en ninguno de las comparaciones mostraron diferencia significativa

(p<0.05).
Dia 26
__1000-
E 800- @B Ad-VACIO
= @@ Ad-IP10
S @B Ad-LPTN
.=EJ @@ Ad-IP10+Ad-LPTN
S BB Ad-FIL
€
3
(=]
>

Tratamiento

Figura 4. Ensayo antitumoral. Ratones de la cepa C57BL/6 fueron inyectados con 4x10°
células de la linea tumoral TC-1. Los ratones fueron sensibilizados con 1 pug de la vacuna
de ADN CRT/E7 y recibieron 3 dosis con 1.2x108 pfu de los diferentes tratamientos a los
dias 10, 13y 17. La grafica muestra el crecimiento tumoral al dia 26.

4.4. EL AD-FIL POSEE UN POTENTE EFECTO ANTIANGIOGENICO.

Después de procesar los tumores por la técnica histologica y realizar los cortes
se hizo una inmunohistoquimica contra CD31 para observar la cantidad de
vasos en los tumores de cada tratamiento (Figura 5). En los cortes de los
ratones a los que se les administro el Ad-FIL se observo una menor cantidad de
vasos y estos presentaban una luz de menor tamafio al ser comparados contra
los demas tratamientos. Los asteriscos representan el grado de significancia,
siendo el Ad-FIL el que obtuvo la mayor diferencia significativa al ser

comparado con el Ad-Vacio (Figura 6).
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Figura 5. Inmunohistoquimica para el marcador de vasos CD31. Imagenes representativas de la
inmunohistoquimica con CD31 (presente en vasos, linfoctios CD8, células NK, macréfagos, plaquetas).
Los ratones se sacrificaron y se obtuvieron los tumores para procesarlos por la técnica histologica e
inmunohistoquimica.
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Figura 6. Efecto antiangiogénico del Ad-FIL. Ratones de la cepa C57BL/6 fueron
inyectados con 4x10°% células de la linea tumoral TC-1. Los ratones fueron sensibilizados
con 1 pg de la vacuna de ADN CRT/E7 y recibieron 3 dosis con 1.2x108 pfu de los
diferentes tratamientos a los dias 10, 13 y 17. La grafica muestra el area de vasos
relativa al dia 29.

4.5. LA FUSOQUINA IP-10/LPTN ADMINISTRADA POR MEDIO DE
BIOBALISTICA NO MOSTRO EFECTO ANTITUMORAL.

Para analizar el efecto antitumoral de las vacunas de ADN FIL y CRT/E7 en un
modelo murino de cancer de cérvix se emplearon dos grupos de ratones de la
cepa C57BL/6. A ambos grupos se les administro la linea tumoral TC-1 en el
costado derecho. A uno de los grupos se les sensibilizé con la vacuna de DNA
CRT/E7 en el abdomen. Después a los dias 9 y 14, de la inyeccién con las TC-
1, los dos grupos de ratones recibieron las vacunas de ADN en el abdomen de

los tratamientos Vacio, IP10, LPTN, LPTN+IP10 y FIL.
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En los ratones que solo recibieron las vacunas de DNA de las quimiocinas y la
fusoquina se observo el doble de crecimiento tumoral en todos los tratamientos
al compararlos con el grupo de ratones que recibio la sensibilizacion con la
vacuna de DNA CRT/E7. No hubo diferencia significativa entre los distintos

tratamientos (Figura 7).

2500~

A e @B VACIO
£ 2000+ @ P10
:.g B LPTN
S 1500+ @B IP10+LPTN
5 E FIL
ped 1000+
£
= 5004
(=}
>

0-
O N S
& ¥ ¢ g«
N\
Q
B 2500+ ;
’E @8 VACIO
£ 2000- @8 P10
3 @B LPTN
& 1500~ @B IP10+LPTN
£ m i
= 1000+
Q
g 5004
G
>
0-
O NI P v
¥ ¢ g g4 ¢

S
\Q’\

Figura 7. Ensayo antitumoral con vacunas de ADN. Ratones de la cepa C57BL/6 fueron
inyectados con 4 x 10° de la linea tumoral TC-1, un grupo de ratones recibieron
solamente las quimiocinas mientras que el otro grupo de ratones recibieron ambas
vacunas de ADN (CRT/E7 + quimiocinas). Las graficas muestran los resultados del
crecimiento tumoral al dia 31.
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CAPITULO 5. DISCUSION.

La fusidbn de citocinas es una estrategia que ha sido muy estudia como
tratamiento potencial en terapias contra el cancer en los ultimos afios. En los
trabajos con fusoquinas destaca que, normalmente, cada citocina conserva su
actividad biologica y presentan un efecto sinérgico al compararlas con la
administracion de las citocinas de manera individual o combinada (Ng y
Galipeau, 2014) Entre las quimiocinas que se han estudiado por el papel que
juegan en la regulacion del microambiente tumoral, se encuentran IP10 y
linfotactina (Zhang et al., 2011; Wang et al., 2014).

Huang y Xiang emplearon tanto terapia antiangiogénica como terapia inmune
celular al combinar los vectores adenovirales que expresan IP10 y LPTN. Las
conclusiones que obtuvieron fue que la expresion de las quimiocinas IP10 y
LPTN estimulan la proliferacion de las células T in vitro, la combinacion de
ambas puede quimioatraer mas eficientemente células T CD8* que éstas por
separado al sitio del tumor.y que los adenovirus Ad-IP10 y Ad-LPTN presentan
un efecto antitumoral sinérgico en un modelo de transferencia de linfocitos
(Huang et al., 2002). Por lo anterior la combinacién de IP10 y LPTN representa
una buena estrategia como terapia contra el cancer.

Nuestro grupo de trabajo cuenta con vector adenoviral que expresa la fusién de
IP10 y linfotactina. El Ad-FIL fue disefiado, construido y caracterizado por

nuestro equipo de trabajo y se demostrd que tiene capacidad quimoatrayente in
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vitro e in vivo en un modelo murino de cancer de cérvix (Sanchez-Lugo et al.,
2014).

En el presente trabajo se evaluo el efecto antitumoral y antiangiogénico del Ad-
FIL en el mismo modelo animal. En cuanto al efecto antitumoral no se
obtuvieron resultados positivos. Sin embargo, los resultados que obtuvimos con
respecto al efecto antiangiogénico fue una disminucién en la cantidad y tamafio
de los vasos en los tumores de ratones que recibieron el Ad-FIL a comparacién
de los tratamientos administrados de manera individual o combinada, este
resultado fue el mas significativo al compararlo con el Ad-Vacio.

Uno de los factores que pudieron haber influenciado estos resultados es la
dosis adenoviral que se administré (1.2x108 pfu) debido a la baja concentracion
de particulas virales que se obtuvieron en la purificacion. En el ensayo de
actividad antitumoral Huang y Xiang demostraron que la combinacion de Ad-
IP10 y Ad-LPTN tienen un mayor efecto antitumoral al administrar una dosis de
2x10° pfu en ratones con tumores inducidos con la linea celular EG7 (Huang y
Xiang, 2004). En otro trabajo llevado a cabo por Zhang y cols., demostraron que
al administrar el Ad-LPTN a una concentracion 2x10° pfu en combinacién con
IL-10 a ratones con tumores de la linea celular EG7 presentaron una inhibicién
del crecimiento tumoral significativa (Zhang et al., 2011). Asi mismo, el efecto
antitumoral del Ad-LPTN se comprobo6 al administrarlo de manera intratumoral
en combinacion con terapia de transferencia de linfocitos empleando la misma

dosis (Huang et al., 2005).
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En los trabajos que reportan el efecto antitumoral de las quimiocinas IP10 y
LPTN se utilizan lineas tumorales de células de melanoma, linfoma, cancer de
mama, glioma, entre otras (Yang et al., 2006; Wang et al., 2010; Wang et al.,
2014). Este es el primer trabajo donde se evalla efecto antitumoral de las
qguimiocinas IP10 y LPTN tanto de manera individual y combinada asi como de
la fusoquina IP10/LPTN en la linea celular TC-1 mediante el uso de vectores
adenovirales.

Dentro de las estrategias que se utilizan para generar una respuesta antitumoral
especifica para antigenos de tumor esta la transferencia de linfocitos, la cual
consiste en activar in vitro los linfocitos provenientes de un ratén donador contra
el antigeno de interés y transferirlos en los ratones que han desarrollado el
tumor (Huang et al.,, 2002). En este trabajo, para simplificar el sistema de
activacion de linfocitos, se utilizo la vacuna de ADN CRT/E7 con la finalidad de
generar linfocitos T CD8* especificos para el antigeno de tumor E7 (Kim et al.,
2004). Debido a que IP10 y LPTN son capaces de atraer linfocitos T CD8*
activados al sitio del tumor, esta estrategia podria potenciar la respuesta
antitumoral de la vacuna CRT/E7.

Otro de los factores que podrian mejorarse para la obtencién de un buen efecto
antitumoral es el esquema de inmunizacion, por lo que sera importante evaluar
el efecto de estas citocinas reduciendo el intervalo de tiempo entre la

administracion de las dosis.
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Por ultimo, cabe destacar la posibilidad de que esta fusoquina pierda el efecto
antitumoral que presentan las citocinas por separado debido a una baja
estimulacién de los receptores.

Rafei y cols., disefiaron una fusoquina (GIFT15) compuesta por el factor
estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF) y la interleucina 15 (IL-15)
debido a que GM-CSF tiene un accién directa en la respuesta inmune a través
del potenciamiento de la presentacién de antigenos, mientras que e IL-15 posee
actividades como la activacion de linfocitos T y estimulacion de células NK.
También se ha reportado que el tratamiento de células dendriticas precursoras
con estas citocinas por separado genera una potente respuesta inmune Thl in
vitro e in vivo (Pulendran et al., 2004; Rafei et al., 2007). Por lo que GM-CSF e
IL-15 representaban comparfieros atractivos como parte de una fusoquina
inmunoterapéutica. Sin embargo, GIFT15 se comporté de una manera contraria
a la esperada debido a una sefializacion via JAK/STAT asimétrica, estimulando
la conversion de células CD19* B a células reguladoras supresoras resultando
en una fusoquina con propiedades inmunosupresoras y proangiogénicas (Rafei
et al., 2009).

Por lo anterior seria importante determinar la interaccion biol6gica de la
fusoquina IP10/LPTN en la sefializacién celular y su efecto en las distintas
poblaciones celulares del sistema inmune. También seria interesante investigar
la funcionalidad de los vasos y otros mecanismos de infiltracion celular en el

microambiente tumoral en los diferentes tratamientos debido a la reduccién del
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namero y area de vasos en el ensayo antiangiogenico con el Ad-FIL el cual no
fue reflejado en una reduccion del tamafio tumoral.

Ademas, sera importante estudiar esta fusoquina en otros modelos y
condiciones para continuar evaluando su efecto biolégico, asi como su utilidad

al administrarla en combinacién con otros tratamientos.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES.

1. La administracion de Ad-FIL no incrementO el efecto de la vacuna de
DNA CRT/E7 en las condiciones analizadas.

2. La administracion del Ad-FIL posee un mejor efecto antiangiogénico con
respecto a la administracion de las citocinas de manera individual o
combinada.

3. No se obtuvo un efecto antitumoral al administrar la fusoquina IP10/LPTN

por medio de biobalistica en las condiciones analizadas.
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CAPITULO 7. PERSPECTIVAS.

Probar dosis més altas de adenovirus.

Analizar otros esquemas de inmunizacion con un menor intervalo de
tiempo entre las dosis.

Probar el efecto antitumoral en otros modelos tumorales.

Analizar in vitro el efecto de la citocina sobre la activacion y proliferacion
de linfocitos.

Evaluar si esta fusoquina pudiera inducir un efecto inmunosupresor.
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