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RESUMEN
El cancer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial, los

tratamientos que actualmente se ofrecen a los pacientes tales como quimioterapia,
radioterapia, hormonoterapia y cirugia afectan de manera significativa su calidad de
vida. Un determinante en el éxito del tratamiento es la deteccion temprana de la
enfermedad, sin embargo en la mayoria de los casos, el paciente se presenta en un
estado avanzado. Se necesitan métodos de evaluacién para los pacientes con
cancer que sean rapidos, de bajo costo y que ademas consideren la calidad de vida

del paciente.

Actualmente existe un gran interés en el desarrollo de vacunas contra el cancer, la
estrategia consiste en estimular al sistema inmunoldgico para que sea el
responsable de la eliminacién de las células tumorales. Se han probado varios
inmunogenos, sin embargo el repertorio sigue siendo limitado. El presente trabajo
propone una estrategia para caracterizar perfiles antigénicos e inmunogénicos
durante el desarrollo de cancer de mama en modelo murino, basado en la aplicacién
del despliegue en fagos filamentosos de una biblioteca de cADN de cancer de mama
de raton. Con el uso de dicha biblioteca y esplenocitos de ratones, se desarrollé un
sistema de tamizaje que permitié después de varias rondas de seleccion identificar
epitopos/antigenos que pueden estar involucrados en la respuesta inmune contra
el cancer de mama, de manera que podrian ser posibles blancos de inmunoterapia

0 marcadores para inmunodiagnostico.

Al finalizar el tamizaje se caracterizaron 3 clonas diferentes, la clona mas destacada
presenta homologia del 97% con un fragmento de la proteina VIP36 (Lectina de
unién a manosa) de ratén y humano. Después de una busqueda en la bibliografia
se encontré un reporte de que dicha proteina se encuentra sobreexpresada en
cancer gastrico. Con base en los resultados obtenidos se demostré que la técnica
utiizada es efectiva para identificar antigenos que probablemente estan

involucrados en el desarrollo de cancer de mama.



|. INTRODUCCION

Cancer

«Cancer» es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades
que pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de «tumores
malignos» o0 «neoplasias malignas». Una caracteristica del cancer es la
multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites
habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros
organos, proceso conocido como metastasis. Las metastasis son la principal causa
de muerte por cancer. (WHO.CANCER, 2014).

Mientras las células neoplasicas permanezcan agrupadas en una masa unica, no
sean capaces de crecer por tiempo indefinido y no invadan los tejidos circundantes
sanos se dice que corresponden a un tumor benigno. Un tumor se considera
canceroso 0 maligno cuando sus células continuan creciendo y gradualmente
invaden tejido adyacente. La capacidad invasora implica, generalmente, la habilidad
de liberarse, entrar en el torrente sanguineo o en vasos linfaticos y formar tumores

secundarios o metastasis.

Los diferentes tipos de cancer se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo
celular a partir del cual se originan, de este modo aquellos que derivan de células
epiteliales se denominan carcinomas mientras aquellos que derivan de tejido
conectivo como cartilago, hueso o musculo se denominan sarcomas. Otros tipos de
cancer son las leucemias que afectan a las células hematopoyéticas y las que

afectan al sistema linfatico, linfomas (Alberts, et al., 2004).

Durante el desarrollo de la enfermedad se ha sugerido que las células cancerosas
se caracterizan por mostrar seis alteraciones esenciales en la fisiologia celular
(Hanahan, et al., 2011) conocidas en conjunto como caracteristicas distintivas del

cancer, las cuales se enuncian a continuacion.

Mantenimiento de senales de proliferacion. La caracteristica fundamental de las
células cancerosas es mantener una proliferacion crénica. En un tejido normal existe

un cuidadoso control de la produccién vy liberacion de factores de crecimiento



promotores del ciclo celular, de esta manera asegura la homeostasis de tejido. Las
células tumorales a través de la desregulacién de estas sefiales, adquieren la

capacidad de generar sus propias sefales de crecimiento.

Insensibilidad a las seinales inhibitorias de proliferacion celular. En el tejido
normal, las sefiales antiproliferativas actian manteniendo a las células en un estado
quiescente o bien, situando a las células en un estado postmitético, en el cual las
células se diferencian y no proliferan para mantener la homeostasis (Alberts, et al.,
2004).

Las células cancerosas deben eludir estas sefiales de gran alcance que regulan
negativamente la proliferacion celular, muchas de estas sefales dependen de las
acciones de genes supresores de tumores. La mayoria de las sefales
antiproliferativas son reguladas por las proteinas RB (retinoblastoma), TP53 entre
otras; estas operan como punto de control, regulan si la célula prolifera, permanece

en senescencia 0 muere por apoptosis.

Evasién de la apoptosis. La muerte celular programada o apoptosis sirve como
una barrera natural contra el cancer, de manera que aquellas células que no sean
necesarias se autoeliminan activando un programa intracelular de muerte. Las
células tumorales pueden evadir la apoptosis a través de la pérdida de reguladores
proapoptoticos, mediante mutaciones que incluyen al gen supresor de tumor p53, la
sobreexpresion de moléculas antiapoptoticas o por alterar moléculas importantes

para desencadenar la muerte celular.

Potencial replicativo ilimitado. Las células cancerosas requieren de un potencial
replicativo ilimitado para generar tumores macroscopicos. El extremo final de los
cromosomas, los telédmeros, estan compuestos de miles de secuencias cortas
repetitivas de 6 pares de bases (pb), durante la divisidon celular se pierde parte de
este ADN, por lo que la erosion progresiva de los telomeros a través de ciclos
sucesivos de replicacion ocasiona fusiones entre los extremos finales de los
cromosomas, resultando en un desarreglo en el cariotipo asociado con la muerte de

la célula afectada. Las células tumorales adquieren un potencial replicativo ilimitado,



logran esta caracteristica mediante la expresion constitutiva de una telomerasa,
una ADN polimerasa que adiciona hexanucleotidos repetidos en los extremos
finales del ADN telomérico, evitando asi la barrera replicativa por la erosién de los

teldmeros.

Angiogénesis. Al igual que el tejido normal, un tumor requiere de nutrientes y
oxigeno asi como también una forma de evacuar desechos metabdlicos como el
dioxido de carbono. La vasculatura generada por el proceso de angiogénesis

soluciona esta necesidad (Hanahan, et al., 2011).

Invasion de tejido y metastasis. Para que una célula pueda producir metastasis
primero ha de salir del tumor inicial; es una operacion compleja, lenta y poco
eficiente; muy pocas células del tumor primario lo consiguen. Para producir una
metastasis la célula tumoral ha de entrar en el torrente sanguineo o en un vaso
linfatico, atravesar la lamina basal y el revestimiento lineal de las células
endoteliales que tapizan el vaso, y entrar en la circulacion; salir de la circulacién en
otro lugar, sobrevivir y proliferar en un nuevo ambiente; a menudo las células
tumorales que han entrado en un vaso linfatico, quedan atrapados en nodulos

linfaticos produciendo metastasis en ella (Mehlen, et. al., 2006).

Respuesta inmune
El sistema inmune es responsable del reconocimiento y eliminacion de agentes

patdgenos tras una infeccién, de hecho todos los organismos pluricelulares han de
defenderse frente a infecciones causadas por microorganismos como bacterias,
hongos, virus y parasitos, ademas también nos defiende contra la formacién de
células tumorales. Una vez que se esta en contacto con algun agente patégeno o
se identifica una célula aberrante se monta una respuesta conjunta y coordinada
en contra de dicho agente, llamada respuesta inmune. Nuestro sistema
inmunoldgico esta representado por dos de tipos respuestas, una de ellas es la
respuesta inmunitaria innata, es la primera linea de defensa, constituye un grupo de
mecanismos de defensa contra la enfermedad que no son especificos de un
patogeno particular sino que incluyen componentes celulares y moleculares, que

reconocen clases de moléculas peculiares a los patdgenos que se encuentran con



frecuencia (antigenos). Los principales componentes de la inmunidad innata son los
siguientes: 1) las barreras fisicas y quimicas, como el epitelio y las sustancias
quimicas antimicrobianas producidas en las superficies epiteliales; 2) células
fagociticas (neutréfilos y macréfagos), células dendriticas y células asesinas
naturales (células NK, del inglés natural killer cell); y 3) proteinas séricas, incluido

complemento y mediadores de inflamacion.

El otro tipo de respuesta, surge como consecuencia y adaptacién a la infeccién, por
ello es llamada respuesta inmunitaria adaptativa. La inmunidad adaptativa posee

atributos caracteristicos:

¢ Especificidad antigénica: Reconoce diferencias sutiles entre los antigenos.

e Diversidad: Como resultado de la variabilidad en la estructura de los sitios
donde se unen los antigenos en los receptores linfociticos. EI numero total
de especificidades antigénicas de una persona se conoce como repertorio
linfocitico.

e Memoria: capacidad de reconocer a un antigeno después de una exposicion
previa.

e Tolerancia: capacidad para reconocer antigenos ajenos, responder a ellos y
eliminarlos sin reaccionar contra sustancias antigénicas del mismo individuo.
(Abbas, 2008).

Los componentes de la inmunidad adaptativa son los linfocitos T y B y sus productos

de secrecion.

De modo que existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas: la inmunidad
humoral y la inmunidad celular. La inmunidad humoral representada por los
linfocitos B protege contra antigenos extracelulares y toxinas, los anticuerpos
secretados por los linfocitos B activados son las moléculas efectoras de la
inmunidad humoral. Por otra parte, la inmunidad celular representada por los
linfocitos T, en la que existen dos poblaciones bien definidas, los linfocitos T CD4+
restringidos al reconocimiento de antigenos asociados a moléculas clase Il del MHC
y funcionan como colaboradoras (Helper Tn), y los linfocitos T CD8+ restringidos a



moléculas clase | del MHC y funcionan como linfocitos T citotoxicos (CTL), estos
ultimos tienen una funcién esencial en la destruccién de células infectadas por virus
y células tumorales. Una vez que estas poblaciones de linfocitos han madurado en
el timo son liberadas al torrente sanguineo en busca de antigenos, estos linfocitos
no han reconocido al antigeno especifico para su receptor de célula T (TCR), por lo
que son llamados naive (virgenes). Para que este linfocito virgen lleve a cabo su

funcién efectora debe activarse.

A pesar de esta division es necesario comprender que todo el sistema participa de
manera conjunta y dinamica para evitar la enfermedad, erradicar el agente patdégeno

y restaurar la homeostasis (Abbas, 2008).

Procesamiento y Presentacion de Antigenos a los linfocitos T. Todas las
células que expresan MHC clase | o clase Il pueden presentar péptidos a las células
T, sin embargo existen marcadas diferencias tanto en las vias de presentacion, el
tipo de célula que la realiza y el tipo de antigeno que se expresa como veremos a
continuacion. Cuando un antigeno es captado por una célula del hospedador, la
célula lo degrada (procesa), este antigeno procesado acaba por quedar unido a la
proteina MHC, y este complejo va hasta la membrana citoplasmatica y se presenta
en la superficie de la célula. Se conocen dos mecanismos distintos para el
procesamiento del antigeno, uno para la presentacion de antigenos de clase | y otro
para la presentacion de antigenos de clase Il. Para los de clase |, los antigenos son
producidos en la célula, por ejemplo viricos o tumorales, son degradados en el
citoplasma y unidos a moléculas MHC clase | en el reticulo endoplasmatico, de ahi

son transportados a la superficie celular.

Los antigenos presentados por MHC Il son generalmente exégenos, en esta via de
presentacion las proteina MHC |l se producen en el reticulo endoplasmatico (RE) y
se ensamblan con una proteina bloqueante li (cadena invariable) que evita que
forme complejos con otros péptidos fabricados en el mismo RE, después MHC I
se une al fagolisosoma donde li y las proteinas extranas importadas desde el
exterior (via endocitosis) son digeridas, a continuacién el MHC |l se une a los
péptidos extrafios procesados y el complejo se expresa en la superficie celular.



El fendbmeno central en la generaciéon de respuestas inmunitarias humorales y
mediadas por células es la activacion y expansién clonal de células T. La activacion

correcta de las células T requiere de tres sefiales:

Sefal 1. Se genera por la interaccion del receptor de célula T (TCR) con un péptido
antigénico procesado y presentado en el contexto de una molécula de MHC de la

célula presentadora de antigeno y de las moléculas correceptoras CD4 o CD8.

Las moléculas MHC clase | se encuentran en cualquier célula nucleada y presentan

los péptidos a los linfocitos T CD8+, el péptido procesado es de 8 a 10 aminoacidos.

La expresion de MHC |1l se restringe solo a Células Presentadoras de Antigenos
(CPA) especializadas como son macréfagos, células dendriticas y linfocitos B. Las
molécula MHC clase Il presentan los péptidos a los linfocitos T CD4+, los péptidos

expresados son de 13 a 25 aminoacidos (Vyas, et al., 2008).

Sefal 2. La interacciéon de moléculas coestimuladoras del linfocito con las de la
célula presentadora de antigeno. El desarrollo de expansién o anergia clonal

depende de la presentacion o ausencia de una sefal coestimuladora. (Kindt, 2007).

Sefial 3. Presencia de citocinas en el microambiente. Los linfocitos T CD4+
cooperadores se diferencias en células efectoras ya sea Th1 o Th2, cuyas funciones
estan mediadas en gran medida por las citocinas secretadas. En particular, la IL-4
es esencial en el desarrollo de células Th2, los linfocitos con este perfil secretan IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, citocinas que colaboran en la diferenciacion del linfocito
B en célula plasmatica y la produccién de anticuerpos. El IFN-y, IL-12 e IL-18 son
importantes en el desarrollo de Th1, células que a su vez también secretan IFN-y y

IL-12, citocinas que participan ademas en la activacion de macréfagos y CTL's.



Sistema inmune y cancer

El sistema inmune es capaz de reconocer y eliminar a las células cancerosas, un
proceso que se conoce como inmunovigilancia (Zitvogel, et al., 2006), esta
capacidad de reconocimiento por parte del sistema inmune es gracias a
transformaciones en las células producto mutaciones genéticas, dichas células
expresan macromoléculas que ahora son reconocidas por el sistema inmune, los

llamados antigenos tumorales.

Se ha propuesto que los antigenos tumorales tienen una sub-clasificacién (Coulie,
et al., 2014). Tabla1.

Tabla 1. Clasificaciéon de antigenos tumorales

Clasificacion Caracteristicas
“Antigenos especificos * Antigenos virales.
de tumor” e Antigenos que resultan de mutaciones o de
rearreglos en la secuencia codificante de un
o de alta especificidad gen.
tumoral ¢ Antigenos que son codificados por genes de

lineas germinales.

Antigenos de e Son expresados en la
diferenciacion célula tumoral y en el

“A T H
ntigenos asociados a tejido normal de origen.

tumor”

o de baja especificidad
tumoral , e Antigenos derivados de
Antigenos de proteinas que estan sobre-
sobreexpresion expresadas en células
tumorales

Resulta interesante que a pesar de la expresion de antigenos tumorales abundantes
y la respuesta inmune inicialmente montada, la mayoria de los canceres progresan
y evaden la destruccidon mediada por el sistema inmune hasta ser detectados

clinicamente (Gajewski, et al., 2013).



La explicacion de como es que las células cancerosas evaden la respuesta inmune

y progresan es parte de la teoria de inmunoedicion del cancer (Dunn, et al., 2004).

Inmunoedicién del cancer
El proceso de inmunoedicion del cancer se desarrolla en tres fases: la eliminacion,

el equilibrio y el escape.

La primera fase, la fase de eliminacion también conocida como inmunovigilancia del
cancer, consiste en el reconocimiento de las células transformadas por el sistema
inmunoldgico innato y el sistema inmune adaptativo, lo que lleva a la muerte de

estas células.

Si algunas células tumorales no son erradicadas en la fase de eliminacion, el
proceso puede avanzar a la segunda fase: la fase de equilibrio, una fase en la cual
el tumor persiste, sin embargo su proliferacion esta impedida por la presion que

ejerce el sistema inmunoldgico.

La tercera fase, el escape, comienza cuando el equilibrio entre la respuesta inmune
y el tumor se inclina hacia el crecimiento del tumor como resultado del agotamiento
inmunoldgico o la inhibicion como consecuencia de la aparicion de variantes de
células tumorales que permiten que el tumor pueda evadir la respuesta inmune.
Esto da como resultado la presencia de células transformadas no inmunogénicas,
es decir que son invisibles. Esta fase concluye con la aparicion de un tumor que

puede ser detectado clinicamente (Dunn, et. al., 2006).

Mecanismos de evasion tumoral
El sistema inmunoldgico es capaz de reconocer y eliminar las células de cancer,

sin embargo se mantiene bajo control por los receptores inhibitorios y sus
respectivos ligandos. Estos puntos de control del sistema inmune que normalmente
mantienen la tolerancia y evitan el dafo colateral a los tejidos durante la respuesta
inmune anti-microbiana, pueden ser utilizados por el cancer y evadir al sistema

inmune (Topalian, et al., 2015).

El desarrollo del tumor es un proceso complejo que implica la interaccién entre las

células cancerosas, las células del estroma normales y los mecanismos de defensa.



Varios otros factores tales como cambios celulares debido a infeccién o estrés

inducido por enfermedad también pueden contribuir al crecimiento o supresién del
tumor (Vinay, et al., 2015).

Dentro de los factores implicados en la evasion del sistema inmune por parte de las

células tumorales se destacan en la Tabla 2 (Vinay, et al., 2015):

Tabla 2. Factores implicados en la evasion del sistema inmune

Células
reguladoras

Supresién inmune en el microambiente tumoral mediada

por células reguladoras (Treg) y otras células supresoras
como las MDSCs (del inglés “myeloid-derived suppressor
cells”).

Defectos
en la presentacion
de antigenos

Regulacion deficiente en la presentacion del antigeno, esto
incluye defectos en la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | (MHC), y mutaciones del
proteosoma y TAP (Transporter associated with antigen
processing). Esto puede conducir a la incidencia de
tumores y la metastasis porque los linfocitos T citotdxicos
(CTL) ya no puede reconocer antigenos en las células
tumorales.

Mediadores
inmunosupresores

Los tumores pueden evadir la vigilancia inmune a través de
la produccion de varias citocinas y otras moléculas
inmunosupresoras que inhiben la activacion de las células
del sistema inmune, ya sea por las células cancerosas o
por las células no cancerosas presentes en el
microambiente tumoral. Por ejemplo TGF-B, TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-10, CSF-1, IL-8, IFNs (interferones) tipo |,
VEGF, RCAS1 etc. (Igney, 2002).

Tolerancia

La mayoria de las células tumorales no expresan
moléculas coestimuladoras y por lo tanto pueden inducir
anergia o tolerancia de las células T.

Apoptosis

Delecion directa de células efectoras del sistema inmune
por medio de la expresion de ligandos de induccién de
muerte como FasL. Este fendmeno es conocido como
contraataque tumoral (Mapara, et. al., 2004).




Cancer como problema de salud publica en México y el mundo

El cancer es la principal causa de muerte a escala mundial. Se le atribuyen 8.2
millones de defunciones ocurridas en todo el mundo en 2012 (GLOBOCAN 2012).

Los principales tipos de cancer se muestran en la tabla siguiente Tabla 3.

Tabla 3. Tipos de cancer con mayor mortalidad a nivel mundial 2012

Pulmonar 1.59 millones de defunciones
Hepatico 745 000 defunciones
Gastrico 723 000 defunciones
Colorrectal 694 000 defunciones
Mamario 521 000 defunciones
Cancer de esofago 400 000 defunciones

De ellos el cancer de mama es el tipo de cancer mas comun en mujeres con

alrededor de 1.38 millones de diagndésticos anualmente (Chavarria, et al., 2012).

En México de 2007 a 2014, la incidencia de cancer de mama en mujeres ha
incrementado, siendo el ano 2014 en el que se presenta la incidencia mas alta, con
28.75 casos nuevos por cada 100 mil mujeres de 20 anos y mas, para los hombres
de 20 afios y mas, se mantiene muy baja y relativamente estable, fluctuando entre
0.39 y 0.64 casos nuevos por ano. Asi por cada caso nuevo en los varones se
detectan 29 en las mujeres. (INEGI, 2015). Tabla 4.



Tabla 4. Incidencia de tumor maligno de mama en poblacién de 20 aifos y

mas, por sexo. Serie anual de 2007 a 2014

2875
2664  26-20
s 22 60 23.58 22 81 23.70
1420 i
12.01 : 13.91
11.37 1261 4515 274 —"
0.39 0.39 0.56 045 070 0.51 0.37 0.64

—s——s—s:—s—p—-=_
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

=—g==Total ==& Hombres Mujeres

Fuentes:

Para 2010 a 2014: SSA, CENAVECE (2014). Anuarios de Morbilidad 1984-2014; y CONAPO
(2014). Proyecciones de la Poblacién 2010-2050. Proceso INEGI.

Para 2007 a 2009: SSA, CENAVECE (2014). Anuarios de Morbilidad 1984-2014; y CONAPO
(2008). Proyecciones de la Poblacion de México 2005-2050. Procesé INEGI.

CENAVECE: Centro Nacional De Vigilancia Epidemiolégica y Control de Enfermedades.
CONAPO: Consejo Nacional de Poblacion.

Al observar las cifras que arroja el analisis de las estadisticas por parte del INEGI
en el documento “Estadisticas a propoésito del...dia mundial de la lucha contra el
cancer de mama (19 de octubre)”, 2015, es evidente la necesidad de desarrollar

nuevo planes de salud y de nuevas alternativas terapéuticas.



Cancer de mama

Morfolégicamente la glandula mamaria humana se compone de una red ramificada
de ductos que terminan en unidades lobulares o lobulillos. Histologicamente,
lobulillos y ductos estan revestidos de dos capas de células: la capa interior se
compone de células epiteliales luminales
secretoras, las cuales son responsables
de producir leche durante la lactancia y la
capa externa contiene células
mioepiteliales con capacidad contractil.
Estas estructuras estan separadas de los

el tejido circundante, o estroma, por una

membrana basal. El estroma circundante

Membrana

comprende macréfagos, fibroblastos, basal

células

adipocitos y células del sistema inmune,y  micepiteliales

estructuras organizadas COmMO  POr  ciulasepiteliales
luminales

ejemplo, vasos sanguineos, cada uno de

los cuales contribuye a la configuracion

global del microambiente local (Almendro,

et al., 2011) (Bertos, et al., 2011). Se _ L
Figura 1. la composicion celular del epitelio

aprecia la composicion celular del epitelio  de la glandula mamaria normal. Modificado
de Bertos, et al., 2011.
de la glandula mamaria humana normal en

la Figura 1.

El cancer de mama surge del crecimiento descontrolado de las células que revisten
los ductos o lobulillos mamarios. (Instituto Nacional de Cancer. 2014). La historia
natural del cancer involucra su progresion a través de estadios clinicos bien
definidos, iniciando con hiperproliferacion celular con la subsecuente evolucion in

situ hasta un carcinoma invasivo y finalmente metastasis (Polyak, 2007).

El tipo de cancer de mama mas comun es el carcinoma ductal invasivo, reportando
el 75% de los casos, mientras que el carcinoma lobular invasivo representa el

siguiente tipo histolégico mas frecuente de tumor de mama, en alrededor de 10%
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de los casos. En conjunto, estas dos categorias constituyen la gran mayoria de los

canceres de mama, el resto se consideran “tipos especiales” (Bertos, et al., 2011).

La union Internacional para el control de cancer (UICC, Union for International
Cancer Control) emite un sistema estandar acordado internacionalmente para

describir y clasificar las etapas y la progresién del cancer.

El denominado sistema TNM nos indica lo siguiente:

Tabla 5. Sistema estandar acordado internacionalmente para describir y

clasificar las etapas y la progresion del cancer TNM

La categoria describe la extension anatémica del cancer de
T mama.

La categoria describe la afectacién de los ganglios linfaticos
N regionales, ganglios mamarios axilares o internos.

La categoria se describe la presencia de diseminacion
M metastasica a distancia por ejemplo a pulmoén, el higado y el

hueso.

Adicionalmente, en los ultimos afios se han hecho estudios con microarreglos como
PAM50 (del inglés prediction analysis of microarray) y ademas ensayos
inmunohistoquimicos que llevan a la conclusién de que existe cuatro subtipos
moleculares de cancer de mama: Luminal A, Luminal B, Basal y aquel que sobre-
expresa HER2 (Strehl, et. al., 2011).En la tabla 6 se observa la correlacién que
existe entre la clasificacion molecular y la clasificacién inmunohistoquimica para

cancer de mama (Onitilo, et al., 2009).



Tabla 6. Clasificacién molecular e inmunohistoquimica para el cancer de

mama
Clasificacion molecular ER PR Her-2

Luminal A + + -
- + -
- - +

Luminal B + + +
- + +
+ - +

Tipo Basal - - -

Sobre-expresa Her-2 - - +

No se indica el nivel de expresion, solo indica presencia del receptor

ER: Receptor de Estrégenos PR: Receptor de progesterona

Her-2: Receptor 2 para el crecimiento epidérmico humano

En la practica clinica conocer la informacién sobre el tipo de cancer se utiliza de
manera integral con la finalidad de clasificar con precision los tumores en el estadio,
el pronéstico y tratamiento. Biomarcadores como el receptor de estrégenos (ER),
receptor de progesterona (PR)y la expresion de HER2 determinan si los pacientes
son candidatos para terapia adyuvante y tienen un significado prondstico y
predictivo en cancer de mama porque tienen implicaciones importantes para el

crecimiento del tumor y patrones metastasicos (Cadoo, et al., 2013).



Factores de riesgo
Los factores de riesgo para desarrollo del cancer de mama se distinguen en cuatro
grandes grupos:

Tabla 7. Factores de riesgo para el desarrollo del cancer de mama

e Sexo femenino

¢ Envejecimiento, a mayor edad mayor riesgo

e Historia personal o familiar de cancer de mama en
madre, hijas o hermanas.

Biol6gicos ¢ Antecedentes de hallazgos de hiperplasia ductal atipica,
imagen radial o estrellada, asi como carcinoma lobulillar
in situ por biopsia.

e Vida menstrual de mas de 40 afios (menarca antes de
los 12 afios y menopausia después de los 52 afios),

¢ Densidad mamaria

e Ser portador conocido de los genes BRCA1 o BRCA2

e Exposicion a radiaciones ionizantes principalmente
durante el desarrollo o crecimiento (in utero, en la
adolescencia)

e Tratamiento con radioterapia en torax

Ambientales

: _ e Nuligesta
De historia e Primer embarazo a término después de los 30 afios de
reproductiva edad

e Terapia hormonal en la peri o postmenopausia por mas
de cinco anos.

¢ Alimentacion rica en carbohidratos y baja en fibra.

Dieta rica en grasas tanto animales como acidos grasos
> trans.

vida. Obesidad, principalmente en la postmenopausia.
Sedentarismo.

Consumo de alcohol mayor a 15 ml/dia.

Tabaquismo.

De estilos de

Es importante mencionar que en el 70% de las mujeres con cancer de mama, no se
logra identificar un factor de riesgo conocido (NORMA Oficial Mexicana NOM-041-
SSA2-2011).



Tratamiento
En México de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-041-SSA2-2011, para

la prevencion, diagnostico, tratamiento, control y vigilancia epidemiolégica del
cancer de mama, las decisiones terapéuticas del cancer de mama se deben
formular de acuerdo con la etapa clinica, reporte histopatolégico, condiciones

generales de salud de la paciente y su estado hormonal.

Los métodos terapéuticos que en la actualidad se emplean para tratar el cancer

mamario son:

e Cirugia

¢ radioterapia

e Quimioterapia

¢ Hormonoterapia

e Bioldgicos.
De ellos, la cirugia y la radioterapia tienen una accién local; en la quimioterapia, la
hormonoterapia y los tratamientos biolégicos, la accion es sistémica (NORMA Oficial
Mexicana NOM-041-SSA2-2011).

La mayoria de las mujeres que tienen CDIS (carcinoma ductal in situ) que pueden
ser tratados con una operacion tienen tres opciones de cirugia (Instituto Nacional
de Cancer, EE.UU. 2014).

e Mastectomia parcial
e Mastectomia total

e Mastectomia radical modificada.

Tanto la mastectomia y la cirugia conservadora de seno con radiacion son
tratamientos estandar para el cancer de mama en estadios tempranos. Sin
embargo, mientras que la cirugia conservadora de la mama es mas comun en
paises desarrollados como los EE.UU. con alrededor del 37% de los casos, en
paises en vias de desarrollo la mastectomia total es mucho mas comun, en gran
parte debido a una deteccion mas avanzada de la enfermedad, pero también a

causa de la poca disponibilidad de terapias de radiaciéon y por la falta de recursos



humanos. Un informe del INCAN (Instituto Nacional de Cancerologia) mostré una

tasa de 85% mastectomia total en su institucion (Chavarri, et al., 2012).

La radioterapia (también llamada terapia con rayos X o irradiacion) es el uso de
radiacion ionizante para destruir las células cancerosas y reducir el tamafo de los
tumores. También existen radiofarmacos e implantes que cumplen la misma
funcién. La radioterapia lesiona o destruye las células en el area que recibe
tratamiento al dafar su material genético y hacer imposible que crezcan y se
dividan. El objeto de la radioterapia es destruir el mayor numero posible de células
cancerosas y limitar el dafio que sufre el tejido sano del derredor (Instituto Nacional
de Cancer, EE.UU. 2014).

La quimioterapia consiste en el uso de farmacos para evitar que las células del
cancer sigan proliferando. Evita que el cancer se extienda o retrasa el crecimiento
tumoral. También puede destruir las células cancerosas que han invadido otras

partes del cuerpo (Instituto Nacional de Cancer, EE.UU. 2014).

La terapia hormonal (llamada también hormonoterapia, tratamiento hormonal o
terapia endocrina) hace mas lento o detiene el crecimiento de tumores sensibles a
las hormonas ya que bloquea la capacidad del cuerpo para producir hormonas o
que interfiere en la actividad hormonal. Los tumores que no son sensibles a las

hormonas no reaccionan a la terapia hormonal.

Se han formulado varias estrategias para tratar el cancer de seno sensible a las

hormonas, entre las cuales se incluyen las siguientes:

Bloqueo de la funcién de los ovarios: el estrégeno estimula el crecimiento de los
tumores de la mama y puesto que los ovarios son la fuente principal de estrégeno
€en mujeres premenopausicas, las concentraciones de estrégeno en estas mujeres
pueden reducirse al eliminar o suprimir la funcién de los ovarios. El bloqueo de la
funcién de los ovarios se llama ablacion ovarica. Ejemplos de farmacos supresores
de la funcién ovarica que han sido aprobados por la Administracién de Alimentos y

Drogas de los Estados Unidos, (FDA), son la Goserelina y la Leuprolida.



Bloqueo de la produccion de estrégeno: Los farmacos llamados inhibidores de
aromatasa pueden usarse para bloquear la actividad de una enzima llamada
aromatasa, el cuerpo la usa para producir estrogeno en los ovarios y en otros
tejidos. Los inhibidores de aromatasa se usan principalmente en mujeres
posmenopausicas ya que los ovarios de mujeres premenopausicas producen
demasiada aromatasa para que los inhibidores puedan bloquearla eficazmente. Sin
embargo, estos farmacos pueden usarse en mujeres premenopausicas si se

administran junto con un farmaco que suprime la funcion de los ovarios.

Ejemplos de inhibidores de aromatasa aprobados por la FDA son el Anastrozol y el
Letrozol los cuales desactivan temporalmente la aromatasa, y el Exemestano, el

cual desactiva la enzima en forma permanente.

Bloqueo de los efectos del estrégeno: Varios tipos de farmacos interfieren con la
capacidad del estrogeno para estimular el crecimiento de las células de cancer de

Seno:

Moduladores selectivos de receptores de estrégeno (SERM) se unen a
receptores de estrogeno, lo que impide que el estrogeno se una a ellos. Ejemplos
de SERM aprobados por la FDA son el Tamoxifeno, el Raloxifeno y el Toremifeno.
El Tamoxifeno se ha usado por mas de 30 afios para tratar el cancer de seno con

receptores de hormonas (Instituto Nacional de Cancer, EE.UU. 2014).

Tratamiento bioldgico para el cancer de mama. Dentro de las terapias biolégicas
se encuentra el uso de anticuerpos o segmentos de material genético (ARN o ADN),
que actuan directamente sobre las células cancerosas, ademas esta el uso de
vacunas para estimular el sistema inmunoldgico del cuerpo y que éste actue contra

las células cancerosas; a este tipo de terapia se conoce como inmunoterapia.

La inmunoterapia esta ganando impulso, pues se basa en la marcada especificidad
que tiene el sistema inmunoldgico para el reconocimiento de antigenos asi como
rechazar tumores y prevenir su reapariciéon (Coulie, et al., 2014). Interesantes
resultados clinicos se han obtenido utilizando vacunas contra el cancer, y

anticuerpos que estimulan la actividad de los linfocitos T. La evidencia sugiere que



estimular la inmunidad adaptativa brinda beneficios clinicos en el tratamiento a largo
plazo como la quimioterapia y la radioterapia pero sin los efectos secundarios
adversos. La base de estos estudios clinicos es que los pacientes con cancer
producen linfocitos T que reconocen antigenos especificos del tumor. Sin embargo,
a pesar de lo prometedora que resulta la inmunoterapia para el tratamiento del
cancer, y especificamente del cancer de mama, actualmente la FDA solo ha
aprobado algunos anticuerpos monoclonales humanizados para el tratamiento de la
enfermedad, se muestran en la Tabla 8 (Instituto Nacional de Cancer. EE.UU.,
2014).

Tabla 8. Terapias dirigidas contra cancer de mama aprobados por la FDA

El mecanismo de accién del trastuzumab no se
comprende en su totalidad, pero una posibilidad
(Herceptina®) monoclonal probable es que impida que el HER-2 envie
sefales que promuevan crecimiento.

Trastuzumab Anticuerpo

Anticuerpo Se une al HER-2 en una region distinta del

Pertuzumab monoclonal en | frastuzumab.
combinacion con | Evita que HER-2 interactue con otros receptores,
(Perjeta™) trastuzumab y tales como el receptor del factor de crecimiento

epidérmico (EGFR), para enviar sehales que

docetaxel promuevan crecimiento.

.. Farmaco de Inhibe varias tirosinas cinasas, incluso la
Lapatinib - oléoula actividad de la tirosina cinasa del HER-2. El
(Tykerb®) N tratamiento con lapatinib impide que las sefiales

pequeina

del HER-2 activen el crecimiento celular.

Como podemos apreciar en la tabla el blanco molecular utilizado en la
inmunoterapia contra el cancer es Her-2, una proteina que pertenece a la familia de
factores de crecimiento epidermal. Esta proteina esta sobreexpresada en
aproximadamente el 20% de los casos de cancer de seno. Su presencia tiene
implicaciones para el pronéstico y tratamiento de la enfermedad. Biolégicamente la

sobreexpresion de Her-2 esta asociada con un incremento en la proliferacién


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR00000340934&version=Patient&language=Spanish

celular, movilidad, angiogénesis, asi como capacidad invasiva y resistencia a

apoptosis (Cadoo, et al., 2013).

Las terapias dirigidas contra Her-2 no son efectivas para todas las pacientes que
expresan el receptor, aunado a esto, como se describié previamente no todas las

pacientes expresan este tipo de receptor.

A pesar de los esfuerzos para brindar a los pacientes un tratamiento que incremente
sus posibilidades de sobrevivir a la enfermedad y con la mejor calidad de vida, a
nivel mundial queda mucho por hacer, por investigar y legislar para que toda la
poblacién tenga acceso a diagndstico y tratamiento oportuno de la enfermedad.
Hasta ahora no se cuenta con una vacuna para el cancer de mama; la Unica vacuna
aprobada por la FDA para el tratamiento terapéutico del cancer es Sipuleucel-T
(Provenge®, producida por Dendreon), y esta aprobada para su uso en algunos
hombres con cancer metastasico de prostata. Esta disefiada para estimular una
respuesta inmunitaria a la fosfatasa acida prostatica (prostatic acid phosphatase,
PAP), un antigeno que se encuentra en la mayoria de las células cancerosas de
préstata. En un estudio clinico, Sipuleucel-T alargé la supervivencia de hombres con
un cierto tipo de cancer metastasico de préstata en cerca de 4 meses (Kantoff, et
al., 2010).

Existen otras vacunas de tipo profilactico para el cancer como es el caso de la
vacuna contra el Virus del Papiloma Humano (VPH). Dos vacunas profilacticas
contra el VPH se han autorizado, Gardasil® (Sanofi Pasteur MSD) /Silgard® (Merck
Sharp & Dohme), una vacuna tetravalente contra los tipos de VPH 6, 11, 16 y 18
que se aprob¢ a finales de 2006 y Cervarix ® (GlaxoSmithKline Biologicals), una
vacuna bivalente aprobada en 2007 para la inmunizacion contra los tipos de VPH
16 y 18. Ambas vacunas contienen subunidades inactivadas no infecciosas, y
protegen contra los tipos de VPH de alto riesgo 16 y 18, responsables de mas del
70% de los casos de cancer cervical, ademas también protege contra el VPH 6 y

11, que causan la mayoria de los casos de verrugas genitales (Stillo, et al., 2015).



II. JUSTIFICACION DEL TRABAJO
El cancer es un problema de salud publica que afecta a mujeres y hombres de todo

el mundo, en nuestro pais representa una de las principales causas de muerte entre
la poblacion de mujeres. Se necesitan métodos de evaluacion para los pacientes
con cancer que sean rapidos, de bajo costo y que ademas consideren la calidad de
vida del paciente. A lo largo de los ultimos afios se han realizado numerosos
intentos para ofrecer nuevos y mejores tratamientos, una estrategia prometedora
implica ampliar el repertorio de antigenos reconocidos por el sistema inmune que
sean candidatos para un tratamiento especifico de la enfermedad. Siguiendo esta
misma linea, el presenta trabajo propone el despliegue en fago filamentoso M13 de
una biblioteca de cancer de mama de raton para la busqueda de nuevos antigenos
relacionados con el desarrollo de cancer de mama, con valor diagndstico,

prondstico, y posibles componentes para vacunas.

La amplia variabilidad genética y antigénica es el principal obstaculo para el
desarrollo de vacunas contra el cancer y patégenos antigénicamente variables
(Pedroza, et al., 2009). Los esfuerzos por encontrar un tratamiento efectivo contra
el cancer se ven frenados por la falta de un conocimiento mas extenso sobre las
interacciones entre el sistema inmune y las células cancerosas. El sistema de
despliegue en fago M13 permite probar de manera simultdnea las propiedades
antigénicas de cientos de péptidos como posibles antigenos relacionados con el

cancer de mama.

[Il. DESPLIEGUE EN FAGO
La técnica de despliegue en fago se utiliza para expresar proteinas o péptidos

foraneos fusionados a una de las proteinas de cubierta del fago. El fago M13 es el

mas utilizado para este fin.

En este sistema las moléculas foraneas se expresan de manera mas frecuente
fusionadas a la proteina minoritaria de la cubierta del fago, la proteina plll (3-5
copias por fago) o fusionados a la proteina mayoritaria de la cubierta, pVIII (2700
copias). La generacion de grandes bibliotecas de fagos que expresan péptidos al

azar, asi como bibliotecas de expresién de ADN gendémico y cADN derivados de



patdgenos se estan convirtiendo en importantes fuentes para la identificaciéon de
genes codificantes de proteinas o dominios implicados en la patogénesis e
interacciones huésped- patdogeno, asi como para el aislamiento de antigenos

candidatos para vacunas o diagnostico (Gonzalez, et al., 2010).

Los fagos son faciles de manejar, resisten distintas condiciones de estrés como las
altas temperaturas, disolventes organicos, quimicos, pH extremos. Las particulas
de fago son altamente inmunogénicas por lo que no requieren adyuvante. Ademas,
como particulas antigénicas, pueden ser procesados por ambas rutas del complejo
mayor de histocompatibilidad (clase | y Il), y por tanto son capaces de inducir una

respuesta humoral y celular (Manoutcharian, 2005).

El fago M13 (Figura 2) pertenece al género de los Inovirus, contiene ADN de cadena
sencilla, en él se encuentra toda informacion necesaria para la sintesis de sus once
proteinas, cinco de ellas forman parte de la capside del virus: plll, pVI, pVIl pIX 'y
pVIIIl. EI ADN sintético o nativo de interés es clonado en el gen que codifica para la
proteina de cubierta donde quiere expresarse el péptido, esto en el genoma del fago
o en un fagémido; sin embargo la clonacion dentro del genoma puede resultar en
problemas con la técnica, por ejemplo la inestabilidad del fago si péptidos largos
son fusionados a pVIIl. Para evitar el problema se utiliza un fagémido, dando como
resultado la sintesis de fagos hibridos con una mezcla variable de proteina de
cubierta silvestre y proteina de cubierta fusionada a péptido foraneo; se cree que la
causa de esta variabilidad de expresion depende de diversos factores tales como el
tamano, la composicidn de aminoacidos y la forma en que se pliega el péptido
foraneo (Jacobsson, et al., 2003) (Pande, et al. 2010).



Figura 2: Estructura del fago M13, perteneciente al género Inovirus, es un virus sin envoltura,
tipo filamentoso de 7 nm de diametro y de 700 a 2.000 nm de longitud, se aprecia la distribucion
de sus proteinas de superficie. Tomado de viral zone 2008.
http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by species/558.html

IV. HIPOTESIS

Es posible identificar perfiles antigénicos e inmunogénicos en escala de genoma
relacionados con el desarrollo de cancer de mama, mediante un sistema de tamizaje
utilizando una biblioteca de cADN de cancer de mama de raton desplegada en fago
M13 y esplenocitos de un modelo murino de cancer de mama con trasplante

singénico de linea celular 4T1.

V.OBJETIVO GENERAL:

Identificar perfiles antigénicos e inmunogénicos en escala de genoma, relacionados
con el desarrollo de cancer de mama, mediante un sistema de tamizaje utilizando
una biblioteca de cADN de cancer de mama de ratén desplegada en fago M13 y
esplenocitos de un modelo murino de cancer de mama con trasplante singénico de

linea celular 4T1.
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VI. OBJETIVOS PARTICULARES:
1. Construccion de la biblioteca de cADN de cancer de mama de ratén

desplegadas en fago M13;

2. Tamizaje de la biblioteca de cADN de cancer de glandula mamaria de ratén
desplegadas en fago M13, mediante ensayos de proliferacion con
esplenocitos de modelo murino de cancer de mama con trasplante singénico
de linea celular 4T1.

3. ldentificacion y seleccion de clonas de acuerdo a sus propiedades
antigénicas durante los ensayos de proliferacion (Secuenciaciéon de ADN,
busqueda en bases de datos de las mejores clonas);

4. Evaluacion del efecto antitumoral de las clonas identificadas en un modelo

murino de cancer de mama con trasplante singénico de linea celular 4T1.



VII. MATERIALES Y METODOS.

La metodologia general se puede dividir en tres etapas: obtencidn de la biblioteca
de fagos recombinantes, tamizaje de dicha biblioteca y evaluacion del efecto
antitumoral de las clonas seleccionadas. La estrategia realizada se resume en la

Figura 3.

Subclonaciéon de la biblioteca original de cADN de Cancer de Mama
(CaMa) en el fagémido pG8SAET para su despliegue en la proteina
pVIIl del bacteriéfago M13.

Obtencion de biblioteca de fagos recombinantes expresando en su
superficie los antigenos de interés provenientes de la biblioteca de
cADN

Tamizaje de la biblioteca mediante ensayos de proliferacion hasta
la obtencion de clonas individuales; aquella sub-biblioteca con un
porcentaje de proliferacion mayor pasa a la siguiente ronda de

seleccion.

Identificacion de clonas individuales, analisis de los insertos

respectivos
_
S

Evaluacion del efecto antitumoral de las clonas seleccionadas
administradas como vacuna en un modelo murino de cancer de
mama.

J
Figura 3. Metodologia empleada para identificacién de antigenos involucrados en la respuesta
inmune contra cancer.

Todos los procedimientos de biologia molecular se llevan a cabo utilizando los
protocolos estandar asi como las recomendaciones del fabricante. Las enzimas de
restriccion, kits de aislamiento y purificacion de ADN, ADN polimerasa, T4 ADN

ligasa y fago ayudador (helper) son obtenidos de Invitrogen, Qiagen o Gibco.
Subclonacion de la biblioteca de cADN de CaMa

Se realizé la subclonacion de la biblioteca comercial NCI CGAP Lu29 cADN Library
Mammary gland tumor (Tabla 9) en el fagémido pG8SAET para su expresion en la

proteina pVIII de bacteriéfago M13.



Tabla 9:Caracteristicas de biblioteca NCI CGAP Lu29 cDNA Library

Mammary gland tumor

Marca Invitrogen

Catalogo 12023-016

Vector pCMV+SPORT6

Tamano de inserto 1.9kb

Complejidad 1x107

Fuente del ARN Tumor de glandula mamaria de raton
Sitios de clonacién Not I/ Sal |

La amplificacién de insertos de cADN de la biblioteca original se realizé por PCR
mediante el uso de los d6ligos 5SPO y 3N6SNB. Se muestran los 6ligos en la Figura
4.

Mcol
55P0: 5 TCATATGCTCCATGEATGCTCGGEGATC CGAATTC 3

SnaBl
INESNE: 5 ATCGTATTGGATCCCTAGCGGCCGCTACGTANMNMNMNNMN 37

Figura 4: Oligonucleétidos utilizados en la subclonaciéon. 5SPO y 3N6SNB permiten la
amplificacion de los insertos de cADN de la biblioteca comercial y su posterior subclonacién en el
vector pG8SAET gracias a que contiene en su secuencia los sitios de reconocimiento para las
enzimas de restriccion Ncol y SnaBl.

El disefio del oligonucleotido 3N6SNB, permite gracias a su extremo 3’ de bases
aleatorias, unirse de manera azarosa dentro del inserto, dando como resultado la
amplificacion de insertos con diversos tamanos y evitando las regiones 3’ no
codificantes de los cADN’s. Los productos de PCR dentro del rango de 300-2500 pb
(pares de bases) fueron purificados usando el kit de extraccion QlAquick Gel Kit de

Qiagen, después fueron digeridos con las enzimas de restriccion Ncol y SnaBl.



Ligacion de los insertos con el fagémido.

Se realizo la digestion del ADN del vector pG8SAET con las enzimas de restriccidon
Ncol y SnaBl, posteriormente los insertos previamente purificados se unen al ADN
del fagémido mediante una reaccion de ligacion usando T4 ADN ligasa. La imagen

del vector se muestra en la Figura 5.

Ncol SnaB | 1TAG
sapl \/ EcoR1

f’scudnl E-tag

e

De la proteina A estafilococica

PGBSAET
3395 ob

Figura 5. Esquema del fagémido pG8SAET. La subclonacion de los fragmentos de cADN de la
biblioteca de cancer de mama de ratén se realizé en los sitios de Ncol y SnaBI del sitio de clonacion
del fagémido, ademas contiene un gen de resistencia a antibiético y dos origenes de replicacion,
uno para el plasmido y otro para el fago filamentoso, este Ultimo se activa hasta la infeccion con
fago “helper”. Contiene una senal de empaquetamiento que permite la expresion de un péptido
foraneo fusionado a la proteina seleccionada.

El ADN obtenido de la ligacion fue transformado por electroporacion en células
Escherichia coli TG1 usando Gene Pulser Il System de Bio-Rad. Las células TG1
transformadas fueron plaqueadas en agar selectivo con carbenicilina para

determinar la complejidad de la biblioteca.

La diversidad de los insertos de la biblioteca se verificd mediante una PCR utilizando

los siguientes oligonucledtidos:

5YSAET 5 GGAAAAACATTTATTCGTAAACTAG ¥
F8OLI 5" GACAATGACAACAACCATCGCCCACGCATA 3
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Los fragmentos obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa. Finalmente la biblioteca fue conservada a -70°C almacenando las células

transformadas de E. Coli en medio 2YT con glicerol al 30%.

La biblioteca resultante fue rescatada y amplificada utilizando el fago ayudador
M13KO07; los fagos recombinantes resultantes fueron purificados en un volumen de
100 mL de medio 2X YT seguido de una doble precipitacion con PEG/NaCl (20%
w/v polietilenglicol-8000; 2.5M NaCl) y resuspendido en buffer TBS (Tris buffer). Por
ultimo la biblioteca es titulada por medio de diluciones seriadas y crecimiento en
placas con carbenicilina, esperando un rendimiento de rescate de aproximadamente
de 10'%a 10" unidades formadoras de colonias (ufc) por mililitro de cultivo (Robles,
et al., 2005).

Division y tamizaje de la biblioteca de cADN desplegada en fago M13

Se sometid la biblioteca a rondas sucesivas de divisidén y seleccion, la seleccién se
hizo con base en ensayos de proliferacion de esplenocitos de raton Balb/c

implantados con células 4T1, linea celular de cancer de mama.

Para iniciar el tamizaje de la biblioteca de cADN, a partir del titulo de la biblioteca
inicial se tomd el volumen necesario para obtener 10 sub-bibliotecas con 1x10*
clonas cada una. En este momento se realiz6 el primer ensayo de proliferacién, la
biblioteca con el porcentaje de proliferacién mas alto se selecciona para la siguiente

ronda de proliferacion. Se eligio la sub-biblioteca 2.

A partir del titulo de la sub-biblioteca 2 se tomo el volumen necesario para obtener
10 sub-bibliotecas con 1x10% variantes (2.1,2.2,2.3,2.4,2.5,2.6,2.7,2.8, 2.9, 2.10)
se realizo el segundo ensayo de proliferacion y se eligieron las sub-bibliotecas 2.1
y 2.8, de igual forma se dividieron cada una en 10 sub-bibliotecas de manera que
tuviera 100 variantes cada una. Se obtuvieron 20 sub-bibliotecas (2.1.1,2.1.2,2.1.3,
21.4,21.5,216,21.7,21.8,2.1.9,21.10y 2.8.1,2.8.2,2.8.3,2.84, 2.8.5, 2.8.6,
2.8.7,2.8.8, 2.8.9, 2.8.10). Se realizaron nuevamente ensayos de proliferacion con

las 20 sub-bibliotecas y se seleccionaron las sub-bibliotecas 2.1.1 y 2.8.4 para la



obtencion de clonas individuales. Lo anteriormente descrito se resume en la

siguiente Figura 6.

Figura 6: Esquema general que describe las rondas de proliferacion y seleccion sucesivas
aplicadas a la biblioteca de cADN, hasta la obtencién de clonas individuales

+3x108 variantes

Biblioteca
original

*Obtencion de 10 sub-bibliotecas con 1x104 variantes

Primera *Seleccion de sub-biblioteca 2 para la siguiente ronda
ronda
seleccion

«A partir de sub-biblioteca 2 se obtienen10 sub-bibliotecas con 1x103
variantes
CEGICERN (2.1,2.2,2.3,24,2.5,2.6,2.7,2.8, 2.9, 2.10)

CUCCIEEIN - Seleccion de sub-bibliotecas 2.1 y 2.8 para la siguiente ronda
seleccion

* A partir de cada sub-biblioteca 2.1 y 2.8 obtencién de 10 sub-bibliotecas con
100 variantes cada una.

*21.1,21.2,21.3,214,2.1.5,216,2.1.7,2.1.8,2.1.9,2.1.10

W 031282 283,284,285 2.86 2.87,288,2809,2.8.10

ronda de
seleccion

*Se seleccionaron las sub-bibliotecas 2.1.1 y 2.8.4 para la obtencion de

clonas individuales para la obtencion de clonas individuales
Cuarta ronda

de seleccion

oy -y @y @\ )
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Obtencion de clonas individuales

Para la obtencion de clonas individuales clonas se utilizé la técnica de purificacion
de fago en placa, la cual permite realizar hasta 96 purificaciones individuales a la

vez, a partir de un volumen menor. La técnica se describe a continuacion.

Purificacion de fago en placa

Dia 1: Repartir 300 pl de medio 2xYT suplementado con 50 pg/ml de carbenicilina
a tantos pozos de una placa como sean necesarios. Se utilizaron placas Corning

Costar estéril con capacidad hasta 700 pl.

Con las dos sub-bibliotecas 2.1.1 y 2.8.4 de fagos recombinantes, se hace la
infeccion de un cultivo de células TG1 por cada sub-biblioteca, se plaquean en agar
selectivo con carbenicilina para obtener colonias aisladas. Posteriormente se toma
cada colonia por picadura y es inoculada en el pozo correspondiente. Incubar a 37°C
a 250 rpm de agitacion por un periodo de 3 a 4 horas, hasta observar

aproximadamente 0.7 D.O.

Agregar fago ayudador M13K07 a 10 MOI diluido en 100 pl de YT2X suplementado

a 50 pl/ml de carbenicilina por pozo.

MOI = Multiplicidad de infeccion
1 MOI = 1 Fago por cada célula
10 MOI = 10 Fagos por cada célula

Incubacion 30 min a 37°C sin agitacidén para permitir llevar a cabo la infeccién.
Incubacién 30 min a 37°C con agitacion a 250 rpm.

Agregar 100 pl de medio YT2X suplementado a 50 pl/ml de carbenicilina y con

kanamicina de manera que la concentracion final en cada pozo sea de 50 pl/ml.
Dejar crecer toda la noche a 30°C a 250 rpm.
Dia 2: Centrifugar a 4°C a la maxima velocidad soportada para placas por 30 min.

Recuperar sobrenadante en una nueva placa de 96 pozos estéril.



Adicionar 1/4 de volumen de PEG 8000 al 20% NaCl 2.5 M y mezclar con

movimientos arriba — abajo usando la pipeta.
Dejar reposar en refrigeracién toda la noche.
Dia 3: Centrifugar a 4°C a la maxima velocidad soportada para placas por 30 min.

Desechar sobrenadante y se homogeniza el botén con 100 ul de TBS. Almacenar

caja a 4°C.

Por ultimo la biblioteca es titulada por medio de diluciones seriadas y crecimiento
en placas con carbenicilina, esperando un rendimiento de rescate de
aproximadamente de 107 a 108 unidades formadoras de colonias (cfu) por mililitro

de cultivo.
Modelo murino de cancer de mama

Para la obtencidon de esplenocitos de raton del modelo de cancer de mama, se
realizé trasplante singénico con 1x10% células 4T1 viables/50 ul de PBS en la
periferia de la glandula mamaria (zona inglinal, flanco derecho) en ratones Balb/c

hembras de entre 4 y 6 semanas (NoeDominguez, et al., 2015).

Ensayos de proliferacion celular

Para el ensayo de proliferacién celular se requiere marcar los esplenocitos de raton
con diacetato de carboxifluoreceina (CFSE, por sus siglas en inglés
carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester. Un fluorocromo al cual la
membrana celular es permeable. Se acopla de manera irreversible a las proteinas
intracelulares y de membrana mediante una reaccion con grupos amino y residuos
de lisina. De manera que a medida que una célula se divide el fluorocromo se
reparte de manera equitativa entre las células hijas, como resultado se obtiene una
disminucion en la intensidad de fluorescencia comparada con aquellas células que

no se dividen.



Las células de bazo fueron obtenidas de ratones 14 y 30 dias después del implante.
Las células fueron resuspendidas en una solucion de PBS/1% BSA precalentada
para obtener una concentracion final de 1x10° células por mL, posteriormente se

adiciona 2 pl de la solucion stock de SFCE 5 mM para su marcaje.

La suspension de células marcadas con CFSE se distribuyen en la placa: 2x10 °
células por pozo cocultivadas por tres dias con las sub-bibliotecas o clonas
individuales de interés, colocando 3x10 ° fagos por pozo (1.5x10'° fagos/mL).

Ademas se incluy6 para cada ensayo:

Blanco: células sin tefir y sin estimulo antigénico
Control negativo: células tefidas sin estimulo antigénico

Control positivo: células tefidas con un mitdgeno (Concanavalina)

Finalmente los esplenocitos se analizaron por citometria de flujo para determinar el
porcentaje de proliferacién de esplenocitos totales. Las muestras fueron adquiridas
en un citdmetro de flujo FACScalibur con un rango de 5000 a 10,000 eventos. Para
el analisis posterior se utilizé el programa Cyflogic V 1.2.1. Para dicho analisis se
procede a realizar primero una grafica de tamano versus granularidad, una vez
realizado esto, se delimitdé una region R1 correspondiente a los esplenocitos,

posteriormente se realizé un histograma a partir de la regién de interés. Figura 7.
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Figura 7: Graficas obtenidas mediante el programa Cyflogic V 1.2.1. de las muestras analizadas
para medir porcentaje de proliferacion. En la parte superior de las columnas A, B y C se observa las
graficas de tamafo contra granularidad para control negativo (A), control positivo (B) y (C) muestra
representativa analizada. Ademas se observa la region delimitada de las células de interés en color
rojo. En la parte inferior se muestra el histograma correspondiente a cada grafica. En (A) se muestra
el pico de esplenocitos que no proliferaron, esto en ausencia de fago y mitégeno, se utiliza este
control para indicar el marcador (barra horizontal que indica proliferacion). Control positivo (B), se
observa el pico de los esplenocitos que proliferan con Concanavalina A y muestra cultivada con fago
recombinante (C).

Purificacion de ADN

Una vez identificadas las clonas mas inmunoreactivas con base en los ensayos de
proliferacion, lo que sigue es analizar su secuencia nucleotidica, para lo cual se
hace la purificacion del ADN codificante para cada clona expresada por el fagémido,

mediante el kit comercial Wisard Plus SV Minipreps ADN Purification System.

34



Evaluacion del efecto antitumoral de clonas individuales seleccionadas en Modelo
murino de cdncer de mama

Para evaluar el efecto antitumoral de las clonas individuales se realizd un
experimento tipo terapéutico en un modelo murino de trasplante singénico con linea
celular 4T1 de cancer de mama, para este fin, se utilizaron grupos de 6 ratones

Balb/c hembras de entre 4 y 6 semanas (NoeDominguez, et al., 2014).

Los ratones se inmunizaron al dia 6 posterior al implante con las clonas individuales
seleccionas. La via de administracion fue intraperitoneal. Un grupo de ratones

intactos es control del experimento.

Los tumores se midieron en 2 dimensiones cada 3 dias utilizando un vernier y el

area tumoral fue calculada en mm?.
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VIII. RESULTADOS
Construccion de biblioteca de cADN desplegada en fago M13

Al verificar la diversidad de la biblioteca de cADN desplegada en fago M13 mediante
electroforesis en gel de agarosa y su posterior titulacion se obtuvo una complejidad

de 3x10° clonas.
Tamizaje de la biblioteca de cADN desplegada en fago M13

Se realizdé un ensayo de proliferacion celular con esplenocitos de raton Balb/c
trasplantados con la linea celular 4T1 al dia 14 después del implante. Los
esplenocitos fueron marcados con CFSE y después cocultivados por tres dias con
17 sub-bibliotecas de fagos con una complejidad de 100 variantes cada una, esto
con la finalidad de seleccionar las sub-bibliotecas de las cuales se obtendran las

clonas individuales. Los resultados se muestran en la Grafica 1.
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Grafica 1. Ensayo de proliferacion celular 1. Se muestra el porcentaje de proliferacion de esplenocitos
obtenidos de ratén Balb/c al dia 14 después de implante con celulas 4T1, los esplenocitos fueron
cocultivados con las 17 sub-bibliotecas con 100 variantes cada una. Se resaltan en color rojo las sub-
bibliotecas seleccionadas para la obtencion de clonas individuales.
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Después de medir la intensidad de fluorescencia como se muestra en la Figura 6,
se procede a analizar los datos con el programa Cyflogic y se obtiene el porcentaje
de proliferacion de cada sub-biblioteca. Se puede apreciar en la Grafica 1 que el
porcentaje de proliferacién de las 17 sub-bibliotecas se encuentra entre 7.69% para
la sub-biblioteca 2.1.6 y 23.33% para la sub-biblioteca 2.8.4. Los porcentajes de

proliferacion se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Porcentajes de proliferacion de las 17 sub-bibliotecas con 100

variantes
Sub-biblioteca Porcentaje de Sub-biblioteca Porcentaje de
proliferacion proliferacion
211 11.88% 2.8.1. 14.86%
21.2 8.28% 282 19.55%
213 12.81% 2.8.3 20.46%
214 8.17% 284 23.33%
215 8.87% 285 22.88%
216 7.68% 2.8.6 20.14%
217 10.17% 2.8.7 11.99%
2.1.8 12.99% 289 11.28%
2.8.10 12.45




Obtencion de clonas individuales

Se obtuvieron 185 clonas individuales provenientes de las sub-bibliotecas 2.8.4 y
2.1.1. La sub-biblioteca 2.8.4 se eligié por presentar el porcentaje de proliferacion
mas alto, por otro lado la sub-biblioteca 2.1.1 muestra un porcentaje de proliferaciéon
por encima de la media que es de 11.12% y en ensayos previos donde la biblioteca
original fue sido sometida a rondas de seleccién con ensayos de proliferacion, pero
usando método de incorporacion de Timidina tritiada en lugar de la incorporacion
de CFSE mostro los porcentajes de proliferacion de alrededor del 20%, es por ello

que fue seleccionada también para la obtencién de clonas individuales.

Posteriormente para determinar cuales eran las clonas mas antigénicas se
realizaron ensayos de proliferacion con las clonas individuales de ambas sub-
bibliotecas y esplenocitos de raton Balb/c implantado con la linea celular 4T1. Esto
se realizo al dia 14 y 30 después del implante. Los resultados se muestran en las
Graficas 2, 3,4y 5.
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Grafica 2. Ensayo de proliferacion celular 2 Se muestra el porcentaje de proliferacién de esplenocitos
obtenidos de ratén Balb/c al dia 14 después de un implante con celulas 4T1 cocultivados con las clonas
inidividuales obtenidas de la sub-biblioteca 2.1.1.Se muestran los controles positivo y negativo en color amarillo

y rojo respectivamente.
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Grafica 3. Ensayo de proliferacion celular 2. Se muestra el porcentaje de proliferacion de esplenocitos
obtenidos de ratéon Balb/c al dia 30 después de un implante con celulas 4T1 cocultivados con las clonas
inidividuales obtenidas de la sub-biblioteca 2.1.1. Se muestran los controles positivo y negativo en color
amarillo y rojo respectivamente.
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Grafica 4. Ensayo de proliferaciéon celular 4. Se muestra el porcentaje de proliferacion de esplenocitos
obtenidos de ratén Balb/c al dia 14 después de un implante con celulas 4T1 cocultivados con las clonas
individuales obtenidas de la sub-biblioteca 2.8.4. Se muestran los controles positivo y negativo en color amarillo
y rojo respectivamente.
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Grafica 5. Ensayo de proliferacion celular 5. Se muestra el porcentaje de proliferacion de esplenocitos
obtenidos de raton Balb/c al dia 30 después de un implante con celulas 4T1 cocultivados con las clonas
inidividuales obtenidas de la sub-biblioteca 2.8.4. Se muestran los controles positivo y negativo en color
amarillo y rojo respectivamente.
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Como se puede observar en las Graficas 2, 3, 4 y 5, se obtuvo un porcentaje de
proliferacion mayor en el ensayo de 14 dias con respecto a los ensayos de
proliferacion de 30 dias, estos resultados son los esperados, es un fenbmeno que
se ha visto reiteradamente en los ensayos de proliferacién realizados por el equipo
de trabajo bajo las mismas condiciones, probablemente debido a que las células del
cancer con alta de variabilidad antigénica tienden a no ser reconocidas en etapas

subsecuentes a los primeros contactos con el sistema inmune del individuo.

En el ensayo de proliferacion de 14 dias después del implante tenemos un
porcentaje de alrededor del 20% de un posible maximo de 79% de proliferacion
celular de acuerdo con el control positivo del experimento, mientras que en el
ensayo de proliferacién de 30 dias los porcentajes son de alrededor del 15 % de un

maximo de 77%, de igual forma comparado con el control positivo del experimento.

Con base en estos resultados se seleccionaron las clonas con los porcentajes de
proliferacion mas alto en los ensayos de 14 dias y también algunas clonas con un
porcentaje de proliferacion un poco menor de manera aleatoria. En la Tabla 11, se

enlistan las clonas seleccionadas con su respectivo porcentaje de proliferacion.



Tabla 11. Porcentajes de proliferacion de las clonas seleccionadas con

la sub-biblioteca 2.1.1 y 2.8.4.

Ndmero Porcentaje_s dt_e _proliferacién de Ndmero Porcentaje_s dt_e _proliferacién
de clona clonas individuales de la de clona de clonas individuales de la
sub-biblioteca 2.1.1 sub-biblioteca 2.8.4

19 20.97% 6 19.01%

23 29.12% 15 21.01%

25 29.76% 20 19.41%

34 17.69% 33 13.53%

44 33.31% 36 19.11%

46 20.4% 37 22.72%

47 25.42% 63 12.52%

69 20.4% 73 22.51%

77 24.68% 84 14.2%

89 26.22% 94 19.74%

Caracterizaciéon de clonas inaiviauaies seleccionaaas

Una vez seleccionadas las clonas, se realizé un ensayo de PCR a las clonas
seleccionadas para comprobar la presencia del inserto de ADN y determinar un

tamano aproximado del mismo. Los resultados se observan en la Figura 8.
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Figura 8. Corrimiento electroforético de los productos de amplificacion de las clonas
seleccionadas de acuerdo a su porcentaje de proliferacion. Se observa el resultado de la PCR
en un gel de agarosa. Clonas obtenidas de la sub-biblioteca 2.1.1 panel izquierdo, en él se
observa que nueve de las diez clonas presentan inserto. Clonas obtenidas de la sub-biblioteca
2.8.4 panel derecho, en él se observa que las diez clonas seleccionadas presentan inserto.
Como control (C) se utilizé el fagémido pG8SAET sin inserto. (PM) marcador de Peso
Molecular.

Se observo que el tamano del inserto es muy similar en todas las clonas. Se decidio
secuenciar las clonas que aparentemente tienen el ADN con el mismo peso
molecular, las clonas numero 25, 37, 15, 84, 63, 77 y 20 ademas la clona con mayor

peso molecular, clona numero 73.
Secuenciacion de ADN de clonas

Las secuencias de nucledtidos obtenidas fueron analizadas en el servidor ExXPASy
Molecular Biology y el servidor BLAST, para obtener la secuencia de aminoacidos.
Se buscé alineamientos en la base de datos del NCBI. Se analizé si el inserto
presenta identidad con proteinas y si es el caso, si son proteinas relacionadas con

algun tipo de cancer.

Secuenciacién de ADN de clonas 15, 25, 37, 63, 77 y 84

Alineacién de nucleétidos (Blastn): secuencia de 289 nucleétidos. Identidad del 99% con un fragmento de
una region exénica de mARN Dominio 1 de monofosfatasa (Impad 1), sin embargo la alineacién del inserto
es plus/minus.
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Secuenciacion de ADN de clona 73

Alineacion de nucleétidos (Blastn): secuencia de 397 nucleétidos plus/plus. Identidad del 98% con un
fragmento de una region exénica del mARN Dominio 1 de Inositol Monofosfatasa (Impad1). Aunque
pertenece a la misma region exonica, que las clonas anteriores, esta clona se encuentra varias decenas de
nucledtidos rio arriba.

Query 1 GGAAACTTGGTATTAATTTAATAGGAGTTGTTAGTTTTTAAAACAGTTTCAGACAACTAG 60

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et r et e e e
Sbjct 2859 GGAAACTTGGTATTAATTTAATAGGAGTTGTTAGTTTTTAAAACAGTTTCAGACAACTAG 2918

Query 61 TCTAATCACCAGATAATATGACAGGAGAAAGGAAATCCTGCTTTCTCTGGCGAGATGCCA 120

FErrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr e e et e et et e
Sbjct 2919 TCTAATCACCAGATAATATGACAGGAGAAAGGAAATCCTGCTTTCTCTGGCGAGATGCCA 2978

Query 121 GAGCAGGTCGTCTCACCAGAATCCTGTATTAGGAACCTCTGTGTCACTGTAACATGTCAA 180

FErrrr rrrrrrerrrrrrerrrrrr ettt et e
Sbjct 2979 GAGCAGATCGTCTCACCAGAATCCTGTATTAGGAACCTCTGTGTCACTGTAACATGTCAA 3038

Query 181 CGCAGAAAATAGAACTTAATTGGGTATTTTTTTAATGTGCAGAAACTTTATCATTTATTA 240

Frrrrrerrrrrrerrrrrrerr et rerrrrrrr et et e
Sbjct 3039 CGCAGAAAATAGAACTTAATTGGGTAATTTTTTAATGTGCAGAAACTTTATCATTTATTA 3098

Query 241 CGAGTAAAACTAGTTCATATTTTGTAAGCACAATTGCTTTTCTTTCTAGTTTCATTAACA 300

Forrrrrrrrrrrrrrerrr e e e rrrrrerrrerr et ter rerr e e
Sbjct 3099 CAAGTAAAACTAGITCATATTITGTAAGCACAATTGCTTTTGTTTTTAGTTTCATTAACA 3158

Query 301 GTTATCACTAAGAATAGGAACATTGTGTGTTGGGCTCAGAAGCAAAGATGCTGGCTGAGA 360

FEErrrrrrrrr et e et e e e et e e e et e e e e e e e
Sbjct 3159 GTITATCACTAAGAATAGGAACATTGIGTGITGGGCTCAGAAGCAAAGATGCTGGCTGAGA 3218

Query 361 GGTGAAAGTAGTTTTTATAATTTGTTCGTGTTATCTA 397

FEEE TErrrr et e e
Sbjct 3219 GGTGGAAGTAGTTTTTATAATTTGTTCGTGTTATCTA 3255

Query: se refiere a la secuencia nucleotidica perteneciente a la clona
seleccionada.

Sbjct: se refiere a la secuencia nucleotidica encontrada en la base de datos
electrdénica (NCBI 2015).

Alineaciéon de aminoacidos (Blastx): No tiene identidad relevante con proteinas reportadas.
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Secuenciacion de ADN de clona 20

Alineacion de nucleétidos (Blastn): secuencia de 391 nucleétidos con identidad del 98% con una region
exonica del mMARN de Lectina de Unién a Manosa 2 (Lman2), el alineamiento es plus/plus.

Query 1 CACAGGGAAGAAGAACCTCCACGGAGATGGCAAAGCCTTGTGGTACACCCGAGACCGCCT 60

rrrrrrrrrrrerrrerrerrrerrrerr et e e e e e e
Sbjct 566 CACAGGGAAGAAGAACCTCCACGGAGATGGCATTGCCTTGTGGTACACCCGAGACCGCCT 625

Query 61 CGTACCAGGGCCTGTGTTTGGAAGCAAAGACAACTTCCATGG 102

PEEErrrrrr et r e e e e e e e e e e
Sbjct 626 CGTACCAGGGCCTGIGTTTGGAAGCAAAGACAACTTCCATGG 667

Query: se refiere a la secuencia nucleotidica perteneciente a la clona
seleccionada

Sbjct: se refiere a la secuencia nucleotidica encontrada en la base de datos
electrbénica (NCBI 2015)

Alineaciéon de aminoacidos (Blastx): Se encuentra un alineamiento de 32 aminoacidos con un 97% de
identidad con un fragmento de la proteina VIP36 de ratédn y homologia con la misma region de la proteina

equivalente en humanos.

Query 2 TGKKNLHGDGKALWYTRDRLVPGPVFGSKDNEFHG 103
TGKKNLHGDG ALWYTRDRLVPGPVEFGSKDNFHG

Sbjct 125 TGKKNLHGDGIALWYTRDRLVPGPVFGSKDNEFHG 158

Query: se refiere a la secuencia de aminodcidos pertenecientes a la clona
seleccionada.

Sbjct: se refiere a la secuencia de aminodcidos encontrada en la base de datos
electrbénica correspondiente a la proteina VIP36 de ratdédn (NCBI 2015).

Query 2 TGKKNLHGDGKALWYTRDRLVPGPVFGSKDNEFHG 103
TGKKNLHGDG ALWYTRDRLVPGPVEFGSKDNFHG

Sbjct 123 TGKKNLHGDGIALWYTRDRLVPGPVFGSKDNEFHG 156

Query: se refiere a la secuencia de aminodcidos pertenecientes a la clona
seleccionada.

Sbjct: se refiere a la secuencia de aminoadcidos encontrada en la base de datos
electrénica correspondiente a la proteina VIP36 de humano (NCBI 2015).
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En la Figura 8 se aprecia la region de la proteina VIP36 a cual es homologa la

clona 20.

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

1 5l 10 15|I] 200 240 ann a5 342
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Figura 9. Se aprecia la region de la proteina VIP36 a cual es homologa la clona 20. Es una proteina integral
de membrana de la via secretora de mamiferos perteneciente a la super familia de las lectinas. Estan
implicadas en el transporte selectivo de glicoproteinas recién sintetizados en el Reticulo endoplasmético
hacia el aparato de Golgi. Los niumeros indican el total de nucledtidos y la seccion resaltada indica el lugar
especifico de la concordancia entre ambas secuencias. ( Tomado de NCBI, abril 2016).

Podemos apreciar en los resultados que al final del tamizaje obtuvimos
reiteradamente la misma clona, tal fue el caso de las clonas 15, 25, 37, 63, 77 y 84.
Debido a los resultados obtenidos se sugiere que la amplificacion y rescate de la
biblioteca puede producir un sesgo por fago, es decir que se esteé favoreciendo solo
ciertas variantes de fagos con la amplificacién y rescate iterativos que se realizaron
a la biblioteca original, esto ya se ha comprobado en un proyecto que se realizd

paralelamente a este en el laboratorio.

Se decidié realizar un experimento de tratamiento terapéutico con dos de las clonas
obtenidas para probar su posible efecto antitumoral, de esta manera se aborda el

objetivo particular numero 3.



Experimento 1: Tratamiento terapéutico

Se realizé un experimento de tratamiento terapéutico en modelo murino de cancer

de mama usando dos de las clonas seleccionadas:

Clona 73: secuencia de 447 nucleétidos en orientacién plus/plus. Identidad del 98%
con un fragmento de una regidon exoénica del mARN Dominio 1 de Inositol

Monofosfatasa (Impad1).

Clona 20: secuencia de 391 nuclettidos con identidad del 98% con una region
exonica del mARN de Lectina de Union a Manosa 2 (Lman2), el alineamiento es

plus/plus.

El modelo murino de cancer de mama se realizo con ratones Balb/c y fue implantado
con la linea celular 4T1 como se indica en la seccién de materiales y métodos. Para
realizar el experimento se organizaron tres grupos con 6 ratones cada uno. Tabla
12.

Tabla 12. Distribucion de ratones en tres grupos para el experimento

terapéutico

Grupo 1:
Ratones con tumor que recibieron tratamiento con
Inmunizados protocolo de inmunizacion al dia 6 posterior al implante
con la clona 73 con la clona seleccionada.
Grupo 2:

Ratones con tumor que recibieron tratamiento con
protocolo de inmunizacion al dia 6 posterior al implante
con la clona 20 con la clona seleccionada.

Inmunizados

Grupo 3:
Ratones con tumor sin tratamiento.
Grupo control




Dicho protocolo de inmunizacion ha demostrado mejores resultados a lo largo de
varios estudios realizados por el equipo de trabajo, es por ello que se ha

estandarizado en los ensayos de tipo terapéutico.

A continuacion se muestran los resultados del experimento terapéutico utilizando

las clonas 73 y 20 en modelo murino de cancer de mama. Grafica 6.
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Grafica 6. Experimento de tratamiento terapéutico utilizando las clonas 73 y 20 respectivamente
en un modelo murino de cancer de mama. Se aprecia la dinamica de crecimiento tumoral durante
los dias que durd el experimento. En cuadros se aprecia el comportamiento del grupo control, en
cruces se aprecia el comportamiento del grupo inmunizado con la clona 20 y en triangulos se
observa la dinamica de crecimiento tumoral del grupo inmunizado con la clona 73.

Se observa en la Grafica 6 que las dinamicas de crecimiento de los tres grupos se
comportan de manera muy similar, no existen diferencias con significancia

estadistica en la dinamica de crecimiento tumoral.



IX. DISCUSION

El cancer es un problema de salud publica a nivel mundial, cada afio mueren miles

de personas a causa de las complicaciones de la enfermedad.

Los tratamientos que actualmente se ofrecen a los pacientes, quimioterapia,
radioterapia, hormonoterapia y cirugia ademas de no ser del todo efectivos, afectan
de manera significativa la calidad de vida del paciente. Otro factor determinante en
el éxito del tratamiento es la deteccién temprana de la enfermedad, sin embargo en

la mayoria de los casos, el paciente se presenta en un estado avanzado.

Existe una alternativa a los tratamientos antes mencionados, los denominados
tratamientos bioldgicos o inmunoterapia, donde es el sistema inmune del paciente
responsable de erradicar a las células tumorales. En los ultimos afios los grupos de
investigacion trabajan para entender mejor como interfiere la respuesta inmune en
el desarrollo de un tumor, con el principio de que, al entender estas relaciones

podremos manipular los complejos mecanismos a nuestro favor.

La inmunoterapia es una alternativa muy prometedora, sin embargo sigue siendo

relegada debido al limitado repertorio de tratamientos existentes.

La necesidad de ampliar el repertorio de blancos inmunolégicos para el tratamiento
con inmunoterapia, asi como blancos moleculares que se puedan utilizar como
componentes de vacunas o imnunodiagnéstico es la razon de ser del presente

proyecto.

La tecnologia de despliegue en fagos permite la expresién de polipéptidos exdégenos
en la superficie de particulas de fago. Una biblioteca de particulas de fago que
expresan una amplia diversidad de péptidos se utiliza para seleccionar aquellos que
se unen a un blanco especifico (Pande J. 2010). El fago M13 filamentoso es el vector
mas comunmente utilizado para crear bibliotecas de péptidos. El presente proyecto
propone la tecnologia de despliegue en fago M13 en la busqueda de nuevos

antigenos relacionados con cancer de mama, una técnica que acompanada de la



purificacion masiva en placa nos permite probar cientos de posibles

epitopos/antigenos de una vez.

Los ensayos de proliferacion se realizaron a los 14 y 30 dias después del implante
como se menciona en la metodologia, sabemos que las células T son capaces de
reconocer antigenos tumorales que son presentados por células presentadoras de
antigenos y también pueden reconocer antigenos tumorales de manera directa
sobre las células tumorales si ya son células activadas. El planteamiento del
presente proyecto se basa en la capacidad de las células T de reconocer dichos
antigenos y proliferar ante el estimulo antigénico positivo, cada ensayo siempre
comparado con el control negativo. Como podemos observar en las graficas
derivadas de los ensayos de proliferacion del dia 14 (Graficas 2 y 4), comparadas
con las graficas de 30 dias (graficas 1 y 3) se aprecia una disminucién general en
el porcentaje de proliferacion al dia 30, este resultado es el esperado, es un
fendbmeno que se ha observado en cada ensayo de proliferacion realizado por el
equipo de trabajo bajo las mismas condiciones, probablemente debido a que las
células del cancer en una etapa temprana de este proceso microevolutivo pueden
ser reconocidas por las células T, sin embargo a medida que la enfermedad avanza
y la variabilidad antigénica aumenta, las células T pierden la capacidad de reconocer
a dichas células que ahora expresan un fenotipo diferente que les permite escapar
a la respuesta inmune, etapa conocida como escape tumoral. Ademas también es
importante mencionar que este fendmeno estd reflejando el proceso de

inmunosupresion.

Como ya se ha descrito en los resultados, la estrategia de obtencién de los fagos
recombinantes mediante rondas sucesivas de seleccidon que consistian en la
infeccion de E. coli con fagos recombinantes para su posterior infecciéon con fago
Helper, demostré6 que promueve una reduccion de la variabilidad de clonas, un
fendbmeno de sesgo por fago; este resultado surgié después de comprobar la
diversidad de la biblioteca mediante el corrimiento electroforético de las clonas

individuales de la ultima ronda de seleccidn, como se observé en los resultados en



la figura 8 y su posterior secuenciacion, se comprobd que las clonas 15, 25, 37, 63,

77 y 84 tienen el mismo inserto de ADN.

Tal resultado invito a buscar informacion con respecto a este fenomeno de sesgo.
Se encontré que Derda, et al., en 2011 refiere que la amplificacién iterativa de las
bibliotecas, parte de la tecnologia de despliegue en fago y paso indispensable para
la seleccion de ligandos especificos de la biblioteca, decrece la diversidad de
biblioteca y limita la diversidad ademas de la cantidad de clonas potenciales. Esta
evidencia nos ayuda a comprender los resultados obtenidos después de las rondas

iterativas de seleccion.

El objetivo del presente proyecto fue encontrar antigenos especificos que
favorecieran la proliferacion celular de esplenocitos de ratén relacionados al cancer
de mama, de manera que en este sentido, se demostrd que es posible identificar
perfiles antigénicos de cancer de mama mediante tamizaje usando bibliotecas de

cADN y esplenocitos de ratdn, a pesar del sesgo.

A partir de los ensayos de proliferacion se detectaron clonas antigénicas que fueron
reconocidas de manera especifica y favorecieron los mayores porcentajes de

proliferacion de los esplenocitos de raton.

Cuando se analizaron las correspondientes secuencias de las clonas seleccionadas
se encontré que presentan coincidencias en forma de secuencia nucleotidica o en
forma de péptido en alineamiento plus/plus en algunas de ellas. Destaca la clona 20
con identidad del 98% con una regién exonica del mARN de Lectina de Unién a
Manosa 2 (Lman2), en alineamiento plus/plus. Se puede apreciar que el 2% que no
coincide con la proteina reportada, corresponde a mutaciones, |0 que genera un
cambio en la secuencia de aminoacidos en el péptido identificado, esto refleja la
variabilidad antigénica propia del cancer y podria tratarse de un antigeno especifico

de tumor.

Se realizé una busqueda de reportes que pudieran relacionar a la proteina de la

cual provienen dichos péptidos y se encontro lo siguiente:



La region exodnica de este gen codifica para una Lectina transmembranal tipo |
que participa en la comunicacion entre el reticulo endoplasmatico, el aparato de
Golgi y la membrana plasmatica, esta relacionada con la via secretora facilitando el
transporte de ciertas glicoproteinas desde el reticulo endoplasmatico hacia el
aparato de Golgi (Fullekrug, et al., 1999) (Dahm, et al., 2001).

Con respecto a su relacion con el cancer de mama, Marumuthu, et al., en 2013
realizé un estudio mediante protedmica cuantitativa utilizando la técnica de SILAC
(stable isotope labeling with amino acids in cell cultura), para analizar las proteinas
secretadas por células neoplasicas del epitelio gastrico comparadas con células del
epitelio gastrico normales y propone cuatro proteinas que segun datos que arroja
su estudio estan sobreexpresadas en cancer gastrico. Una de las proteinas

candidatas en su estudio es Lectina de Union a Manosa 2 (Lman2).

No se encontraron mas referencias que relacionen dicha proteina con el cancer, sin
embargo el aumento en la expresion de un antigeno lo hace un blanco potencial
para tratamiento o como candidato de inmunodiagndstico. Asi mismo esta
sobreexpresion podria explicar el reconocimiento por parte de los linfocitos T. Es
importante mencionar que moléculas inmunoreactivas no necesariamente tienen

que ser relacionadas con desarrollo de cancer.

Las clonas 15, 25, 37, 63, 77 y 84 presentan el mismo inserto perteneciente a una
region exonica del mMARN Dominio 1 de monofosfatasa, sin embargo el inserto no
esta orientado correctamente por lo que la expresion de la proteina teéricamente no
seria posible, por otro lado la clona 73 que presenta un inserto diferente pero
perteneciente a la misma region exdnica del mismo mARN, se encuentra en
orientacion plus/plus, a pesar de ello no se encuentra relevancia con proteinas
reportadas. Se propone que por medio de splicing alternativo esta region exoénica
no esté presente en el MARN maduro y por ende en la proteina funcional. Se tiene
conocimiento de que el splicing alternativo es un mecanismo que juega un papel
critico en el desarrollo de procesos fisioldgicos y su desregulacién esta altamente
asociado con enfermedades como el cancer, diabetes y enfermedades

neurodegenerativas (Le, et al., 2015).
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Como primer acercamiento para evaluar las propiedades inmunogénicas y
protectoras de las clonas individuales obtenidas, se realizé un experimento de
tratamiento terapéutico en ratones. Las clonas seleccionadas fueron la clona 73 y

la clona 20.

Podemos observar los resultados obtenidos en la Grafica 6. Se aprecia que no
existen diferencias en las dinamicas de crecimiento de los grupos inmunizados con
las clonas seleccionadas y el control del implante sin tratamiento. Las dinamicas de
crecimiento tumoral se acercan al mismo punto en la grafica, dicho comportamiento

nos refleja que no hay efecto antitumoral de las clonas en cuestion.

A pesar de haber demostrado ser clonas antigénicas que propiciaron la proliferacion
in vitro de los linfocitos, no obtuvimos resultados favorables en cuanto a reducir el
tamano del tumor, esto puede deberse a varios factores; el sesgo en la biblioteca
disminuyo la posibilidad de encontrar clonas potenciales que estuvieran
relacionadas con el cancer de mama, como se menciona anteriormente Derda y
colaboradores demostraron que la seleccion y amplificacién iterativa disminuye de
manera abrupta la variabilidad llegando hasta 70% de clonas eliminadas en cada
ronda. Gracias a un trabajo realizado a la par del presente proyecto, Mucifio en 2013
demostrd que el problema en la técnica es el paso de infeccidn masiva por fagos

recombinantes y al eliminar dicho paso se conserva la variabilidad de la biblioteca.

Otro punto importante es que quizas el criterio de seleccién para las rondas
sucesivas de proliferaciéon no ha fue el mas adecuado, en el presente proyecto se
considerd la proliferacion de esplenocitos totales, sin embargo en retrospectiva,

quiza pudo ser mejor medir la proliferacion celular de las poblaciones CD4 o CD8.

Por otro lado, las condiciones del reconocimiento y proliferacion in vitro por parte de
los esplenocitos totales hacia los antigenos presentados difieren del microambiente
tumoral in vivo, esta probablemente es otra razén por la que no hemos visto una
disminucién del tamano tumoral. Falta mucho por descubrir sobre las interacciones

entre las células tumorales y el microambiente tumoral, el presente trabajo es



apenas un esfuerzo mas para tratar de comprenderlo mejor y poder brindar

tratamientos mas eficaces a los pacientes.

X. CONCLUSIONES

La busqueda de nuevos antigenos que puedan ser componentes de vacunas y
marcadores para imnunodiagnostico del cancer es un tema complejo que se abre
camino a través de nuevas propuestas. La aplicacion de la tecnologia de despliegue
en fago M13 nos brinda la oportunidad de censar de manera simultanea miles de
clonas individuales. Ademas de ser una técnica relativamente sencilla y de bajo

costo.

La técnica realizada present6 un fenomeno de sesgo por fago, el cual disminuye el
numero de clonas potenciales con cada ronda de seleccion, sin embargo, se ha

identificado el punto critico en la técnica para realizar la modificacion de la técnica.

A pesar de la incidencia de dicho fendmeno, fue posible identificar clonas que
promovieron la proliferacion de la poblacién de linfocitos T, es decir que fungieron

como estimulo positivo, demostrando asi su capacidad antigénica.

Como resultado del presente trabajo se identificaron polipéptidos
antigénicos/inmunogénicos de los cuales no se encuentran reportes que los
relacionen con el desarrollo de cancer de mama, como es el caso de las clonas
pertenecientes a las regiones exonicas de la proteina Inositol monofosfatasa. Por
otro lado destaca la clona que contiene un fragmento de la proteina VIP36, de la
cual existe solo un reporte de sobrexpresion en cancer gastrico y no existen reportes
con cancer de mama, por lo que se puede tratar de nuevos antigenos relacionados

con cancer de mama y posibles blancos de inmunoterapia.



XI. PERSPECTIVAS
Las técnicas que se describen en el presente trabajo demostraron su potencial

como herramientas en la busqueda de nuevos antigenos relacionados con cancer
de mama. Se propone la modificacion de la técnica para evitar el fendmeno de
sesgo por fago y de esta manera mantener el repertorio de clonas. La modificacion
consiste en partir de células E. coli TG1 transformadas que son sometidas a un
unico paso de infeccion con fago ayudador para el rescate de la biblioteca en forma

de fagos recombinantes, evitando las rondas sucesivas de amplificacion.

A partir de los resultados obtenidos surge la necesidad de evaluar diversos aspectos
con mas detalle. Debemos evaluar la reproducibilidad de la respuesta ante el
estimulo antigénico. Evaluar la proliferacién de las poblaciones CD4 y CD8 en las

rondas de seleccion.

Realizar mas experimentos in vivo para evaluar la reproducibilidad de los resultados

obtenidos.

Considerando que los antigenos identificados en raton son homdlogos con genes
humanos seria importante usarlos en ensayos de proliferacion con células

derivadas de pacientes con cancer de mama.

De esta manera avanzamos hacia el entendimiento de las interacciones existentes
entre el sistema inmune y el tumor, enfocandonos al cancer de mama y sumando
esfuerzos para ampliar las posibilidades de tratamiento en esta enfermedad

compleja que cobra miles de vidas cada ano.
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