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Resumen

El cancer de mama es el tipo de cdncer con mayor numero de nuevos casos y de
muertes en mujeres de todas las edades, en México y en el mundo. Esta
enfermedad es variable en términos de su progresion, en sus caracteristicas
moleculares y fisicas; y también en la forma de tratamiento. Existe una gran gama
de tratamientos que son usados de primera mano contra este tipo de cancer como
la quimioterapia, la radioterapia, la terapia hormonal y en muchos casos, la cirugia,
sin embargo, todos presentan efectos secundarios que van de leves a graves, por
lo que lainmunoterapia ha surgido como una estrategia prometedora para minimizar

estos efectos y potenciar la respuesta anti-tumoral.

En estudios de laboratorio recientes, se descubrio que las microparticulas de
almidon tienen un efecto adyuvante e inmunoestimulante sobre la infeccion por
Mycobacterium tuberculosis y el cancer de mama. Este efecto reduce el tamafio de
los tumores y disminuye significativamente la metastasis pulmonar. En esta tesis se
examina la expresion génica de genes implicados en los tipos de respuesta inmune
Thl y Th2 en tumores de mama de modelos murinos. Los resultados indican
sobreexpresion del gen STAT3, lo que sugiere un ambiente pro-inflamatorio

posiblemente relacionado con una respuesta Th2.



Abstract

Breast cancer is the type of cancer with the highest number of new cases and deaths
in women of all ages in Mexico and the world. This disease is variable in terms of its
progression, its molecular and physical characteristics, and also in the treatment.
Although there is a wide range of first-hand treatments against this cancer, such as
chemotherapy, radiotherapy, hormonal therapy, and surgery, nonetheless there is a
high risk of presenting side effects that can be severe, so immunotherapy has
emerged as a promising strategy to minimize these adverse effects and enhance the

anti-tumor response.

In recent studies, it was discovered that starch microparticles have an adjuvant and
immunostimulant effect on Mycobacterium tuberculosis infection and breast cancer.
This effect reduces the size of tumors and significantly decreases lung metastasis.
This thesis examines the gene expression of genes involved in the Thl and Th2
types of immune response in murine breast tumors. The results indicate an
overexpression of the STAT3 gene, which suggests a pro-inflammatory environment

potentially linked to a Th2 response.
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l. Introduccién

El cAncer de mama es el tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad entre
mujeres de todas las edades, tanto en México como a nivel mundial. Esta
enfermedad presenta una considerable variabilidad en términos de progresion,
caracteristicas moleculares vy fisicas, asi como en las modalidades de tratamiento
disponibles. Los tratamientos comunes como la quimioterapia, la radioterapia, la
terapia hormonal y la cirugia, aunque efectivos, conllevan una gama de efectos
secundarios que pueden ir de leves a graves. Particularmente, para el subtipo de
cancer de mama triple negativo, que es considerado el mas agresivo y con peor
prondstico para los pacientes, la quimioterapia es el tratamiento sistémico que se
administra, pero pese a su eficacia, conlleva efectos secundarios significativos y
quimioresistencia. Esto ha suscitado un creciente interés en el desarrollo de
inmunoterapias como complemento a la quimioterapia convencional y que
funcionan como como una estrategia prometedora para minimizar estos efectos

adversos y potenciar la respuesta anti-tumoral.

Recientes estudios de laboratorio han obtenido resultados que indican que las
microparticulas de almidon (MPAs) poseen un efecto adyuvante e
inmunoestimulante en la infeccion por Mycobacterium tuberculosis, mientras que su
administraciéon en un modelo murino de cancer de mama, ha provocado una
reduccion del tamafio tumoral y una disminucién significativa de la metéastasis
pulmonar. Asi, en esta tesis, con el fin de profundizar en el impacto de estas
microparticulas de almidon en el microambiente de un tumor de cancer de mama,
investiga la expresion génica de genes implicados en las respuestas inmunitarias
Thly Th2 en tumores de mama en modelo murino, mediante la estandarizacion de

ensayos de PCR en tiempo real (QPCR).
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I. Marco Teérico

Cancer

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al “cancer” como el “conjunto de
enfermedades que se pueden originar en casi cualquier érgano o tejido del cuerpo
cuando células anormales crecen de forma descontrolada, sobrepasan sus limites
habituales e invaden partes adyacentes del cuerpo y/o se propagan a otros
organos”. Este crecimiento descontrolado de una poblacién celular es lo que se
conoce como carcinogénesis, siendo una de sus principales causas, la aparicion de
mutaciones (Jeggo, 2016). Durante el desarrollo de esta enfermedad, las células
anormales se acumulan para formar un tumor y adquieren una serie de propiedades
caracteristicas conocidas en inglés como "hallmarks del cancer”: proliferacion
autosuficiente, insensibilidad ante sefales anti-proliferativas, evasion de apoptosis,
potencial replicativo ilimitado, capacidad de vascularizacion, y capacidad de

invasion y generacion de metastasis (Hanahan y Weinberg, 2000).

De acuerdo con la OMS y la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer,
en 2020 se reportaron 18 millones de nuevos casos y 10 millones de muertes. Se
pronostica que en el 2040 los casos nuevos aumentaran a 29.5 millones vy las
muertes a 16.4 millones, manteniéndose como una de las mas grandes
problematicas que impactan a la salud, a la sociedad e incluso, a la economia,
provocando que se destine una cantidad enorme de recursos humanos y
econdmicos a la investigacion para su prevencion, diagnostico y tratamiento

oportunos.

Céancer de mama

Los datos emitidos por el Observatorio Global de Cancer (GLOBOCAN) de la OMS
para 2022, sefialan que el cancer de mama es la neoplasia con mayor niamero de
casos nuevos en el mundo (Fig. 1A), un estimado de 2.3 millones, incluyendo a

México, en donde también es el tipo de cancer que mayor niumero de muertes ha
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provocado en mujeres. Se estima que para 2030 el nimero de casos diagnosticados
a nivel mundial anualmente alcanzara 2.7 millones y 0.87 millones de muertes,

aproximadamente (Fig. 1B).

Localizacién mas comun por pais, Numeros absolutos, Incidencia, Mujeres, en 2022 (excl. NMSC)
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Figura 1. Nuevos casos de cancer de mama en mujeres en el mundo. A) Paises (color rosa) con
mas casos nuevos de cancer de mama 2022. B) Numero estimado de nuevos casos de cancer de
mama de 2020 a 2040 en cada continente. Imagenes tomadas de GLOBOCAN (OMS).
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Los tumores generados por cancer de mama son considerados heterogéneos en
términos de evolucion clinica, patologia microscépica, caracteristicas de imagen, y
propiedades genéticas y moleculares, por lo que se pueden encontrar varias
clasificaciones. Por ejemplo, la descrita por la OMS, en la cual el cAncer de mama
se clasifica en no invasivo, invasivo y en la enfermedad de Paget del pezodn
(Deshpande et al., 2017). Sin embargo, existen otras clasificaciones que se utilizan

en distintos ambitos clinicos y de investigacion que proveen mas informacion.

Una de las mas empleadas es la clasificacion molecular, en la cual se identifican
ciertos marcadores moleculares en la superficie de las células cancerosas,
estableciendo asi, el subtipo de cancer de mama. La presencia del receptor alfa de
estrogeno (ERa) y del receptor de progesterona (PR), que al entrar en contacto con
estas hormonas esteroides, inician rutas de crecimiento oncogénicas en las células
mamarias, acompafada de expresion de citoqueratinas, identifica al subtipo como
Luminal A o B, de acuerdo a si hay una mayor o una menor expresion de estos
receptores, respectivamente. La sobreexpresion del receptor transmembranal
tirosina-quinasa conocido como factor de crecimiento epidermal 2 (ERBB2, HER2 o
HER2/neu), es un marcador molecular que indica que el subtipo de cancer de mama
es HER2+; y cuando en las células tumorales no hay expresion de ninguno de estos
marcadores, se define como cancer de mama triple-negativo (Waks y Winer., 2019
y Eliyatkin et al., 2015).

Identificar el subtipo de cancer de mama y sus caracteristicas, les brinda a los
profesionales de la salud una gran ventaja, permite obtener informacion sobre el
desarrollo y pronéstico de la enfermedad con el fin de planificar el tratamiento local
y sistémico que se administrard al paciente y que mayores beneficios le aportara
(Fig. 2) (Waks y Winer., 2019).

En primera instancia, si el cancer es no invasivo (no metastasico), el objetivo
primordial es erradicar el tumor y evitar su recurrencia, por lo que de forma local se

puede extirpar la masa tumoral o la mayor parte del tejido, para posteriormente
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recibir o no radioterapia. Ademds, dependiendo del subtipo molecular, como
tratamiento sistémico pre- y/o post-operatorio, puede usarse terapia endocrina para
todos los tumores positivos en receptores hormonales (HR+) y algunos pacientes
requieren también quimioterapia. Para los tumores HER2+, las terapias con mayor
éxito han sido las terapias de anticuerpos dirigidos a este receptor y la quimioterapia
(con terapia hormonal adicional si ademéas se es HR+), en el caso del cancer de
mama triple negativo, la quimioterapia es el tratamiento de eleccién (Waks y Winer,
2019). Por otro lado, si es cancer invasivo (metastasico), el objetivo es aumentar la
esperanza de vida y reducir los sintomas, empleando tratamientos locales y
sistémicos similares a los utilizados en el cancer no invasivo, pero generalmente por

periodos mas prolongados.

Subtipos

Triple Negativo HER2+ Luminal B Luminal A
Moleculares

ER-, PR-, HER2-

D I
7% de canceres de 15-20% 10-15% 20% A40%
mama
Expresion de HER2 ER+/
receptores PR+
Grado histologico Alto (Grado I11)
Nivel de diferenciacidn celular Bajo (Grado 1)
Prognosis
g.. Mala

Correlacion con el grado B
histolégico uena
Respuesta a Quimioterapia ; i

= - - rastuzuma ] )
terapia médica Terapia endocrina

Tumaores triple negstivos responden mejor 2 la quimicterapia, Tumores Luminzl & responden mejor a terapia endocring,
similar 2 otros canceres agresivos. como antiestrégenoo inhibidoresde aromatasas.

Figura 2. Clasificacion del cancer de mama por subtipos moleculares y sus caracteristicas. De este
subtipo depende en gran parte el tratamiento y el prondstico. Imagen adaptada al espafiol de
McMaster Pathophysiology Review, 2012.

A pesar de que estos tratamientos son usados habitualmente, presentan
limitaciones y desventajas, las mas preocupantes son la toxicidad y los efectos
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secundarios que generan en los pacientes, por ejemplo, entre las afectaciones mas
comunes y que podrian considerarse leves, estan los sofocos y la fatiga, artralgias,
mialgias, nauseas, astenia, edemas y mielosupresién, pero también pueden ocurrir
efectos adversos mas graves como el desarrollo de osteoporosis, enfermedades
relacionadas al corazon e incluso ocurrencia de otras lesiones neoplasicas (Waks y
Winer, 2019). Por esta razon, los esfuerzos en encontrar nuevos y mejores farmacos

son constantes y asi, han surgido alternativas prometedoras como la inmunoterapia.

Inmunoterapia contra cancer de mamay su relacién con el sistema inmune

El término “inmunovigilancia” surge en 1909 con Paul Ehrlich, quien proponia laidea
de que el sistema inmune tendria la capacidad de reprimir el crecimiento de
carcinomas. Mas adelante en la década de los 60°s, F. Macfarlane Burnet propuso
gue los neo-antigenos que surgen de las células cancerosas, podrian iniciar una
respuesta inmune efectiva para su eliminacion, mientras que Lewis Thomas
teorizaba que los organismos debian poseer mecanismos similares a los que
ocurren en el rechazo de trasplantes, pero para atacar a las neoplasias (Dunn et al.,
2004). Todas estas presunciones originaron la primera teoria de inmunovigilancia,
gue consistia en que células dependientes del timo (linfocitos T) vigilaban
constantemente los tejidos en busca de células transformadas. Ahora sabemos que
es una de las estrategias que el sistema inmune implementa para el reconocimiento
y erradicacion de células malignas, en donde precisamente, durante la
transformacion a células cancerosas, distintos tipos de neo-antigenos son creados

y reconocidos por el sistema inmune para generar células T especificas.

El estudio de este fendmeno ha llevado a proponer un modelo que involucra la
accion del sistema inmune tanto en la inhibicion del tumor como en la progresién de
este, conocido como “inmunoedicion”, el cual ocurre en tres fases (Kuby, 2013). La
primera es la fase de eliminacién, en la que las células transformadas son
reconocidas por la presencia de antigenos tumorales y son destruidas por el sistema
inmune, le sigue la fase de equilibrio, que comienza cuando algunas de estas

células desarrollan mutaciones y evaden al sistema inmune mediante mecanismos
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complejos y la interaccion con el microambiente, lo que finalmente lleva a la fase de
escape y progresion tumoral (Fig 3). Como mecanismos de evasion del sistema
inmune, estas células afectan la generacion y el trafico de células T, producen
factores que promueven la angiogénesis, asi como diferentes moléculas
inmunosupresoras e impiden el reconocimiento antigénico, por ejemplo, expresando
menos moléculas del complejo de histocompatibilidad clase | o sobreexpresando
receptores de membrana que inducen sefales apoptéticas en células T
(Zugazagoita et al., 2016).

Tejido sano
= = (=

- <> Transformacion maligna-
%%% carcindgenos, infeccién viral,
inflamacion cronica,
predisposicion  genética

Supresion

del tumor Antizeno .

(reparacitn, tig Ligandos
tumoral NEGID

apoptosis)

Células
= [=] = transformadas
Fase 1: Eliminacion Fase 2: Equilibrio Fase 3: Escape
(mumovigilancia del cancer) (persistencia/dormancia del cancer) (progresion del cancer)
Célula T Cépla  Celola Céuta T Célula Ciula T Célula
CDs+ NKT NK CD&+ TCD4+ CD&+ TCD4+ Cehﬂa

aou 12

M1 \10
@ '-n\, @ @ .
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Célula T d L - Inestabilidad genética e 5
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MDSC
Proteccion
(supresion extrinseca del tumor)

= X = X < CTLA-4
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< &
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) C
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Figura 3. Fases del proceso de “Inmunoedicion”. Las células del sistema inmune y las células
cancerosas interactdan para la erradicacion de estas dltimas o, por el contrario, su resistencia.
Adaptada al espafiol de Kuby Immunology (2013).
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Con base en esto ultimo y como parte de los esfuerzos en la lucha contra el cancer
de mama, surge la inmunoterapia, una estrategia de tratamiento cuya intencion es
estimular y mejorar la respuesta inmune ya existente, la meta de la inmunoterapia
es potenciar esta actividad para la erradicacion de las células malignas (Zitvogel et
al., 2016). La administracion de este tipo de inmunoterapias ha demostrado
resultados prometedores en cancer de mama HER2+ y en cancer de mama triple
negativo, posiblemente debido a que ha mostrado que son los subtipos de cancer
de mama mas inmunogénicos, por lo que utilizar el sistema inmune del huésped
puede lograr mejores resultados en la eliminacion de células tumorales (Arab et al.,
2020).

Las estrategias de inmunoterapia pueden clasificarse en activas y pasivas, las
primeras buscan generar una respuesta inmune especifica, mientras que las
segundas son aquellas en las que el sistema inmune actla de forma conjunta con
estrategias independientes (Hashemzadeh et al., 2021). Aunque es de suma
importancia recalcar que independientemente del tipo de inmunoterapia, estas
siempre son administradas en conjunto con algun otro tipo de terapia. Entre los tipos
de inmunoterapias que se administran con mayor frecuencia, estan los inhibidores
de puntos de control inmunes (ICI), estos se basan en la utilizacion de un anticuerpo
monoclonal especifico que bloquea la interaccion entre proteinas de membrana que
al unirse con sus receptores en las células del sistema inmune, las inhiben o activan,
por ejemplo la proteina PD-L1 que al unirse a su ligando PD-1 en células inmunes,
suprime su proliferacion y capacidad de secretar citocinas que activen a mas células
(He y Xu, 2020). También los anticuerpos anti-HER2 como el trastazumab son
utilizados con frecuencia en este subtipo de cancer (Wedam et al., 2020). Otros
tipos de inmunoterapias que estan bajo investigacion y han demostrado un gran
potencial son las vacunas que utilizan péptidos derivados de antigenos tumorales o
asociados al tumor para estimular una respuesta especifica y duradera y la llamada
terapia de transferencia adoptiva de células, ya sea con linfocitos extraidos del
paciente, expandidos ex vivo y administrados nuevamente o con células inmunes

modificadas genéticamente como las terapias CAR-T por sus siglas en inglés, en
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donde las células T tienen un receptor de antigeno quimérico y asi reconocen
proteinas antigénicas de los tumores (Abbaspour y Akbari, 2022; Chaudhuri et al.,
2021).

Inmunoadyuvantes como terapiainmune

Un adyuvante es una molécula o la combinacién de diferentes moléculas que
mejoran y prolongan la respuesta inmune contra un antigeno. Comunmente se
reconocen dos mecanismos de accién en los adyuvantes: 1) inmunoestimulantes
gue actuan directamente sobre las células del sistema inmune para aumentar las
respuestas a los antigenos (ligandos de receptores tipo Toll (TLR), citocinas,
saponinas y exotoxinas bacterianas) y 2) vehiculos que en las vacunas presentan
los antigenos al sistema inmunologico de manera Optima, incluidos los sistemas de
liberacién controlada y la administracion de depdsito para aumentar la respuesta
inmune especifica al antigeno, por ejemplo, sales minerales, emulsiones,
liposomas, virosomas, microesferas de polimeros biodegradables y los llamados
complejos inmunoestimulantes (ISCOM™ | ISCOMATRIX™), ademas, los vehiculos
también pueden servir para administrar los inmunoestimulantes antes mencionados
(Bryers y Woodrow, 2011).

Durante el desarrollo de vacunas profilacticas y terapéuticas contra cancer, utilizar
adyuvantes se ha convertido en una situacion recurrente con el fin de impulsar una
respuesta inmune duradera y favorecer que se polarice a un tipo de respuesta
especifica (Vermaelen, 2019).En el uso como inmunoterapia, se han reportado
adyuvantes de origen microbiano como BCG y Mycobacterium vaccae; citocinas
producidas de forma recombinante como IL-2, IL-4, TNFa e IFNy; adjuvantes
guimicos y celulares (células dendriticas); y diversos péptidos, todos ellos con
efectos en diferentes tipos de cancer y principalmente de respuesta Thl (Dredge et
al.,, 2002). Los efectos moduladores en las respuestas innata y adaptativa del
sistema inmune de estas moléculas han llevado a proponer el término de

inmunoestimulacion (Vermaelen, 2019).
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Recientemente, se han descrito diversos tipos en la aplicacion de inmunoterapias
contra varios tipos de cancer, incluyendo el de mama, segun su mecanismo de
accion, por ejemplo, como moléculas antagonistas de TLR, exosomas, moléculas
inorgénicas, proteinas enddgenas y especialmente, moléculas derivadas de
plantas, entre estas, los polisacaridos han mostrado una accion potenciadora del
sistema inmune, y ademas poseen caracteristicas ventajosas como
biocompatibilidad y biodegradabilidad que los convierten en moléculas adyuvantes
prometedoras para la administracion efectiva (Banstola et al., 2020).

Se ha reportado que diversos productos naturales tienen este efecto en la
inmunoterapia contra el cancer, incluidas vacunas, ICl y la terapia adoptiva de
células. El mecanismo de esto se atribuye principalmente a la remodelacion del
microambiente inmunosupresor del tumor, que es el factor clave para evitar el
reconocimiento y el ataque del sistema inmune y, por ende, el éxito de la
inmunoterapia contra el cancer. Por ejemplo, el efecto de muerte celular
inmunogénica (ICD) es un tipo de via apoptética celular que puede inducir la muerte
de las células cancerosas. La capsaicina puede inducir la autofagia apoptética en
varios tumores solidos y hematoldgicos (Diaz-Laviada y Rodriguez-Henche, 2014;
Alshaer, et al., 2021; Huang, et al., 2021). Una saponina del ginseng induce ICD
tanto en el melanoma inmunogénico como en el cancer de pulmén de Lewis no
inmunogénico (Son et al., 2016). Otro efecto reconocido es de la curcumina, que
mejora el resultado terapéutico de las vacunas BCG, que es la terapia inmune
estandar de oro para el cancer de vejiga, mediante la inhibicion de las vias NF-kB y

TRAIL en las células cancerosas (Kamat et al., 2009).

Algunos polisacaridos, como los beta-glucanos, han sido estudiados por su
capacidad para modular la respuesta inmunitaria y se han explorado en el contexto
del tratamiento del cancer como posibles inmunoestimulantes. Chang et al. (2015)
evaluaron dos polisacaridos extraidos de Astragalus membranaceus y Codonopsis

pilosella para determinar el efecto adyuvante de vacunas contra el carcinoma
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mamario 4T1 en ratones. Descubrieron que los polisacaridos mejoraban
significativamente la cantidad de marcadores CD40, CD80 y CD86 en las DC110. Y
sus datos también mostraron que podria regular positivamente la secrecién de IL-6,
TNFa e IL-1.

Los polisacaridos de Ganoderma, ricos en manosa y galactosa, pueden estimular la
maduracion de las células dendriticas de la médula 6sea y mejorar la secrecion de
IFNy para producir células T efectoras. Ademas, también induce la maduracion de
las CD. La inmunizacién con ovoalbumina (OVA) utilizando como adyuvante a los
polisacaridos de Ganoderma promueva la produccion de anticuerpos especificos y
mejora las respuestas de las células T auxiliares tipo 1 (Th1) especificas de OVA 'y
de las células T citotoxicas, que podrian proteger a los ratones de las células
tumorales que expresan OVA. Ademas de que la inmunizacion de los polisacéaridos
de Ganoderma contribuye principalmente a involucrar a familias de receptores de

reconocimiento de patrones como TLR4112 (Dong, et al., 2022).

En definitiva, los polisacaridos pueden tener actividad antitumoral a través de la
eliminaciéon de las células transformadas y la activacion del sistema inmune tanto
innato como adaptativo, o con el reclutamiento de células inmunes y el aumento en
la produccion de citocinas. La union de estos carbohidratos a receptores como los
TLR o los receptores scavenger, activa células dendriticas o macrofagos,
produciendo la liberacion de, por ejemplo, TNFa y también ayuda potenciar la
actividad citotoxica de las células NK, mencionando solo algunos de estos procesos
(Li et al., 2021).

Limitaciones de la inmunoterapia

En el desarrollo de estrategias inmunoterapéuticas se han alcanzado resultados
prometedores, sin embargo, también se han evidenciado los retos implicados. Uno
de estos reside en la gran variabilidad de la respuesta clinica entre pacientes, la

efectividad del tratamiento puede ser diferente, aunque se esté tratando a personas
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con el mismo subtipo de cancer. La baja infiltracion de linfocitos (TILs) en el tejido
tumoral disminuye la efectividad de tratamientos como los ICI, pues la presencia de
células inmunes ya existentes en el microambiente permite el funcionamiento de
estos inhibidores (Law et al., 2020). Durante el progreso tumoral, el proceso de
angiogénesis y la conversion a un microambiente tumoral inmunosupresivo a traves
del reclutamiento de células inmunosupresoras que a su vez inhiben aquellas
células con actividad antitumoral, son mecanismos de evasion inmune que el tumor
desencadena, para evitar una respuesta antitumoral potente (Mougel et al., 2019).
Por otro lado, aliin no se ha identificado completamente la gama y la severidad de
efectos secundarios que podrian ocurrir y causar lo que se ha identificado como
“‘eventos adversos relacionados a la inmunidad”, por ejemplo, la afectacion de los
mecanismos reguladores de las células T, lo que lleva a una sobreactivacion del

sistema inmune (Law et al., 2020; Mina et al., 2019).

Una de las mas importantes limitaciones de la inmunoterapia es el alto costo que
implica su administracion, el tratamiento de esta enfermedad tiene un enorme
impacto econdmico tanto en instituciones publicas como en privadas; en México, las
mujeres tienen el derecho a un acceso gratuito a la salud, en 2009 se reporté que
los costos médicos asociados a la administracion de trastuzumab, un anticuerpo
dirigido a HER2+, eran de $163,849 aproximadamente en un periodo de un afio de
tratamiento por paciente (Gonzalez-Robledo et al., 2015). También, se ha estimado
gue el uso de ICI representa costos de 100,000-250,000 doélares por paciente,
mientras que las terapias completas con células CAR T se estiman en 350,000
dolares (Galluzzi et al., 2018).

Estas limitaciones promueven la necesidad de continuar con la investigacion y

desarrollo de inmunomoduladores como el almidén, con el fin de contribuir a la

mejora de alternativas inmunoterapéuticas mas viables, seguras y econémicas.
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Inflamacion y respuesta inmune como resultado de la inmunoterapia

Las respuestas inmunes contra el tumor generadas con las inmunoterapias, pueden
verse afectadas por una serie de factores como la heterogenicidad entre los
tumores, un microambiente tumoral inmunosupresor, la inadecuada generacion y
funcionamiento de las células T, disponibilidad y variabilidad de neoantigenos y

modificaciones epigenéticas (Taefehskor et al., 2022).

En este contexto, un factor de suma importancia es la infiltracion celular de tipo
inmune en el tumor, la localizacion de estas células, asi como su tipo y funcion,
determinan el éxito de las inmunoterapias. Se ha observado que cuando las células
infiltradas son en su mayoria células T CD8+, células T helper 1 CD4+, macréfagos
de tipo M1 y células dendriticas CD103+, se activan mecanismos antitumorales
asociados a una respuesta positiva, es decir, antitumoral por el contrario, si las
células infiltradas son en gran medida células T reguladoras CD4+CD25+FOXP3+
0 macrofagos de tipo M2, se activaran mecanismos de inmunosupresion que
impediran que el tumor sea sensible ante las terapias; ademas, la localizacion de
estas células también es importante, en general, se habla de tres fenotipos celulares
gue influyen en el desarrollo de la enfermedad, el fenotipo inmunoexcluido y los
llamados fenotipos “cold” y “hot”, que se describen como una gran cantidad de
células T en la periferia del tumor incapaces de invadirlo, ausencia en todo el tumor
de células inmunes y abundancia de células inmunes antitumorales dentro del tumor
y adyacentes a las células tumorales que lo componen, respectivamente, siendo los
dos primeros fenotipos aquellos que no son responsivos ante los tratamientos
(Galluzzi et al., 2018).

El microambiente tumoral, que consta no solo de células cancerosas sino también
de fibroblastos, células vasculares, endoteliales, células del sistema inmune innato
y adaptativo, entre otros componentes, determina la progresion y desarrollo tumoral,
impidiendo o favoreciendo la respuesta inmune anti-tumoral del paciente (Soysal et

al., 2015). El surgimiento de un tumor es consecuencia de mdultiples factores,
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durante su crecimiento, la presencia de células inmunes, principalmente de
linfocitos T, contribuye a determinar lo que se ha llamado “Paradigma Th1/Th2”,
pues el microambiente que se establezca en el tumor depende del tipo de células
inmunes que predominen en él. Cuando hay una mayoria de células se polarizan
hacia un perfil Th1 como macrofagos de tipo M1, linfocitos T CD8+ y CD4+ Thil, es
favorecido un ambiente pro-inflamatorio, mientras que las que cambian a un perfil
Th2, como células supresoras derivadas de mieloides, macrofagos de tipo M2,
linfocitos T reguladores y CD4+ Th2, generan un ambiente inmunosupresor (Fig. 4).
Como consecuencia, la presencia o ausencia de alguno de los dos grupos celulares
y de las moléculas que producen como IFNy (Thl) o IL-10 (T2) determinara la
respuesta inmune, las células con un perfil Thl, favorecen la disminuciéon y
erradicacion de las células del tumor, mientras que las células Th2 favorecen el

crecimiento del tumor y la progresion de la enfermedad (Hinshwa y Shevde, 2019).
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Figura 4. La composicion del microambiente tumoral, dado por caracteristicas moleculares,
determinan la abundancia y el estado funcional del infiltrado inmune estromal e intraepitelial que
resulta en in microambiente inmunoestimulador o inmunosupresor. Adaptada al espafiol de
Kroemer et al., 2015.

Como parte del microambiente tumoral, los procesos de inflamacién juegan un rol
clave en la eliminacion o la resistencia del tumor, incluso en la progresion de
angiogénesis y la efectividad de un tratamiento dado; se han descrito diferentes
tipos de respuesta inflamatoria que impacta en el desarrollo del tumor: la inflamacion
cronica que precede al crecimiento tumoral, la inflamacion asociada al tumor, y la

inflamacion inducida por la administracion de tratamiento (Jiang y Shapiro, 2014).
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La inflamacion es un fenémeno que abarca la activacion, el reclutamiento y la accion
de las células de la inmunidad innata y adaptativa que ocurre de forma normal con
el fin de protegerlas de algun dafio, estimulo negativo o un patégeno, ademas de
contribuir a mantener la homeostasis, sin embargo, cuando se trata de cancer, el
proceso de inflamacion no es resuelto, es decir, se mantiene de forma crénica. Este
tipo de respuesta inflamatoria esta relacionada con la transformacion del tumor a un
microambiente inmunosupresivo, o que promueve su desarrollo (Lan et al., 2021;
Greten y Grivennikov, 2019). De ahi la importancia de la busqueda de tratamientos
gue produzcan una respuesta inflamatoria aguda en lugar de una respuesta cronica

gue pudiese favorecer la resistencia tumoral.
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1R Antecedentes

Microparticulas de almidén crudo y sus propiedades inmunoestimulantes

En la busqueda de adyuvantes vacunales, se ha investigado el uso de MPAs como
vehiculo para el transporte de antigenos. Se prob6 con el fragmento C de la toxina
tetanica inmovilizado sobre la microparticula por medio de un dominio de unién al
almidon (DFAtag) administrado por via oral en un modelo murino, lo que indujo
respuesta inmune sistémica especifica y retardd la aparicion de sintomas en
animales retados con la dosis letal media (Guillén et al., 2014). También se prob6
con la proteina alfa cristalina (Acr) de Mycobacterium tuberculosis, donde se indujo
la produccidon de anticuerpos especificos tanto por via nasal como oral, hubo una
respuesta preferente de IgG2a con la proteina y mayor produccién de IFNy, lo que
sugiere una respuesta de tipo Thl. Estos resultados demostraron la utilidad del
sistema para la induccion de respuesta antigeno especifica por via mucosa y
sugieren un posible un efecto adyuvante de la unién antigeno-MPAs (Moreno-
Mendieta et al., 2014).

En trabajos posteriores, se evalud el potencial inmunoestimulante y adyuvante de
las MPAs en modelos murinos. Inicialmente, se investigd su uso como refuerzo de
la vacuna BCG en tuberculosis pulmonar crénica. Tras la vacunacién con BCG, se
administraron antigenos inmovilizados, solubles o solo MPAs por via nasal, y luego
se retd a los animales. La proteccion se midi6 mediante la carga bacilar en los
pulmones, la supervivencia y las lesiones de neumonia, encontrando que los
refuerzos con la proteina inmovilizada o solo con MPAs redujeron significativamente
la carga bacilar, sugiriendo propiedades inmunoestimulantes del almidén. En un
estudio derivado, se exploré la capacidad adyuvante de las MPAs por si solas
coadministradas con la vacuna BCG de forma subcutanea, mostrando una mejora
en la proteccion en términos de carga bacilar, supervivencia y lesiones de
neumonia, lo que reafirma el potencial de las MPAs como adyuvante en estrategias
de vacunacion parenteral (Moreno-Mendieta et al., 2017; Moreno-Mendieta et al.,
2019).
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Recientemente se estudio el destino que las microparticulas tras su administracion
nasal u oral. Demostrando que las MPAs pueden cruzar tanto el epitelio mucoso
nasal como el digestivo, llegando a tejidos linfoides como el NALT vy las placas de
Peyer, donde se induce la respuesta inmunitaria, lo que podria establecerse como
un mecanismo por el que las MPAs actian como adyuvantes o inmunomoduladores

(Vasquez-Martinez et al., 2023).

De manera paralela se trasladé el uso de las microparticulas a un modelo diferente
de enfermedad, el cancer de mama. Se seleccion6 un modelo murino de cancer de
mama triple negativo, el cual se logra a través de la inoculacion de la linea celular
4T1, una linea celular de carcinoma mamario que simula el estadio IV de cancer de
mama humano. Esta linea se caracteriza por crecer rapidamente al ser inyectada
en el tejido graso y por la capacidad de hacer metastasis en pulmones, higado,

hueso y cerebro (Fantozzi y Christofori, 2006).

Cinco dias después de la implantacion de las células 4T1, se administraron las
MPAs de forma subcutanea como una primera inmunizacion. Posteriormente, las
MPAs se administraron como refuerzos por via intranasal a los 6, 13 y 20 dias. Otros
grupos en este estudio fueron inmunizados con una biblioteca de mucina-1 con poly
I-C como adyuvante y mucina-1 con MPAs y e igualmente recibieron los refuerzos
intranasales con las MPAs solas o en conjunto con la biblioteca de mucina.
Notablemente se observé que el tratamiento con MPAs + Refuerzo MPAs, tuvo un
efecto antitumoral significativo en ambas variables, incluso en términos generales,

fue mejor que los tratamientos con las BEVs (Sandoval JA, no publicado).
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V. Justificacion

La administracion en un modelo murino de cancer de mama de un tratamiento de
microparticulas de almidén, ha mostrado efectos anti-tumorales como la reduccién
del tamafio de los tumores y del nUmero de metéstasis en pulmoén.

Por lo que, identificar el tipo de respuesta inmune asociada a la administracion de
este sistema, contribuye a la caracterizacién de la posible accion anti-tumoral del
almidén como inmunomodulador y de ese modo aportar en el desarrollo de nuevas

y mejores estrategias inmunoterapéuticas.

V. Hipotesis

La administracion de microparticulas de almidon en un modelo murino de cancer de

mama, producira que el tipo de respuesta inmune se polarice hacia el tipo Th1l.
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VI. Objetivos

Objetivo general
Evaluar la expresion de genes asociados al perfil de Th1/Th2 existente en el

microambiente tumoral de un modelo murino de cancer de mama, mediante

ensayos de PCR en tiempo real (QPCR).

Objetivos particulares
e Optimizar y estandarizar las condiciones para la amplificacion de los genes

asociados al perfil Th1/Th2 en el microambiente de un tumor de cancer de
mama en modelo murino BALB/c mediante PCR punto final y PCR en tiempo

real.
e Identificar los niveles de expresion de un grupo de genes asociados al perfil

Th1/Th2 en el microambiente de un tumor de cancer de mama en modelo
murino BALB/c.
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VIl. Metodologia

1. Optimizacion y estandarizacion

Eleccion vy disefio de primers

Los primers para IL-6, IL-4, IL-10, IFNy, TNFa, IL-18, GAPDH y B-actina, fueron
tomados de la literatura y para el momento del inicio de este proyecto, ya estaban
almacenados en el laboratorio. Para elegirlos, la secuencia codificante de cada uno
se buscé en la plataforma Ensembl, posteriormente se identificO manualmente la
region a la que se unen los primers para identificar el tamafio del amplicon (ver
anexos: Tabla 7), con esta informacion se realizd un PrimerBlast en NCBI para
obtener informacion como las temperaturas de alineacion (ver anexos: Tabla 8), el

porcentaje de GC, el tamafio del amplicon y la especificidad.

Por otro lado, los primers de los genes IL-12, TBX21, STAT4, STAT6, STAT3 y
GATA3 fueron diseflados con la herramienta PrimeQuest (IDT) a partir de la
secuencia codificante de cada uno que también fue obtenida de Ensembl, en este
caso (ver anexos: Tabla 7 y Tabla 8), para la eleccién de los primers se tomaron en
cuenta dos aspectos principales: 1) el tamafio del amplicén, ya que para gPCR debe
ser menor a 200 pb y especificamente para reacciones con SYBR Green, es ideal
una longitud de 80-150 pb y 2) un porcentaje mayor de AT (Cg mas bajos) (Bustin
y Huggett, 2017). Una vez seleccionados los candidatos, se revisaron los
parametros antes mencionados en analisis PrimerBLAST de NCBI. Los primers
seleccionados fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA
del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Obtencidn de los tumores (tesis de maestria de José Antonio Sandoval)

Ratones hembras BALB/cANNC se mantuvieron una instalacion convencional de
mantenimiento de animales bajo condiciones controladas de temperatura, humedad
y ciclo de luz/oscuridad con acceso ad libitum a comida y agua. A estos animales

de 5 a 6 semanas de edad, se les implanté subcutaneamente en la mama inferior
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derecha con 10* células viables de la linea celular de adenocarcinoma murino 4T1
en PBS. 5 dias después fueron tratados con 1 mg de MPAs/PBS (patente titulo
386193) por la via subcutanea, posteriormente a los dias 6,13 y 20 se administraron
por via intranasal refuerzos de 500 pg de MPAs, el control fue tratado Gnicamente
con PBS. En todos los casos, los animales fueron sacrificados al dia 30 y los
tumores generados experimentalmente en el sitio de inoculacion, fueron extraidos
y almacenados en solucion RNALater (Thermo Scientific™). Se realizaron dos
experimentos con este mismo procedimiento, para este trabajo se utilizaron seis
ratones de cada experimento, tres del grupo control y tres del grupo con tratamiento;
durante el resto del trabajo en los resultados se referirAan como experimento 1 y
experimento 2. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los
lineamientos del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales del Instituto de
Investigaciones Biomédicas (CICUAL) de la UNAM con el nimero de proyecto 196.

Homogenizacion del tejido y extraccion de ARN

Inicialmente, se probaron dos métodos de homogenizacion: pistilo y TissueLyser en
diferentes combinaciones, y también se probaron dos métodos de extraccion de
ARN: Trizol y por columna, esto con la finalidad de seleccionar el método con el que

se obtuviera el mejor rendimiento y calidad del ARN.

Los tumores obtenidos fueron cortados en cajas Petri de vidrio previamente
esterilizadas, en fragmentos de aproximadamente 0.5x0.5 cm y se colocaron en un
tubo Eppendorf de 1.5 ml con 600 pl de buffer de lisis RLT Plus No. Cat. 1053393
(QIAGEN) y 6 ul de B-mercaptoetanol. Enseguida, se disgrego el tejido mediante
tres métodos, con una micropipeta, con el TissueLyser Il (QIAGEN) y con un pistilo
de plastico (3.5 pulgadas de longitud) marca BEL-ART esterilizado, hasta lograr la
homogeneizacion del tejido. Cuando la extraccién se llevé a cabo el mismo dia, el
tubo se almacen6 a -70°C por 1 hora, pero si se realizé al siguiente dia, se almacend
a -70°C toda la noche. Una vez transcurrido este periodo de tiempo, se realiz6 una
segunda homogeneizacion con otro pistilo esterilizado hasta observar que ya no

hubiera restos sdlidos visibles de tumor. En caso de que los hubiese y fuese
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imposible homogeneizar mas con el pistilo, el tubo se centrifugé a 10,000 rpm por 1
minuto y con ayuda de una punta de micropipeta, se retiraron los fragmentos
depositados al fondo del tubo con cuidado de no derramar el sobrenadante. Con
esta fase ya homogénea, se realizo la extraccién del ARN siguiendo dos métodos,
la extraccion con Trizol, especificamente con TRIzol™ Reagent No. Cat. Cat. No.
15596018 (Thermo Scientific™) y con el kitRNeasy Plus Mini Kit 74134, (QIAGEN,

Hilden, Germany).
Se seleccion6 el método de homogenizacién con pistilo (dos veces) y la extraccién

con el kit RNeasy Plus Mini, por lo que este es el método que se uso para todos los

experimentos futuros.

Evaluacion del rendimiento y calidad del ARN

Para medir la concentracion y pureza de RNA se realizé la medicidon
espectrofotométrica a 260nm utilizando el NanoDrop One/OneC (Thermo
Scientific™). Se evaluaron ademas las relaciones A260/280 que indica
contaminacién con compuestos aromaticos con un valor esperado de entre 1.8-2.0
y A260/230 que indica contaminacion por sales y carbohidratos, cuyos valores

optimos deben encontrarse alrededor de 2.0.

Para evaluar la integridad del ARN, se preparo un gel de agarosa al 1%, se vertieron
40 ml de TAE 1X en un matraz Erlenmeyer, se pesaron 0.4 g de agarosa y fueron
agregados al matraz. Se calentaron en el microondas por intervalos de tiempo, sin
llegar al punto de ebullicién, mezclando suavemente entre cada calentamiento, este
paso se repitid hasta que la agarosa se disolvi6 completamente y se obtuvo un
liquido transparente y homogéneo. Se dej6 enfriar y se le afiadieron 3 ul de Bromuro
de Etidio para posteriormente verterse al molde de la camara de electroforesis con
el peine ya colocado en su lugar. Se dejé solidificar. Una vez completamente
solidificado, el peine fue retirado y el gel se coloco en la camara, llenandola con TAE
1X al volumen necesario. Fueron cargados tanto el marcador de peso molecular

como las muestras, ya mezcladas con el buffer de carga. Se dejo6 correr el gel a 90
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V por aproximadamente 1 hora con la finalidad de observar las bandas 28S y 18S,
ademdas de alguna posible contaminacién de ADN gendmico. Se visualizo el gel en

un transiluminador UV.

Transcripcidn reversa

Para realizar la sintesis de ADN complementario a partir del ARN, primero se
trataron de 1-5 ug de ARN y 500 ng para muestras con concentracion baja, con el
kit DNase I, RNase-free (1 U/uL) No. Cat. EN0521 (Thermo Scientific™) de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (ver anexos: Tabla 5). Posteriormente se realiz6 la
sintesis de ADNc utilizando para los primeros ensayos el AMPIGENE cDNA
Synthesis ENZ-KIT106-0050 kit (ENZO, Farmingdale, NY, USA), y posteriormente,
el kit RevertAid Reverse Transcriptase de Thermo Scientific™ No. Cat.
MANO0012757, la cual contiene el buffer de reaccion 5X (50 mM Tris-HCI pH 8.3 at
25 °C, 250 mM KCI, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT) siguiendo el protocolo (ver anexos:
Figura 21).

Expresion de genes de referencia y de interés por PCR punto final

Para identificar la expresion de un gen, incluyendo el gen de referencia que se utiliza
en la verificacion de la correcta sintesis de ADNc, se realiz6 una PCR punto final
con los primers correspondientes a cada gen, utilizando el kit DreamTag™ Hot Start
Green PCR Master Mix (Thermo Scientific™). La mezcla del kit incluye dNTPs 0.4
mM, MgCI2 de 4 mM y la DreamTag™ Hot Start DNA Polymerase (Thermo
Scientific™). La mezcla de reaccion y el protocolo térmico son representados en la

tabla 6 y en la figura 22 de la seccién de anexos.

La expresion cualitativa de los genes se observé mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 2%, en TAE 1x, como se describioé previamente. Como referencia se
incluy6 el marcador de peso molecular de ADN XVI de 100pb (Roche®) de 100 a
1500 pb y una banda afadida de 2642 pb. El gel se corrié a 90V por 1 hora y se
observo en un fotodocumentador para evaluar la especificidad de la reaccion al

coincidir el peso molecular de la banda con el tamafio del producto.
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2. Cuantificacion relativa de genes asociados a los tipos de respuesta
inmune Thly Th2.

Validacion del ensayo: Curvas Estandar

Para la evaluacion de la validez del ensayo, el gen de referencia fue 3-actina y los
genes de interés fueron IFNy, TNFa, STAT4, STAT6, STAT3, IL-18, IL-4, IL-10, IL-
12, IL-6, GATA3 y TBX21, utilizando muestras de tumores de mama generados en

los ratones BALB/cANNC sin tratamiento.

En cuanto a las curvas de calibracion o curvas estandar para la obtencion de la
eficiencia y posterior validacion del ensayo, se realizaron diluciones seriadas 1/3,
1/5y 1/7 del ADNc de cada gen, incluyendo B-actina con cinco puntos cada una 'y
partiendo de una concentracién inicial de 100 y 75 ng/ul para evaluar la eficiencia
de amplificacion de cada uno y establecer la concentracidon de ADNc necesaria para

obtener Cgs bajos que esta, sea la misma para todos los genes.

Cuantificacion de la expresion de genes Thly Th2

Una vez sintetizado el ADNCc, se llevaron a cabo las reacciones de amplificacion en
tiempo real para la cuantificacion de la expresion de genes Thly Th2 en los tumores
de mama. La preparacion de las reacciones para PCR en tiempo real se llevo a
cabo siguiendo las instrucciones del kit SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix No. 1725120 (Bio-rad, USA) en un volumen final de 20 ul. Cada reaccién
contenia 10 yL de SSoAdvanced Universal SYBR Green Supermix 2x, 0.3 pL de
oligos (150 nM) y 8.7 uL de agua. La reaccion se realizo utilizando el termociclador

Bio-Rad CFX96 con las condiciones ilustradas en la figura 23 de los anexos.

Al finalizar la reaccién se da la curva de fusién o curva de melting, esto es
incrementar la temperatura 0.5 °C cada 2-5 segundos en un intervalo de 65-95 °C
para saber si el producto de la reaccion fue especifico al observar un Gnico pico en
el grafico que indica la temperatura en la que el producto de doble cadena es

desnaturalizado. La expresion de los genes se normaliz6 con la expresiéon del gen
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control B-actina y con las muestras control, cada una de las reacciones se realiz6

por triplicado.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de ACq se realiz6 mediante una prueba Kolmogérov-Smirnov
para verificar si los valores siguen o0 no una distribucion normal y posteriormente se
realizé la prueba U en el software GraphPad version 10.1.2 para Windows, San
Diego, California, USA. Las comparaciones entre los grupos fueron analizadas con
el promedio £SD. Las diferencias significativas fueron consideradas cuando P <
0.05.
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VIIl. Resultados y discusién

1. Optimizacion y estandarizacion

Eleccidon de los genes candidatos vy disefio de primers

Para la seleccion de los genes candidatos se realizé una busqueda bibliogréafica
(Monteiro et al., 2013. Kumar et al., 2017. Mohamed et al., 2014. Majidzadeh et al.,
2011. McNeill et al., 2007. Gur-Dedeoglu et al., 2009. Nagatomo et al., 2015. Bardel
et al., 2016. Ohmichi et al., 2011) de estudios de cancer de mama en los que se
analizara la expresion diferencial de respuestas Thl o Th2, considerando ademas
su viabilidad para evaluarlos en modelo murino. La expresion de estos genes, que
incluyen interleucinas y factores de expresion, brindan informacion sobre el estado
inmune que atraviesa el organismo estudiado bajo ciertas condiciones, en este
caso, ratones con cancer de mama con o sin tratamiento. Los genes GAPDH y B-
actina fueron elegidos como genes de referencia pues son los mas frecuentemente

utilizados para la normalizacion de la expresion.

Ademas de la busqueda bibliografica, también se consulté una base de datos,
curada y que tiene informacion sobre la expresion de genes en Mus musculus, esta
plataforma es: TIMER, cuyas siglas significan “Tumor Immune Estimation
Resource”, una base de datos formada a partir de 10,000 muestras tumorales de 23
tipos de cancer provenientes del Atlas de Genomas de Cancer (TCGA, por sus
siglas en inglés), en donde ademas se analizan segun la infiltracion de células
inmunes y su influencia en las observaciones clinicas (Li et al., 2016). Se tomd en
cuenta dénde fue reportada su expresién o su ausencia, especialmente en tejidos
de mama, que el modelo fuese raton, y preferentemente que estos hubieran sido
obtenidos mediante PCR, gPCR o RNA.Seq.

Citocinas elegidas
Las citocinas son un grupo de proteinas, péptidos y glucoproteinas que van desde

los 5 hasta los 30 kDa que regulan las respuestas inmunitarias e inflamatorias y
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actuan como factores de crecimiento para distintas células (Shellito y Kolls, 2004).
Son liberadas bajo diferentes tipos de estrés estimulando respuestas del huésped
para controlar y revertir el dafio causado. Una deficiencia en esta respuesta puede
generar una produccion alterada de citocinas que conlleve a que el dafio persista,
impactando, en el proceso de formacién y progresion del cancer (Dranoff, 2004).

Los linfocitos T cooperadores CD4+ al desarrollarse en células efectoras se
clasifican en dos grupos: T cooperador 1 y T cooperador 2 (en inglés Thly Th2 o
de tipo T1 y T2), las células inmunes y especialmente estos dos tipos, producen
citocinas propias y especificas de cada uno, se han identificado mas de 150
citocinas, algunas de ellas considerandose de Th1l con efectos de inmunidad celular
0 de Th2 para la respuesta inmune humoral, un alto o bajo radio de citocinas
Th1:Th2, se considera un indicador de activaciéon o supresion de la inmunidad
celular, respectivamente (Mocellin et al., 2001). Ademas, se ha propuesto que el
perfil génico de citocinas es de interés cuando se estudia la respuesta inmune anti-
cancer pues se ha observado que una respuesta efectiva contra agentes infecciosos
y posiblemente, células tumorales, generalmente esta caracterizada por un cambio
hacia un perfil de citocinas de tipo Th1l (Mocellin et al., 2003). Por ejemplo, estudios
han demostrado el rol dual de las interleucinas en el desarrollo de un tumor,
promoviendo su crecimiento y la metastasis, o teniendo actividad anti-tumoral y

participando en la proliferacion de linfocitos T (Lv et al., 2022).

IL-6: Producida por células T, monocitos, fibroblastos y células endoteliales,
principalmente (Pirog et al, 2010). Es una citocina pro-tumorogénica involucrada en
la proliferacion, supervivencia, diferenciacion e invasion de células tumorales,
ademas de en procesos de angiogénesis e inflamacion. Evidencia sugiere que se
han observado niveles altos de esta interleucina en multiples tipos de cancer

incluyendo el cancer de mama (Gu et al., 2021).

IL-4: Esta interleucina pleiotrOpica esta relacionada con las respuestas alérgicas y

participa en la proliferacidn, supervivencia y expresion genética de células Ty B, es
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producida por mastocitos, células T y células estromales de médula 6sea (Pirog et
al., 2010). En el desarrollo de cancer de mama tiene un efecto en la resistencia a

apoptosis y en procesos de metastasis (Fasoulakis et al., 2018).

IL-10: Esta interleucina, aunque es considerada inmunosupresora, tiene una
actividad dependiente del contexto, particularmente en cancer, su accién inhibe la
apoptosis de los linfocitos CD8+ que es inducida por antigenos, potenciando asi su
actividad efectora citotdxica (Berraondo et al., 2019). Es producida por muchos tipos
de células de mamiferos como macréfagos, monocitos, células B y células T (Pirog
et al., 2010).

IL-18: Es una citocina pro-inflamatoria secretada por monocitos, macrofagos
tisulares y células dendriticas, entre otras, tiene actividad en la maduracion y

proliferacion de células B e influencia en la induccion de IL-2 (Pirog et al., 2010).

IL-12: Esta citocina es producida por macrofagos y monocito activados, células B y
mastocitos de tipo tejido conectivo. Es un potente regulador de respuestas inmunes
celulares, promueve la activacion de células CD4, CD8, NK y la produccion a su
vez, de IFN-y (Pirog et al., 2010).

Factores de transcripcion elegidos

El gen TBX21, también llamado “T-bet”, es conocido como “regulador maestro” del
perfil Thl ya que es un factor de transcripcion fundamental en la diferenciacion de
las células a este tipo de respuesta, es inducido por la presencia de IL-12 e IFNy y
a su vez, regula la expresion de este ultimo, produciendo asi, una retroalimentacién

positiva en el proceso de diferenciacion a Thl (Zhu et al., 2012).

GATA3 es un factor de trascripcion identificado como regulador maestro de la
diferenciacién a Th2 de células T CD4+ y fundamental en el desarrollo y correcto
funcionamiento de células T CD8+ y otros tipos celulares como las células NK, tanto

en la inmunidad innata como en la adaptativa. Su expresion esta a cargo de
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estimulos endégenos como la expresion de otras citocinas, pero también puede
auto activarse. La diferenciacion a un perfil Th2 dada por GATA3, ocurre al unirse a
los promotores de genes también caracteristicos de Th2 como IL-4, y a su vez
inhibiendo la expresién de otras citocinas como IFNy y STAT4 (Wan, 2014).

Existe una familia de factores de transcripcién conocidos como STAT (Signal
Transducers and Activators of Transcription). Por un lado, STAT4 es un regulador
transcripcional activado principalmente por IL-12, presente en gran medida en
células hematopoyéticas, estd involucrado en el crecimiento celular, la
diferenciacion y la respuesta inmune, siendo parte crucial en la diferenciacion a un
perfil Thl debido a su rol en la produccion de IFNy (Kaplan, 2005). Mientras que,
por otro lado, caracteristicos de la respuesta Th2, estan STAT3 que es un factor de
transcripcion involucrado en procesos de proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular; inmunosupresion, angiogénesis y tumorogénesis. Es
asociado a la respuesta Th2 y Thl7, y promueve el desarrollo de cancer mediante
mecanismos de inflamacion al ser activado por IL-6 (Yang y Chen, 2021) y STAT6
gue es un factor de transcripcion que transmite sefales de los receptores hasta el
nuacleo para la transcripcion de genes. Su activacion ocurre principalmente en
presencia de IL-4 e IL-13 y una vez en el ndcleo, regula la transcripcion al unirse
directamente al ADN mediante un dominio de union al ADN. La respuesta de células
Th2 y las respuestas causadas por IL-4, dependen ampliamente de este factor
(Goenka y Kaplan, 2011).

Genes de referencia elegidos

Fueron elegidos dos genes de referencia, ambos ampliamente utilizados en
multiples y diversos ensayos. En primer lugar, el gen de la enzima glicolitica
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, por sus siglas en inglés, GAPDH, esta
enzima posee una gran bateria de actividades en toda la célula, esta involucrada en
la reparacion de ADN, en el transporte de ARN, en fusién de membranas, dinamicas
del citoesqueleto, muerte celular, entre muchas otras (Tristan et al., 2011). El

segundo gen elegido fue el que codifica para B-actina, una proteina altamente
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conservada cuyo rol en la estructura del citoesqueleto y evidentemente en la accién
de los microtdbulos de actina, es fundamental en los procesos de adhesion y
locomocion de las células (Gu et al., 2021). Estos genes, su respectivo par de
primers y las temperaturas de alineamiento que estén indicadas tanto en el
instructivo del fabricante como las reportadas en el analisis de PrimerBlast, se

muestran en el anexo i.

Seleccién de método de homogenizacion y extraccion de ARN

En los primeros ensayos de extraccion de ARN, sintesis de ADNc y amplificacion
por PCR punto final, cuyo objetivo principal fue el de seleccionar el mejor método y
comenzar con la estandarizacion de los ensayos, se utilizé un tumor de mama
murino del grupo control. En la tabla 1, se muestran los resultados de la Unica
extraccion de ARN, que corresponden a los obtenidos mediante los métodos de
homogenizacion propuestos: pistilo y TissueLyser; y los métodos extraccion de ARN
por Trizol y por columna que se probaron en una primera estancia. Se reporta la
concentracion de ARN y los radios A260/280 y A260/230, que indican la
contaminacién con compuestos aromaticos y con sales y carbohidratos,
respectivamente; para el primer radio, se espera un valor de entre 1.8-2.0 se

considera aceptable, el segundo radio debe girar en torno a un valor de 2.0.

Tabla 1. Concentracion y pureza de ARN obtenido de la extraccion de una muestra de tumor

mamario de modelo murino.

Tubo | Método de Método de | ng/pl | A260/280 | A260/230
homogenizacién | extraccién

1 Pistilo + Pistilo RNeasy 104.2 2.09 1.96

2 Pistilo + Plus Mini 93.1 2.08 0.86
TissuelLyser Kit
TissuelLyser 113.0 1.99 1.70

4 Pipeta Trizol 211.9 2.10 0.66
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Las concentraciones de ARN de las tres extracciones fueron muy similares, llegando
alos 100 ng/ul, en cuanto a ambos radios, el mejor resultado corresponde al método
de pistilo + pistilo, pues ambos son cercanos a 2, por otro lado, el método de pistilo
+ TissueLyser, mostré un radio A260/230 muy bajo causado probablemente por los
residuos de tiocinato de guanidina proveniente de los componentes de los buffers
del kit, este resultado fue similar al de la extraccién con Trizol, el radio A260/230
resulté el mas bajo por lo que se descartd. Los resultados de la espectrofotometria
demostraron que no hubo diferencia significativa entre el uso de pistilos y de
TissuelLyser.

Posteriormente se evalud la calidad del ARN, que es una variable fundamental que
debe tomarse en cuenta para poder ser utilizado en los ensayos posteriores. Se
realizé una electroforesis en gel de agarosa para observar las bandas 28S y 18S,
ya que se considera que, si se observan de forma clara y sin barrido alrededor de
ellas, el ARN extraido esta integro. La electroforesis en gel de agarosa (Fig. 5)
muestra que las bandas 28S y 18S del mismo grosor en las tres muestras,
particularmente en la muestra nimero 3 se puede observar una banda de un gran

tamafo, lo que indica contaminacién con ADNg.
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En esta primera extraccion, también se realizd una electroforesis capilar con el
Agilent RNA 6000 Nano Kit utilizando el bioanalizador Agilent 2100, este kit se basa
en un chip en cuyo interior hay una serie de microcanales que permiten que la o las
muestras de ARN total o ARN mensajero sean analizadas segun su tamafio en su
paso por un gradiente electroforético. Asi, se obtiene no solo un gel digital, sino
también un valor conocido como RIN (Numero de Integridad de ARN), el cual nos
permite evaluar la calidad del ARN extraido en un rango de 1 a 10, siendo 1, un
valor que indica ARN totalmente degradado y 10, un valor para un ARN intacto y
gue es generado a partir de un algoritmo que evalta no solo el gel digital, sino la el
comportamiento de un electroferograma que también se puede observar para cada
una de las muestras, en €l se evalGan varios parametros (de acuerdo a la guia de
Agilent RNA 6000 Nano Kit):

e Proporcién de ARN total: proporcion del area bajo los picos generados por
las regiones 18S y 28S de ARNTr con respecto al area total bajo el grafico.

e Altura del pico 28S: este debe ser el pico mas alto pues es la especie mas
prominente del ARNr y se degrada mas rapido que la 18S.

e Region rapida: area entre los picos de 18S y 5S, al aumentar su tamafo, se
indica degradacion.

e Altura del marcador: un valor alto en la altura indica que una gran cantidad
del ARNr se ha degradado en pequefas piezas.

MPM 1 2 3
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B0 —
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Overall Results for sample 6 : ARN 1
RNA Area: 152.2 RNA Integrity Number (RIN): 9.1 (B.02.07)
RNA Concentration: 113 ng/pl Result Flagging Color: [:l
rRNA Ratio [28s / 18s]: 16 Result Flagging Label: RIN: 9.10

Figura 6. Resultados de electroforesis capilar. A) Gel digital que muestra las tres muestras de
tumor homogenizadas por pistilo (1), pistilo y TissueLyser (2) y TissueLyser (3). Se muestran las
bandas 28S y18S. El carril 3 es el que presenta una mayor degradacion. B) Electroferograma de la
muestra homogenizada dos veces con pistilo, los picos correspondientes a la region 28S y 18S se
observan claros y definidos, siendo el 28S mas alto que le 18S y en la regién de 20-25 hay solo un
pico de bajo tamafio.

La figura 9A muestra el gel digital del ARN extraido con el kit RNeasy Plus con los
tres métodos de homogenizacion probados: pistilo, pistilo + TissueLyser y
TissueLyser; en la figura 9B se muestra el electroferograma de la muestra
homogenizada con pistilo, cuyo valor RIN fue el mas alto. Este indicador y las
bandas 28S y 18S que se observan definidas y sin barrido en el gel digital
favorecieron la eleccidén de pistilo + pistilo como método de homogenizaciéon vy

extraccion con el kit RNeasy Plus para todos los experimentos futuros.

Controles positivos de amplificacion: extracciéon de ARN v sintesis de ADNc

Como parte del proceso de optimizacion y estandarizacion, es necesario en primer
lugar verificar la correcta funcionalidad de los primers y posteriormente buscar la

amplificacion de los genes, una banda Unica del tamafio esperado, asi que, con el

43



fin de servir como un control positivo de la amplificacion para cada gen, fue
requerido analizar tejidos de otro modelo murino en donde la expresién de estos

genes estuviera favorecida.

Para el primer control se utilizaron los bazos de dos ratones inmunizados con
antigenos de tuberculosis (Acr) que en experimentos previos del laboratorio
mostraron niveles de Igl e Ig2; para el segundo control, los tejidos seleccionados
fueron un tumor de mama y los nédulos linfaticos centinela de un ratbn macho
C57BL6 tratado con una vacuna de epitopos variables de survivina y dosis de in
vivo MAb anti-mouse CTL-4 Num. Catalogo BE0131 (BioCell) como tratamiento
contra tumores generados con la linea celular 4T1, y cuyos resultados demuestran
una transicion hacia el perfil Thl (Odales et al., 2022). EI ARN de los tres tejidos se
extrajo mediante el protocolo previamente descrito en la metodologia. La tabla 4
concentra los resultados de las cuatro extracciones de ARN de las muestras de
bazo; las concentraciones son altas, sin embargo, el radio A260/A230 de la muestra
3 es muy bajo probablemente por contaminacién con carbohidratos, sales o fenoles.
Los resultados de la electroforesis de este ARN muestran las bandas 28S y 18S

claras y definidas, comprobando la integridad del ARN (Fig. 7).

Tabla 2. Concentracion y pureza de ARN obtenido de la extraccion de muestras de bazo de

ratones inmunizados con Acr y BEV’s de survivina + anti CTL-4.

Modelo Muestra Tubo | ng/ul | A260/ | A260/
A280 | A230
Ratones Bazo 1 191.7 | 2.05 2.10
inmunizados con 2 656.5 | 2.03 2.25
Acry Acr+Prime 3 527.0 | 2.04 1.37
4 858.4 | 2.03 2.19
Ratones tratados Tumor 1 749.4 | 2.09 2.24
con BEV's de N6dulos | 1 2056 |2.09 |2.10
survivina + anti Linfaticos
CTL-4 centinela
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A)

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ARN extraido de diferentes tejidos de ratones
inmunizados con A) Acr y Acr+Prime en donde los cuatro carriles (1, 2, 3 y 4) son extracciones de
bazo y B) BEVs de survivina MAb anti-mouse CTL-4, el carril 1 es ARN de tumor y el carril 2 de
ndédulos linfaticos centinela. En cada carril se observan las bandas 28S y 18S, con un bajo nivel de
degradacioén, unicamente el ARN extraido de nédulos linfaticos centinela no present6
contaminacion de ADNg.

Por otro lado, los resultados de la espectrofotometria de tumor y nédulos linfaticos
indicaron que las concentraciones superaron los 100 ng/pl, llegando incluso a los
700 ng/ul en el caso de la muestra de tumor (Tabla 2); en cuanto a la pureza, los
radios A260/280 y A260/230 de ambos tejidos son cercanos a 2. En el gel de
electroforesis (no mostrado) las bandas 28S y 18S se observan claras y sin barrido,

hay contaminaciéon con ADN genémico.

Para cada extraccion de ARN, independientemente del tejido de origen, la
transcripcion inversa para obtener ADNc se llevé a cabo siempre con 1000-5000 ng
de ARN y el material genético que se uso para la fase de optimizacion provino de
un tumor de mama de un ratén que no recibid ningun tratamiento; la estandarizacion
de las condiciones de PCR punto final se realizé primordialmente con la idea de
encontrar una temperatura de alineamiento en comun para la mayoria de genes de
interés, de ser posible, para todos. Las Tm reportadas para todos los genes
oscilaban entre los 55-65° C, por lo que las primeras reacciones se probaron con
57°y 60° C.
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IL-6 e IL-1B8 amplificaron a 57° C con un tamafio correcto de 186 y 133 pares de
bases, e IL-10, IL-12, STAT4, STAT3, STAT6, GATA3 TBX21, GAPDH y [3-actina,
amplificaron a 60° C y todas las bandas obtenidas fueron correspondientes al peso
molecular esperado 237, 324 y 171, respectivamente, los controles negativos no
tuvieron amplificacién y no se observaron bandas inespecificas (Fig. 11).

IFNy, TNFa e IL-4 no amplificacién a ninguna de las dos temperaturas iniciales, por
lo que se decidioé hacer una PCR con gradiente de temperatura 60-65° C para IL-4
y 57-61° C para IFNy y TNFa para determinar la temperatura éptima. Esta vez, IFNy
amplificé a 57° C. Para TNFa se observd una banda definida del peso molecular
correcto en todas las temperaturas asi que tomando en cuenta la temperatura para
todos los genes y la formacion de dimeros de los primers, se eligieron 60° C como
temperatura optima. Finalmente, no se observo amplificacion de IL-4 en ninguna de

las temperaturas probadas.

Posteriormente, se utilizé ADNc generado a partir de ARN extraido de bazos de dos
ratones BALB/c inmunizados con ACR y ACR+Prime, esto con el fin de utilizarlo a
modo de control positivo y verificar la expresion genes, especialmente, si habia
amplificacion de IL-4 en este modelo y asi, poder comprobar la correcta
funcionalidad de los primers. Todos los genes amplificaron con las temperaturas
elegidas previamente y con el tamafio correcto, para IL-4 se hizo nuevamente una
PCR de gradiente y hubo amplificacion, se observo una banda tenue a 60°, 61°, 62°
y 63° C en el peso esperado, 183 pb; sin embargo, también aparecieron bandas
inespecificas, la causa mas probable de estas bandas que no estaban presentes en
las anteriores reacciones, es la contaminaciéon de ADNg durante la extraccion de
ARN, para eliminar estas bandas inespecificas y prevenir su apariciéon en los
experimentos futuros, se implementé un tratamiento de DNasas previo a la sintesis
de ADNc. Como resultado de este tratamiento, la banda correcta y la inespecifica
desaparecieron con ambos tratamientos, por lo que, como resultado preliminar, se

decidi6 establecer 60° C como su Ta.
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Las Ta indicadas en las instrucciones del fabricante de IL-12, STAT4, STATS3,
STAT6, GATAS3, TBX21 estaban entre 60-65° C, al probar la temperatura que se
eligio para el resto de los genes anteriores, 60° C, estos seis genes fueron
amplificados con una banda del tamafio (pb) esperado: 114, 180, 97, 104, 109 y
103, no se observaron bandas inespecificas en ningun caso (Fig. 8).

Antes de continuar con las reacciones de PCR en tiempo real, se hizo notar que el
tamafo del amplicén de GAPDH era de 324 pb, superando el rango limite que se
sugiere utilizar para lograr que la duplicaciébn en cada ciclo para colorantes
intercalantes como SYBRGreen que es entre 80 y 150 pb, un tamafio menor o
mayor podria generar dificultad para discernir entre el dimero de primer y el
amplicon o para completar la extension (Bustin y Huggett, 2017), por lo que este
gen ya no fue utilizado como gen de referencia en los ensayos de (PCR,

Uunicamente para la verificacion de la correcta sintesis de ADNc por PCR punto final.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de las PCR punto final con ADNc de tumor de
mama murino para el gen de referencia y los 12 genes de interés. A) B-actina (1) y negativo (2). B)
IL-12 (1), STAT4 (3), TBX21 (5), IL-6 (7), IL-18 (9), IFNy (11) y sus respectivos negativos (4, 6, 8,
10y 12). C) STAT6 (1), GATAS (3), STAT3 (5), IL-10 (7), IL-4 (9), TNFa (11) y sus negativos (4, 6,
8,10y 12)

2. Cuantificacion relativa de genes asociados a los tipos de respuesta
inmune Thly Th2

Validacion del ensayo: Curvas Estandar

En los ensayos de gPCR, al inicio de la reaccién la cantidad de producto y por lo
tanto, de fluorescencia, es muy baja para ser detectada de manera confiable y solo
se observa sefal de fondo o “ruido”, cuando el producto comienza a formarse de

forma exponencial y aumenta la fluorescencia, se establece el “umbral” que en la
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curva de amplificacion de cada reaccién se muestra como una linea base, asi, el
ciclo en el que este umbral se cruza se conoce como “Quantification Cycle (Cq)” y
es el valor con el que posteriormente puede calcularse el nivel de expresion
(Aguilera et al., 2014). Idealmente, la curva de amplificacion presenta un patron
sigmoidal que refleja las fases de la reaccion: exponencial, lineal y plateau. Este
patrén es crucial para una cuantificacion precisa de los productos de PCR y

proporciona informacién sobre la eficiencia y la calidad de la reaccion.

La fluorescencia que es detectada y medida, es emitida por fluor6foros que se unen
al ADN, lo que produce un aumento de la sefial al aumentar las cadenas, estos
fluoréforos son agentes intercalantes que en un principio presentaban problemas al
diferenciar entre cadenas simples y cadenas dobles, como es el caso del Bromuro
de Etidio, que dejo de utilizarse, ademas de por su toxicidad; actualmente existen
varios tipos de fluoréforos con esta funcién, siendo el mas utilizado el SYBR Green,
un fluoroéforo que se une al surco menor de la cadena de ADN, el complejo ya
formado absorbe a una longitud de onda de 498 nm y emite a 522 nm (Aguilera et
al., 2014; AAT Bioquest, Inc., 2024). Es importante considerar que el uso de SYBR
Green tiene ventajas de costo y facilidad de empleo, sin embargo, su capacidad de
unirse a cualquier ADN de doble cadena puede provocar uniones inespecificas y se
forme mas de un amplicén. Por esta razdn, en los ensayos de gPCR se emplea una
herramienta conocida como “melt curve”. El fundamento de este proceso radica en
la fluorescencia y la temperatura, cuando el SYBR Green esta unido a una cadena
doble de ADNC, fluoresce, pero cuando la cadena esta separada en dos hebras de
ADNC, la fluorescencia no ocurre, entonces, posterior a los ciclos de amplificacion,
el termociclador fija una temperatura cercana a la de alineamiento, mide la
fluorescencia, y después aumenta la temperatura gradualmente mientras va
midiendo la fluorescencia hasta que alcanza un punto en el que la doble cadena se
desnaturaliza y la fluorescencia baja, esta es la temperatura de melting y cada
amplicén se representa graficamente como un pico, por lo que la presencia de dos
0 mas picos, hablan de la presencia de otros productos que han sido amplificados

de forma inespecifica (Downey, 2014).
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El primer paso para comenzar con PCR en tiempo real fue la generacion de una
curva estandar con cinco diferentes concentraciones para cada uno de los genes.
Estas curvas se elaboraron con el objetivo de determinar el rango de
concentraciones en la que se amplifica el gen antes del ciclo 30, ademas, esta curva
estandar permitio identificar la eficiencia de la reaccion, definida como la fraccion de
moléculas de interés que son copiadas en cada ciclo (Svec et al.,, 2015),
tedricamente, la eficiencia de una reaccion es de 100%, sin embargo, se ha
establecido un rango aceptable de 90-110% de eficiencia para considerar que la
amplificacion de un gen es vélida (Taylor et al., 2010). Para calcular la eficiencia de
la reaccion y expresarla en porcentaje, se utiliza esta ecuacion E=(10-Vpendiente) _q
*100.

Las curvas estandar se realizaron con cada uno de los genes y se probaron
diferentes factores de dilucion, pues segun el nivel de expresion de un gen en
particular, ya sea alto o bajo, una dilucion u otra funciona mejor para alcanzar la
eficiencia, se probaron diluciones 1/3, 1/5, 1/7 y 1/10 para Actb, para lo demas, estas
diluciones se probaron en funcién del rango dinamico entre la concentracion mas
alta y la mas baja de templado de ADNc en donde se observa que la reaccion es
lineal (R220.98), se considera que un Cq de entre 30 a 35 ciclos indica una deteccién
muy baja de ARNm, mientras que un Cq de 10 a 15 ciclos indica un gen con alta
expresion, los genes de referencia normalmente tienen Cqs mas bajos que los
genes de interés, por lo que recomendable utilizar concentraciones que resulten en
Cgs de menores de 35 ciclos (Understanding QPCR Results, 2020) Con excepcién
de la curva de B-actina, ninguna otra pudo ser realizada con una dilucion como la
de 1/10 ya que los Cqgs resultantes de las concentraciones mas altas alcanzaron los
30 ciclos, e incluso los superaron, la eficiencia se alcanzé disminuyendo el rango de
las diluciones para garantizar que la curva se ajustara a las concentraciones de
templado de ADNCc para la expresion de cada uno de los genes. Las reacciones de

gPCR se realizaron a 57° y 60° C, y se programaron 40 ciclos.
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Unicamente IFNy, IL-10 y GATA3 con dilucién 1/3, TNFa y STAT4 con dilucion 1/5
y STAT3 con dilucién 1/7, ademas de Actb, alcanzaron una eficiencia dentro del
rango optimo (Fig. 9). IL-1B y STAT6 se probaron con varias diluciones y a pesar de
tener Cgs bajos de entre 20 y 30, no se alcanzé la eficiencia deseada, por otro lado,
TBX21, IL6 e IL-12, no solo no alcanzaron una eficiencia adecuada, sino que
también mostraron Cgs mayores a 30.

La eficiencia de una reaccion puede verse afectada por varios motivos: la formacién
de estructuras secundarias e interacciones no deseadas causadas por la
composicion de los primers y el templado que disminuyen la eficiencia; la presencia
de inhibidores en la reaccion y las altas concentraciones de cualquiera de los
reactivos que generalmente llevan a observar una mayor eficiencia, esto debido a
que los efectos de la inhibicion se observan de mayor claridad en las
concentraciones altas ocasionando que la pendiente disminuya, incluso el uso de
diferentes termocicladores, el nimero de réplicas técnicas y la cantidad de muestra
gue se transfiere en la preparacion de diluciones seriadas, afectan la eficiencia de
la reaccion. De forma interesante, se ha observado que un volumen de transferencia
mayor, aproximadamente de 10 ul o que la muestra de ADN sea el 40% del volumen
de la reaccion reduce el error y mejora la precision del ensayo (Svec et al., 2015,
Taylor et al., 2019), en este trabajo se usaron volimenes mas pequefios, 4 pl
aproximadamente |lo que podria no esta reflejando la eficiencia real de la reaccion,
ademas de que, durante el ensayo, se utilizaron dos termocicladores de la misma

marca y modelo, pero de distintos laboratorios.
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Figura 9. Curvas estandar de cada gen y eficiencias de la reaccién. A) B-actina, E=96%. B) Genes
Thl: IFNy, TNFa, E=98% y STAT4, E=98%. E=95%. C) Genes Th2: IL-10, E=110%, GATA3,
E=98% y STAT3, E=110%.
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En gran parte aqui radica la importancia de optimizar y estandarizar los ensayos de
PCR en tiempo real, independientemente del proceso de optimizacion y
estandarizacion de los ensayos de PCR punto final, las diferencias en como es
tratada la muestra, en la matriz en que estos dos tipos de reaccion se llevan a cabo
y el procesamiento en general, pueden afectar los datos que seran obtenidos. En
este trabajo se usaron directamente las condiciones utilizadas en la PCR punto final
y se trasladaron al kit para qPCR, por lo que los resultados observados en las curvas
estandar pudieron haber sido diferentes de haber optimizado el proceso
nuevamente. Esto incluye que otra vez se realice la determinacién de las cantidades
y reactivos, y del rango de temperaturas de alineamiento 6ptimas para cada par de
primers mediante una reaccion en donde se evalUe un gradiente de temperatura,
esto con el fin de corroborar las Ta que se seleccionaron en la PCR punto final, o
en su defecto hacer modificaciones. Aunado a esto, revisar la especificidad en el
producto de gPCR por la curva de Tm; este resultado también puede confirmarse
con una electroforesis de gel de agarosa o de poliacrilamida, este ultimo tiene una
mejor resolucion para amplicones de menor tamafio y podria ayudar a identificar
bandas de un tamafio muy similar entre ellas, incluso por 1pb cuando es necesario
discernir en un mismo tubo de reaccion si la amplificacion observada corresponde
al amplicon del gen de interés o a contaminacion (Taylor et al., 2010; Green y
Sambrook, 2020).

Los genes de referencia son fundamentales en cualquier ensayo de gPCR, a
grandes rasgos se utilizan para normalizar los datos y evitar los errores que pueden
ser acarreados por la diferencia en la concentracion de ADNc que se usa como
templado y los rendimientos de la extraccion y la transcripcion reversa (Taylor et al.,
2010). Entonces, los genes de referencia ideales son aquellos cuya expresién no
es afectada por los tratamientos o condiciones que se estén probando y que haya
sido usado de forma confiable especificamente en el tipo de tejidos o muestras
diversas con las que se esté trabajando. Ademas de que su nivel de expresion
deberia ser similar al de los genes de interés, ya sea bajo o alto. Sin embargo, en

afos recientes se ha discutido si realmente estos genes son estables o, por el
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contrario, sufren variaciones ante condiciones diversas, y los resultados apuntan a
gue la expresion de estos genes es dependiente del ambiente y del tipo de ensayo
(Dundas y Ling, 2012). Por lo que su validacion es de suma importancia y entre los
lineamientos que proponen Bustin et al en la guia MIQE (2009), se recomienda usar
mas de un gen de referencia, una excelente opcion seria utilizar entre 3y 5 genes

de referencia para un ensayo robusto y confiable.

Junto a GAPDH, B-actina esté entre la lista de genes mas utilizados como referencia
en PCR, debido a que es una proteina estructural citoplasmética muy importante y
se ha observado una expresion mas estable en comparaciéon con otros genes
internos, sin embargo, también han surgido evidencias de su variacion durante
procesos de proliferacion y crecimiento celular, y condiciones de enfermedad,
incluyendo cancer (Ruan y Lai, 2007). Van De Moosdijk y Van Amerongen en 2016,
realizaron una serie de ensayos paraidentificar nuevos genes de referencia y validar
algunos ya reportados, entre ellos B-actina, en tejido mamario de raton a traves de
diferentes estadios de crecimiento, este gen resultd poco estable en las diferentes
etapas de crecimiento y al ser evaluado utilizando el algoritmo GeNorm, que evalua
la estabilidad en la expresion de un gen con un valor conocido como “M”, resulté
entre los 3 menos estables. Este es un ejemplo del trabajo requerido para validar la
utilizacion de un gen de referencia, debe considerarse que estos genes sean
estables en diferentes tejidos, que su expresion no se vea afectada por factores
ambientales o del propio tratamiento y que su nivel de expresién sea similar al del
gen o genes de interés (Wang, et al., 2018); ya que el rango de expresiéon de B-
actina con Cgs que rondan entre los ciclos 9y 18, es diferente al de los genes de
interés que comienza a partir de los 20, lo que lleva a posible variaciones que deben

ser tomadas en cuenta y resaltan la importancia de estos ensayos de validacion.

Validacion del método 2-2ACa

Para la cuantificacion relativa de la expresion génica y su posterior analisis, es

posible utilizar el método 2-24C9, esta ecuacion se deriva de aquella que describe la
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amplificacion exponencial de la PCR: Xn =X, X (1+ Ex)", por lo que esta
derivacion, el disefio experimental y la validacion, se describieron en el boletin No.

2 de usuarios de Applier Biosystems (P/N 4303859). la ecuacion es la siguiente:
_AACq = _(ACQtratamiento - Acqcontrol)’

donde ACq = CQgen de interés — ngen de referencia

de los grupos del tratamiento y del control, esto ya aplicado al disefio experimental,
finalmente, 2 es elevado a —AAC, (Livak y Schimittigen, 2001).

Sin embargo, para que su uso sea valido, el siguiente paso es la validacion del
método, que consiste en verificar que las eficiencias del gen de interés y del gen de
referencia son los suficientemente similares para poder ser comparables (Livak y
Schmittgen, 2001). La forma de determinar esto es utilizando las curvas estandar
de cada uno de los genes, a partir de los Cgs se obtiene el valor ACq mediante la

formula ACq = CQgen de interés ~ CQgen de referencia (ACTB)> para cada punto de la

dilucion y se grafican con el logaritmo correspondiente a la dilucion; la pendiente de
la linea de tendencia de esta grafica debe estar entre -0.1 y 0.1 para que se
considere que las eficiencias de ambos genes son iguales y entonces el método 2

AACa pyeda usarse de forma valida (Livak y Schmittgen, 2001).

Los graficos de validacion se realizaron a partir de los datos de las mismas
reacciones qPCR en donde se obtuvieron las eficiencias. Los seis genes que
tuvieron una eficiencia de reaccion 6ptima fueron TNFa, IFNy y STAT4 para Th1, y
STAT3, GATA3 e IL-10 para Th2, no obstante, en las graficas de TNFa, STAT4 e
IL-10 la pendiente resultante esta fuera del rango aceptado, por lo que se considera
que las eficiencias de estos genes no son iguales a las de B-actina y, por lo tanto,
el método 224C4 no puede ser usado de forma valida. Otro método de cuantificacion
debera ser usado para estos tres casos. En el caso de GATA3 y STAT3 del perfil
Th2 e IFNy del perfil Th1, el valor de la pendiente se encontrd cercano a 0, dentro
del rango deseado, por lo que es valido utilizar para cuantificar su expresion, el
método 2-22C4 (Fig 10).
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Figura 10. Graficos de validacion para el método 244¢9 para A) IFNy, B) GATA3 y C) STAT3.

PCR en tiempo real: Cuantificacion de la expresion de genes Thl y Th2

Se extrajo el ARN de 3 tumores obtenidos de los animales sin tratamiento (control)
y de 3 tratados con microparticulas (tratamiento) y cuyos resultados se muestran en
la tabla 3. Se realizaron dos extracciones de ARN de las muestras del experimento
2 debido a que las concentraciones fueron bajas y se requiri6 sintetizar mas ADNCc.
En este primer experimento las muestras cuyos radios 280/260 y 230/260 fueron
cercano o iguales a dos, se consideran adecuados, el radio A260/230 de algunas
muestras fue del experimento 2 fueron <1.5 y en la cuantificacion con el nanodrop
se indico la presencia de guanidina. Esto puede explicarse por el método de
extraccion, este tipo de contaminacién es comun en los kits que utilizan columnas
para la extraccién y purificacion, ademas de otros posibles contaminantes como el

fenol, que también aparecen durante la extraccion de acidos nucleicos (Matlock,
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2015). En el experimento 2, los valores de ambos radios fueron cercanos a 2, o que

se consideré como una extraccion adecuada.

Tabla 3. Concentracion y pureza de ARN obtenido de la extraccion de tumores de mama
de ratones tratados con microparticulas de almidon y ratones control.

Extraccion 1 Extraccion 2

Muestra ng/pl | A260/280 | A260/230 | ng/pl | A260/280 | A260/230
Experilmento Control 1 215 2.07 1.94 699 2.10 221

Control 2 99.4 2.06 1.86 17 1.92 0.77

Control 3 48.3 1.98 1.59 347.9 2.09 2.0

Tratamiento 1 45.2 2.0 .18 98.1 2.04 1.59

Tratamiento 2 | 181.4 2.0 1.57 544.2 2.09 2.05

Tratamiento 3 | 246.1 2.0 1.98 134.6 2.07 .89
Experizmento Control 1 628.2 2.06 1.93

Control 2 498.5 211 181

Control 3 848.9 2.04 221

Tratamiento 1 | 615.6 2.04 2.12

Tratamiento 2 | 499.3 2.09 2.13

Tratamiento 3 | 360.9 1.99 1.67

La calidad del ARN extraido se observo en los geles de agarosa (Fig. 11). En todas
las extracciones encontramos las bandas 28S y 18S en diferentes intensidades y
sin barrido, también exhiben en la mayoria de las muestras, contaminacién por ADN
genémico. En el caso de la extraccion correspondiente al experimento 2, las
muestras del control 1 y el tratamiento 3, aparecen con una banda 28S casi
inapreciable, y una banda 18S de muy baja en intensidad pudiéndose tratar de
degradacion, sin embargo, al sintetizar el ADNc, la PCR punto final result6é positiva
para B-actina (Fig. 12), sugiriendo asi, que el ARN se encontraba en un estado

adecuado para el proceso de obtencién de ADNCc.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ARN extraido de tumores mamarios de
modelo murino tratados con microparticulas de almidén. A) Extracciones 1y 2 de ARN de los 6
ratones del experimento 1. B) Extraccién de ARN de los 6 ratones del experimento 2.

El ARN extraido de todas las muestras de cada raton, se tratd con DNasas con el
fin de eliminar el ADN genémico mostrado en los geles de ARN y posteriormente se
sintetiz6 el ADNc siguiendo el protocolo que previamente se describio y se verifico

con PCR punto final para B-actina (Fig. 12).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR punto final para B-actina (171 pb). A)
Amplificacién de las seis muestras del experimento 1 y el control negativo (7). B) Amplificacion de
las seis muestras del experimento 2 y el control negativo (7).

En los ensayos de PCR tiempo real, se obtienen las curvas de amplificacion y de
disociacion para cada uno de los genes con eficiencia adecuada del experimento 1,
incluyendo al gen de referencia Actb (Figuras 13-16, las gréficas del experimento 2
y los tres genes con eficiencia inadecuada se encuentran en anexos: Figuras 24-
30) y cada muestra es colocada por triplicado, por lo que los valores de Cq que de
la amplificacién de cada gen (ver anexos: Tabla 9), son promediados para ser
sustituidos en la férmula, el valor resultante es lo que se conoce como “fold change”
gue es el cambio en el nivel de expresidn, si es positivo significa sobreexpresion, si
es negativo, subexpresion (Livak y Schimittigen, 2001), normalizado con el gen de
referencia, que es B-actina y con respecto a un control (ratones sin tratamiento de

microparticulas). En teoria, la diferencia de los ACq de la muestra control es 0 y al
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elevar 2° el resultado es 1, siendo este el valor de fold change que sirve como
referencia para observar sobre o sub expresion, ademas de ser una forma de
comprobacion y evitar errores en los calculos entre triplicados y muestras (Livak y
Schimittigen, 2001).
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Figura 13. Curva de amplificacién (A) y curva de melting (B) de B-actina del experimento 1. La
amplificacién se llevé a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35 ciclos.

60



Amplification

Figura 14. Curva de amplificacion (A) y curva de melting (B) de GATA3 del experimento 1. La
amplificacion se llevé a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35 ciclos.
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Figura 15. Curva de amplificacion (A) y curva de melting (B) de STAT3 del experimento 1. La
amplificacion se llevé a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35 ciclos.

Amplification

Figura 16. Curva de amplificacion (A) y curva de melting (B) de IFNy del experimento 1. La
amplificacion se llevo a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35 ciclos.
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Variabilidad de resultados

En los ensayos de qPCR existen fuentes de variacion como la variacion del sistema,
dada por el pipeteo y el instrumento de medicidn, la variacion biolégica, que indica
la variabilidad real entre muestras del mismo grupo y la variacién experimental, que
mide la variacion de estas muestras. Pese a que esta variabilidad se toma en cuenta
con réplica técnicas y multiples muestras de un grupo, estos y otros factores como
la calidad de los acidos nucleicos extraidos, el disefio de primers y la reaccién
guimica propia de los procesos de transcripcion reversa y la PCR, pueden afectar
la significancia de los resultados, disminuir la variabilidad lleva a resultados mas
consistentes que reflejen con la mayor precision posible, la realidad del fenémeno
(Precision in gPCR, Thermo Fisher Scientific, 2024; Real-Time PCR Brochure 07,
QIAGEN, 2010)

Una de las principales fuentes de error en muchos tipos de ensayos, incluyendo los
de gPCR es la variabilidad biologica dada por el numero de réplicas individuales de
cada grupo estudiado. Los animales de donde provienen las muestras tumorales
gue se utilizaron en este trabajo fueron mantenidos en condiciones controladas de
temperatura, humedad y ciclo de luz/oscuridad con acceso ad libitum a comida y
agua. Minimizar la variabilidad no es un trabajo sencillo pues se ha observado que
el transcriptoma y el proteoma son sensibles a las diferencias biolégicas inherentes
entre las muestras, por lo que es altamente recomendable que en el disefio
experimental se considere un numero de individuos que asegure robustez en el

ensayo, precision y reproducibilidad (Taylor et al., 2019).

En cancer, el microambiente tumoral juega un rol critico en la progresion y desarrollo
de la enfermedad; en cancer de mama, este ambiente esta conformado ademas de
distintos tipos celulares como fibroblastos, adipocitos, leucocitos, células
mioepiteliales y endoteliales, de componentes de la matriz extracelular y factores
solubles como las citocinas y factores de crecimiento, que estan repartidos en tres
niveles; local (intratumoral), regional (en el tejido mamario) y distante (metastasis)
(Soysal et al., 2015).
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Dentro de este complejo microambiente, también estan presentes los linfocitos
infiltrantes del tumor, TILs por sus siglas en inglés, que son células inmunes
mononucleares cuya abundancia ha sido propuesta como un indicador del
pronéstico clinico de los pacientes, en especial en cancer de mama triple negativo,
debido a que es el subtipo mas inmunogénico. La mayoria de los tumores son
heterogéneos en su morfologia y composicion, por lo que la distribucion de las TILs
también es heterogénea dentro de estos y aln no se conoce por completo la
implicacion de la distribucién espacial de estas células, en consecuencia, un grupo
de investigadores (TILS Working Group) en 2013 propusieron una serie de
recomendaciones para la evaluacion de las TILs en ensayos clinicos e investigacion
gue abarcan qué éareas del tumor se deben examinar, como evaluarlas y por qué
son importantes clinicamente. A grandes rasgos, generalmente para su estudio se
toman en cuenta Unicamente aquellas que estan dentro de la masa tumoral, aunque
también hay células infiltradas en los limites y los alrededores del tumor y es
recomendado evaluar diferentes regiones, y elegir secciones de tejido completo
cuando se realiza una biopsia y no Unicamente las zonas pequefias con alta
concentracion de TILs, llamadas “puntos calientes” (Salgado et al., 2015). Estas
caracteristicas del microambiente impactan en los intentos de analizar lo que ocurre
dentro de él a través de diferentes técnicas, en este trabajo, las muestras son
obtenidas de la periferia del area del tumor, el fragmento que se corta y se disgrega
es de aproximadamente 5 mm?, debido a que se requiere un fragmento cada vez
gue se realizara extraccion de ARN y el tumor esta en solucion, el sitio de donde
proviene la muestra tumoral es diferente, por o que puede existir un gran nivel de
heterogeneidad celular. Se ha estimado que en una biopsia 0 en una muestra
quirdrgica, hay 50% de células tumorales, 30% de células estromales y 20% de
linfocitos, incluso en ciertos tumores con alta infiltracion, los macrofagos pueden
alcanzar hasta el 50% de la masa tumoral (Kochi et al., 2018; Anderson y Simon,
2020). La cantidad y el tipo de células que se encuentran Unicamente en el
fragmento de tejido ocupado en ese momento, pueden no representar de manera

fiel la tendencia general de lo que ocurre en todo el tumor. Esta variabilidad subraya
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la importancia de considerar la heterogeneidad tumoral en la interpretacidén de sus

resultados.

Las células inmunes como los macrofagos, las células T, células dendriticas y otro
tipo de células como los fibroblastos y las células endoteliales son las que expresan
las citocinas que se evaluaron (Liu et al., 2021), por lo que es de importancia tomar
en cuenta que a pesar de que teéricamente los tumores de cada ratén deben ser lo
mas similares posibles, la variabilidad de los resultados y la diferencia en la
expresion de estos genes esta sujeta a la heterogeneidad de la muestra tumoral y
al nivel de la infiltracion linfocitaria de cada uno de los fragmentos tumorales que se

utilizaron.

Aunada a la variabilidad biologicas, la variabilidad técnica también debe ser tomada
en cuenta, esta proviene del pipeteo y del uso de volumenes de muestra
inadecuados, generalmente muy pequefios. Se ha visto que estos factores pueden
producir una variabilidad que oscila entre el 5% y el 37% del coeficiente de variacion,
principalmente en las diluciones seriadas porque los errores de pipeteo entre cada
dilucion se propagan (Taylor et al., 2019). Sin embargo, en este trabajo se siguieron
buenas practicas de pipeteo y de manejo de muestras, los volumenes utilizados no
fueron pequefios ya que se elaboré un mix en la preparacion de las reacciones,
ademas de la inclusion de los controles adecuados como lo es el control sin &cido
nucleico (NTC) que brinda informacion sobre contaminacion o formacion de dimeros
de primers y los controles positivo y negativo que ayudan a prevenir la variacion
producida por posibles contaminantes como ADNg (Real-Time PCR Brochure 07,
QIAGEN, 2010). Esto reafirma la hipotesis de que la fuente de variabilidad principal,
proviene de la complejidad y heterogeneidad propias de los sistemas biol6égicos y

las muestras tumorales.
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Expresion génica por el método 2~2ACa

Como se trat6 en la seccién anterior, existe una gran variabilidad en los resultados,
aportada por los modelos biolégicos y por factores propios de la técnica, aunque
esto no quiere decir que los resultados sean invdlidos, la realidad es que las
tendencias que se observan en los resultados de la cuantificacion de expresion
génica brindan informacion preliminar sobre lo que podria estar ocurriendo en el
microambiente tumoral y es importante es considerar las causas de estas

variaciones.

Expresion de IFNy

La expresion génica de IFNy fue diferente en ambos experimentos, en el
experimento 1, el grupo tratado con microparticulas mostré una mayor expresion
con respecto al control, mientras que en el experimento 2, los resultados estan
invertidos, hay sobre expresion en el grupo control. Sin embargo, entre ambos
grupos no hubo diferencia significativa en ninguno de los dos experimentos (Fig.
17).
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Figura 17. Expresién génica de IFNy por gPCR en ratones control y ratones tratados con MPAs de
forma grupal A) Experimento 1 y B) Experimento 2; y de forma individual C) Experimentol y D)
Experimento 2. Los resultados se muestran normalizados con el gen de referencia B-actina. Los

valores >1 representan sobreexpresion y los valores <1 representan subexpresién. No hubo
diferencia significativa (p<0.05).

Ahora, IFNy es una citocina proinflamatoria de tipo Thl, representando un rol clave
en la diferenciacion de ThO a Thl, su expresion permite comunicar la presencia de
un dafo o infeccion, desencadenando asi, una respuesta inflamatoria aguda como
medida de proteccién (Liu et al., 2021; Xiao et al., 2023). Se ha reportado que todos
los tipos de interferon, incluyendo a IFNy que es de tipo I, participan en la induccion
de apoptosis mediante la cascada de sefalizacion de caspasas, liberacién de
citocromo C y fragmentacion del ADN (Chawla-Sarkar, 2003). Este fenémeno podria
tener impacto en la reduccion del tamafio de los tumores observada,

independientemente de la expresién génica observada en este experimento.

IFNy ha sido evaluado como posible marcador en la eficacia de diversas estrategias;
en un estudio de 2014, Zhu y colaboradores evaluaron mediante citometria de flujo

los niveles de varias citocinas en suero, incluyendo IFNy en pacientes de cancer de
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mama con o sin tratamiento (cirugia, radio o quimioterapia) y un grupo de individuos
sanos como control. Se observaron niveles significativamente mas altos en el grupo
con tratamiento que en el grupo sin tratamiento, ademas, al analizar el radio IFNy/IL-
4 que representa la relacion Th1/Th2, igualmente este fue mas alto en el grupo
tratado, sugiriendo entonces que la respuesta esta polarizada hacia el perfil Thl. En
cuanto a la eficacia de inmunoterapias no solo en cancer de mama, altos niveles de
esta citocina han sido relacionados con una buena respuesta ante las terapias de
inhibidores de checkpoints inmunes, por ejemplo, un estudio con inhibidores anti
PD-1 en pacientes con NSCLC (cancer de pulmén de células no pequefias),
demostro por citometria de flujo niveles altos de IFNy en aquellos individuos que
tuvieron mejor respuesta y mayor supervivencia (Boutsikou et al., 2018); para este
mismo tipo de cancer, la disminucion en los niveles de IFNy medidos por ELISA
después de la administracion de un inhibidor de checkpoints inmunes (ICI-Tx) se
relaciond con la progresion de la enfermedad y el surgimiento de neumonitis
(Hirashima et al., 2019). EIl tratamiento con nivolumab en la fase Il de un ensayo
clinico para pacientes con melanoma maligno, también mostro altos niveles de IFNy
en aquellos quienes respondieron mejor al tratamiento utilizando un ensayo de

anticuerpos contra citocinas humanas (Yamazaki et al., 2017).

Estos resultados sugieren el potencial de IFNy como un marcador de la respuesta
positiva a un tratamiento, incluyendo la inmunoterapia, para el cancer de mama y
otros tipos de cancer, sin embargo, es importante considerar que estos resultados
en la mayoria de los casos, son provenientes de muestras de sangre y al ser
detectadas en suero, los niveles de citocinas o de cualquier gen, son en forma de
proteina. Se ha reportado que alrededor de un 40% de las variaciones en el ARNm
puede explicar las variaciones de proteina en todos los organismos, sin embargo,
la correlacion entre los niveles de ARNm y los niveles de proteina es un amplio tema
de discusién pues se han encontrado diferencias significativas entre estos niveles
entre tejidos y tipos celulares distintos, por lo que se debe considerar la complejidad
biol6gica en este proceso, especialmente cuando se habla de una muestra tumoral

y del microambiente que lo compone (Buccitelli y Selbach, 2020). En este contexto,
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existen articulos en donde se evalla la posibilidad de utilizar PCR en tiempo real

para analizar el perfil de expresion génica de citocinas, en un ensayo in vitro se

evalud la expresion de varias citocinas,

incluyendo IFNy, antes y después de la

administracion de TNFa, mediante la validacion de gPCR a partir de tumores, en

donde los niveles de ARNm de IFNy fueron mayores después del tratamiento

(Mocellin et al., 2003).

Expresion de GATA3

En cuanto a la expresion de GATA3, en los dos experimentos el grupo que recibié

el tratamiento con microparticulas tuvo una menor expresion con respecto al control

sin tratamiento, sin embargo, esta diferencia no fue significativa (Fig. 18).
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Figura 18. Expresion génica de GATAS por gPCR en ratones control y ratones tratados con MPAs
de forma grupal A) Experimento 1 y B) Experimento 2; y de forma individual C) Experimento 1y
Experimento 2. Los resultados se muestran normalizados con el gen de referencia B-actina. Los

valores >1 representan sobreexpresion y los valores <1 representan subexpresion. No hubo
diferencia significativa (p<0.05).
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GATAS3 es un gen que es parte de la familia GATA de factores de transcripcion con
unién a dedos de zinc que regula la diferenciacion de varios tipos de tejidos,
incluyendo el de las células epiteliales luminales en el tejido mamario y que ha sido
calificado como el regulador maestro del tipo de respuesta Th2, las células
pertenecientes a este tipo de respuesta se encargan de controlar las infecciones por
helmintos y las reacciones alérgicas (Wan, 2014; Tindemans et al.,, 2014). La
activacion de GATAS3, puede ocurrir de forma autbnoma pero generalmente
responde a las sefales de IL-4 y STAT6 (Ouyang et al., 2000), otros dos genes de
tipo Th2, que, a su vez, permiten que GATA3 retroalimente la sefial para la
expresion de estos dos genes y otros caracteristicos de este tipo de respuesta como
IL-5 e IL-13 al unirse a sus promotores, ademas de inhibir a genes Thl como STAT4
e IFNy, perpetuando asi, la respuesta Th2 (Usui et al., 2003).

La expresion de GATA3 ha sido reportada con mayor frecuencia en tumores ER+,
aproximadamente 96% de los casos con este subtipo de cancer mama, expresan
GATAZ3, de hecho, se ha reportado que una mayor expresion de este gen indica una
mayor expresion de receptor de estrégeno, lo cual explica la importancia de GATA3
en los subtipos de cancer de mama luminales, por otro lado, solo el 22% de los
tumores que no expresan el receptor de estrogeno, incluyendo cancer de mama
triple negativo, expresan GATAS3 (Parikh et al., 2005). En este trabajo, se utilizé un
modelo de enfermedad que simula las caracteristicas de un cancer de mama triple
negativo, aun asi, los resultados mostraron expresién de GATA3 en ambos grupos
y de manera diferencial, lo que podria indicar que este gen esta desempefiando su

papel en el tipo de respuesta inmune Th2.

En estudios en tumores con un fenotipo triple negativo, un estudio con 231 lineas
celulares demostrd que la expresion de GATAS esta relacionada con una reduccién
significativa de la expresién de una enzima llamada lisil oxidasa (LOX) que esta
involucrada en la promocion de la metastasis (Chu et al., 2011). Los resultados
observados en el conteo de metastasis en el experimento de Sandoval JA (no

publicado) indicarian que existe un proceso anti-metastasico, pues el niumero de
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macrometastasis en pulmén se vio disminuido en el grupo tratado con
microparticulas de almidon, sin embargo, la expresion de GATA3 en estos tumores
fue mas baja en estos grupos, lo que supondria que no estd directamente
involucrada esta via. Sin embargo, esta informacion es interesante, pues implicaria
que, aunque GATA3 es un gen Th2, su sobreexpresién, beneficiaria la reduccion de
los procesos metastasicos y tendria una actividad anti-tumoral (Du et al., 2015). Un
resultado similar se observé al medir la expresion de GATAS en la linea celular de
adenocarcinoma perteneciente al grupo de cancer de mama triple negativo
altamente agresivo, la LM2-4175 (LM2), en donde se observé una sobreexpresion
de este gen, el retraso significativo del primer tumor palpable y la inhibicion del
desarrollo y metastasis tumoral a pulmon (Dydensborg et al., 2009). Siguiendo esta
idea, un estudio en ratones portadores de virus del tumor mamario de raton (MMTV)-
MT, demostré que al perder un alelo de GATAS, la progresion tumoral aumentaba,
mientras que la sobreexpresion del mismo, inhibe la cancerogénesis y
angiogénesis, proponiéndolo como un posible supresor tumoral (Asselin-Labat et
al., 2011). Sin embargo, el efecto de GATAS podria estar relacionado con el subtipo
de cancer de mama ya que en otro estudio con la linea celular MCF-7 que también
es una linea celular de cancer de mama, pero positiva a receptores de estrégeno,
la inhibicion de GATAS se vio relacionada con una diminucién en la proliferacion de
las colonias de las células MCF-7, actuando entonces como un promotor del
desarrollo tumoral (Shan et al., 2014). Esta informacion resulta contradictoria pues
en el modelo de triple negativo de este trabajo, GATAS3 se encontré subexpresado
en el grupo tratado con microparticulas, siendo probable que su baja expresiéon
tenga relacion con la disminucion del peso y el volumen de la masa tumoral. Estos
hallazgos sugieren que el rol de GATA3 en el desarrollo tumoral puede variar
significativamente dependiendo del contexto y subtipo de cancer de mama,
destacando la complejidad de su funcion y la necesidad de estudios adicionales

para comprender mejor su mecanismo de accion en el microambiente tumoral.
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Expresion de STAT3

Los dos experimentos nuevamente coinciden en la expresion de STAT3, pero de
forma contraria a GATA3 que también es un gen perteneciente a la respuesta Th2,
en el grupo que recibio el tratamiento con microparticulas se observo la
sobreexpresién de STAT3 en comparacién con el grupo control sin tratamiento,
aunque en ambos experimentos no hubo diferencia significativa (Fig 19).
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Figura 19. Expresién génica de STAT3 por gPCR en ratones control y ratones tratados con MPAs
de forma grupal A) Experimento 1 y B) Experimento 2; y de forma individual C) Experimento 1y
Experimento 2. Los resultados se muestran normalizados con el gen de referencia B-actina. Los

valores >1 representan sobreexpresion y los valores <1 representan subexpresion. No hubo
diferencia significativa (p<0.05).

STAT3 es una proteina que pertenece a la familia de transductores de sefal y
activadores de la trascripcion que desempefian funciones en el desarrollo
embrionario, la respuesta inmune, la diferenciacién celular y la organogénesis y su
activacion causada entre otros factores, por un ambiente tumoral inflamatorio

mediado por factores de crecimiento y citocinas como por ejemplo, IL-6, se ha visto
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en muchas lineas y tejidos de cancer, incluyendo el de mama, en donde se ha
propuesto como una proteina inmunosupresora (Kamran et al., 2013; Yu et al.,
2014).

Particularmente en céncer de mama, su activacion de forma anormal esta
relacionada con el comienzo de la inflamaciéon pro-tumoral, la supresion de la
inmunidad antitumoral, la promocion de la angiogénesis, cambios en el metabolismo
celular y la remodelacién de la matriz extracelular (Yu et al., 2009); la evidencia
indica que este la activacion de este gen promueve la supervivencia de las células
cancerosas e inhibe la apoptosis, regulando negativamente a p53 (Bhattacharya et
al., 2005; Niu et al., 2005); en las masa tumorales puede generarse un ambiente de
hipoxia debido a que las células cancerosas destinan el oxigeno a funciones
especificas como crecimiento y proliferacion, en la linea celular de cancer triple
negativo MDA-MB231 se ha demostrado que STAT3 es sobreexpresado en
condiciones hipoxicas y este fendbmeno esta relacionado a los procesos de
guimioresistencia, por ejemplo, al farmaco cisplatino que se usa contra este subtipo
de cancer (Soleymani Abyaneh et al., 2017). STAT3 fosforilado, es decir, en su
forma activa, promueve la expresion de PD-L1, que al unirse a su receptor PD-1,
inhibe la proliferacion, supervivencia y funciones efectoras de los linfocitos T,
ademas promueve la diferenciacion de células T CD4+ en células T reguladoras
Foxp3+, asi como la resistencia de las células tumorales al ataque de CTL. (Zitvogel
y Kroemer, 2020). En relacion a esto, se ha reportado que el silenciamiento de
STAT3 en linea celular 4T1, también disminuye la expresion de PD-L1,
disminuyendo asi el crecimiento tumoral y la metastasis, estos efectos tiene relacion
con presencia de TAMs con un perfil antitumoral mas parecido a un fenotipo M1,
una acumulaciéon de células NK, aumento de linfocitos T CD4+ y reduccién de
linfocitos TCD8+ citotoxicos, aunque sorpresivamente, también se observo la

presencia de linfocitos T reguladores. (Zerdes et al., 2019).

Reportes indican el hallazgo de niveles altos de expresién de STAT3 en tumores

generados por la linea celular 4T1 (Thakur et al., 2015; Hughes et al., 2016), en
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dicho modelo también se ha reportado la relacién entre STAT3 e IL-6 pues en esta
linea celular en comparacion con otras lineas de carcinoma mamario como EMF6,
hay una mayor expresion de IL-6 que esta relacionada con el reclutamiento de
células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) que generan en el tumor un
microambiente inmunosupresor y promueven la metastasis (Oh et al., 2013), y ya
que IL-6 es un activador de STAT3, y a su vez, este puede promover la transcripcién
de esta interleucina, podria suponerse que la expresion de STAT3 esta relacionada
con la inhibicion de la respuesta inmune anti-tumoral. También se ha reportado que
para su crecimiento in vivo de las células 4T1 se requiere de la expresion intrinseca
de STAT3 (Ling y Arlinghaus, 2005).

Los resultados en los grupos tratados con microparticulas de almidon son
dificilmente explicables pues muestran una sobreexpresion de STATS3, lo que
coincidiria con la evidencia de este gen se expresa en tumores generados con la
linea celular 4T1 pero que en términos generales todos los reportes lo asocian con
una respuesta pro-tumoral y, sin embargo, en este caso se observo una disminucion
en el tamafo y en el peso de los tumores de estos ratones después del tratamiento,
por lo que quiza la sobreexpresion de ARNm de STAT3 no necesariamente implica
gue esté fosforilado y activado, ademas, como se ha comentado, el microambiente
tumoral es altamente complejo y las dinamicas entre células y otros componentes
pueden suplir los efectos de otros genes, recalcando nuevamente la necesidad de
analisis exhaustivos y multifacético para comprender los diferentes mecanismos de
respuesta anti o pro tumoral (Baghban, et al., 2020). Por otro lado, al igual que
GATA3, se ha propuesto que este gen también tiene funciones diferentes y
contrarias, ya sea pro- o anti-tumorales segun las caracteristicas del tumor y las
mutaciones, por lo que su papel en la tumorogénesis de mama, dista de estar

totalmente descrita (Segatto et al., 2018).
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Expresién génica por el método de Pfaffl

Previamente se han descrito otros métodos para cuantificar de forma relativa la
expresion génica en casos en donde la eficiencia de los genes de interés no es igual
que la eficiencia del gen de referencia, uno de ellos es el llamado “método de Pfaffl”,

cuya a ecuacién para la obtencion de resultados, es la siguiente:

(Egen de interés)Acqgen de interés(control—tratamiento)

. )Angen de referencia(control—tratamiento)
gen de referencia

Radio o Relacién =

“‘E” representa la eficiencia de cada uno de los genes y es calculada utilizando

E=(10-Vpendeentey y g| radio o la relacion resultante, sera el fold change (Pfaffl, 2001).

En este trabajo, tres genes no fueron validados para cuantificar su expresion
mediante el método 2724¢? ya que su eficiencia no fue igual a la eficiencia de B-
actina: IL-10, STAT4 y TNFa, por lo que se procedio a utilizar este método para asi
tener una aproximacion del nivel de expresién de estos genes, ademas, para
complementar la informacion y brindar un panorama mas amplio, también se
incluyeron los tres genes que se utilizaron en el andlisis del método 2724¢4: |FNy,
GATA3 y STATS3 para ambos experimentos, los resultados se muestran en la figura

20.
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Figura 20. Expresion génica de genes Thly Th2 por el método de Pfaffl en ratones control y
ratones tratados con MPAs del A) Experimento 1y el B) Experimento 2. Los resultados se
muestran normalizados con el gen de referencia B-actina. Los valores >1 representan
sobreexpresion y los valores <1 representan subexpresion.
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La expresion de IFNy, STAT3 y GATA3, coincide con los resultados reportados con
el método 2724¢4, de la misma manera, ninguna diferencia en la expresion de estos
genes fue significativa, sin embargo, también se pueden observar tendencias como
la subexpresion de GATAS en el grupo con tratamiento, la sobreexpresion de STAT3
en este mismo grupo, y en el caso de IFNy, sobreexpresiéon y sub expresién en el
experimento 1y en el 2, respectivamente. Obtener los mismos resultados por ambos
métodos aporta un grado de certeza con respecto a la correcta aplicacién de los

métodos para la cuantificacion de la expresion génica que se usaron en este trabajo.

Con respecto a los genes que no han sido cuantificados con el método 2724¢4, |os
resultados del anadlisis de expresion para STAT4 y para IL-10, indican que ambos
estan menos expresados en el grupo tratado con microparticulas en comparacion
al control, sin embargo, TNFa presenta resultados opuestos, una mayor expresion
en el experimento 1 y una menor expresion en el experimento 2, esto comparado

con el grupo control.

Todos estos genes han sido analizados en diversos estudios relacionados con el
tratamiento contra cancer de mama; Zhang y colaboradores en el 2018 estudiaron
los efectos del xantohumol, un prenilflavonoide proveniente de plantas de IUpulo,
administrado a ratones hembra BLAB/c con tumores de mama generados por la
linea 4T1, los resultados indicaron la disminucién en el tamafio y en el peso de los
tumores, mediante una ELISA con muestra de suero de estos ratones, se identifico
una mayor expresion de IFNy y una menor expresion de IL-10 e IL-4 en los grupos
de ratones tratados con xantohumol en comparacién con los grupos control (sanos
y no tratados), ademas de que mediante western blot y andlisis cuantitativos de RT-
gPCR en tejido tumoral, la expresion de STAT4 en su forma activada y TBX21 se
vio aumentada, mientras que la de GATA3, también de forma activa, se vio
disminuida. Estos resultados entonces, llevaron a la conclusion de que el
xantohumol contribuye al cambi6 de respuesta hacia un tipo Thl. La saikosaponina
A es un glucésido triterpenoide encontrado en la raiz de Bupleurum, una planta

medicinal, que ha demostrado propiedades anticancerosas en lineas celulares de

76



adenocarcinoma de mama como MDA-MB-231 que genera cancer de mama triple
negativo y MCF-7, que expresa altos niveles de receptor de estrégeno y se utiliza
como modelo para cancer de mama RE+, en un estudio para profundizar en estas
propiedades y el efecto en el cambio de respuesta Thl/Th2, se administrd
saikosaponina A en ratones con tumores generados por DMBA y se observé la
reduccién del volumen tumoral y de la proliferacién celular, en muestras de suero
se observé un aumento en la produccion de IFNy y una diminucion de IL-10 y
mediante RT-gPCR y western blot en tumor e observé un aumento de STAT4 y su
forma fosforilada (Zhao et al., 2019). En otro estudio se administré6 curcumina en
ratones BALB/c con tumores generados por la linea celular 4T1 para observar sus
efectos en contra del desarrollo de cancer, los resultados demostraron una
disminucion en STAT3 e IL-10 y un aumento de STAT4, en bazo y en tumor, ademas

de una disminucion significativa en el volumen de los tumores (Shiri et al., 2015).

Estos estudios coinciden en que los diferentes compuestos tienen un efecto anti-
tumoral reflejado principalmente en el peso y tamafio de los tumores, y, ademas, en
todos ellos se observa una mayor expresion en los grupos tratados de genes Thl
como IFNy y STAT4 y una menor expresion de genes Th2 como STAT3, GATA3 e
IL-10, lo que es asociado a un cambio a una respuesta inmune tipo Thl. En el
modelo estudiado en este trabajo, también se observa una disminucion en el
volumen y peso de los tumores de mama en grupos de ratones tratados con MPAs,
sin embargo, las diferencias entre los resultados de la cuantificacion génica
muestran la sobreexpresion y subexpresion de ambos tipos de genes (tabla 6),
estos hallazgos sugieren que el efecto del tratamiento con las microparticulas en la
expresion génico es complejo y subraya la importancia de continuar investigando
cudl es el impacto en el contexto de cancer de mama y asi respaldar el potencial

de las MPAs en el desarrollo de inmunoterapias.
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Tabla 4. Nivel de expresion de cada gen en el grupo con tratamiento en comparacion al
grupo control y el tipo de respuesta inmune asociada.

Gen Tipo de respuesta asociada Expresion génica
Pro- Anti- Experimento 1 Experimento 2
inflamatoria inflamatoria

Thi | IFNy X B Il
TNFa X ﬁ ‘
STAT4 X ‘ .,
Th2 | GATAS X ., ‘
STAT3 X © ©
IL-10 X ‘ ‘
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IX. Conclusiones

Se optimizaron y estandarizaron las condiciones para la amplificacion de genes
asociados a los perfiles Th1/Th2 mediante PCR punto final y gPCR, permitiendo asi
precision y reproducibilidad en los resultados. Ademas, la validacion de esta técnica
permite una evaluacion confiable de la expresidn génica, proporcionando una base
sélida para futuros trabajo sobre la capacidad de inmunomodulacién del almidén en
el microambiente tumoral. Resaltando la importancia de la optimizacién y validacion

técnica para una evaluacion e interpretacidn correcta de la expresion génica

En cuanto a la cuanto a la cuantificacion de la expresion génica, se observo una
expresion diferencial de genes asociados a los perfiles Thl y Th2 en tumores de
cancer de mama murino tratados con MPAs y sin tratamiento, a pesar de que estas
diferencias no fueron significativas, se puede inferir una tendencia a la sobre o sub
expresion de ciertos genes, particularmente la sobreexpresion de STAT3 podria

sugerir una posible inclinacion hacia un perfil pro-inflamatorio Th2.

Los resultados de este estudio proporcionan una comprension mas profunda de
como las MPAs pueden influir en el microambiente tumoral, sugieren que estas
microparticulas pueden modular la respuesta inmune anti o pro tumoral mediante
cambios en los perfiles Th1/Th2, reafirmando su potencial como inmunoadyuvante
y teniendo implicaciones significativas para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas que aprovechen esta modulacion para mejorar la eficacia del

tratamiento de inmunoterapia para cancer de mama.

Finalmente, dentro de las perspectivas, este trabajo brinda interesantes propuestas,
entre ellas la posibilidad de continuar con la caracterizacion del microambiente
tumoral, particularmente en la identificacién de las poblaciones celulares que estan
presentes en €l y como se ven modificadas por el tratamiento con MPAs, ya sea por

via nasal e incluso explorando la via oral.
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ANEXOS

i. Metodologia: Protocolos

Tabla 5. Protocolo del tratamiento con DNasas

ARN 1-5 ug
Buffer 1.0 pl
DNasa 1.0 pl
H20 Llevar a 10 pl
37° C x 30 min
EDTA 1.0 pl
65° C x 10 minutos

700 C°
10.0 min

250 C /

10.0 min

40 C°
50 min

Figura 21. Temperatura y tiempo para la reaccion de sintesis de ADN complementario.

Tabla 6. Preparacién de la reaccién de PCR punto final

Reactivo Volumen para una Concentracion
reaccion de 15 pl (pl) final

DreamTaq Hot Start 7.5 2X

Green PCR Master Mix

Primers Fw y Rv 1.0 0.4 uM

H20 Variable -

ADNCc 2.0-40 100 ng
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Figura 22. Protocolo para la reacciéon de PCR punto final.

*Temperatura de alineamiento, es diferente para cada gen

30.0 seg

50 seg

O 0o

35 x

<

Figura 23. Protocolo de PCR en tiempo real. Las columnas 1-4 corresponden a los ciclos de
amplificacion (la temperatura de alineamiento varia segun el gen a amplificar); la columna 5
corresponde al andlisis de la temperatura de melting.
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ii. Primers

Tabla 7. Primers para cada gen elegido para el analisis de expresién génica.

Gen Transcript ID Forward 5’-3’ Reverse Tamafio
5-3’ del
amplicon
(pb)
IL-6 ENSMUSTO00000026 = AGTTGCCTTCTTGGGAC TTGCCATTGCACAACTCT 186
845.12 TGA TT
IL-4 ENSMUSTO00000000 TCTCGAATGTACCAGGA AGCACCTTGGAAGCCCTA @ 183
889.7 GCCATATC CAGA
IL-10 | ENSMUSTO00000016 = ACCTGGTAGAAGTGATG CTATGCAGTTGATGAAGA | 237
673.6 CCCCAGGCA TGTCAAA
IFNy ENSMUSTO00000068 GGATGCATTCATGAGTA GCTTCCTGAGGCTGGATT @ 119
592.5 TTGC ©
TNFa ENSMUST00000025 = CGTCGTAGCAAACCAC GTGGGTGAGGAGCACGT 187
263.15 CAAG AGT
IL-18 ENSMUSTO00000028 @ CCCAAGCAATACCCAAA GCTTGTGCTCTGCTTGTG @ 133
881.14 GAA AG
GAP ENSMUSTO00000118 = ACCATCTTCCAGGAGC AGTGATGGCATGGACTGT | 324
DH 875.8 GAG GG
B- ENSMUSTO00000100 @ CATCCGTAAAGACCTCT ATGGAGCCACCGATCCAC 171
actin 497.11 ATGCCAAC A
a
Tabla 7. Continuacion
Gen Transcript ID Forward 5°-3’ Reverse
5-3’
TBX21 ENSMUSTO00000001 @CCAGGGAACCGCTTATATGT CCTTGTTGTTGGTGAGCTTTA
484.3 G
IL-12 ENSMUSTO00000029345 GTCAATCACGCTACCTCCTCT GGTTTCGGGACTGGCTAAGA
12
STAT6 ENSMUSTO00000092074 CACCTTGGAGAGCATCTATCA GGTGGCGGAACTCTTCTATAA
12 G C
STAT3 ENSMUSTO00000127638 GCCACGTTGGTGTTTCATAAT = TTCGAAGGTTGTGCTGATAGA
.8 C G
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https://www.ensembl.org/Mus_musculus/Transcript/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000027398;r=2:129206490-129213059;t=ENSMUST00000028881
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https://www.ensembl.org/Mus_musculus/Transcript/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000057666;r=6:125138678-125143430;t=ENSMUST00000118875
https://www.ensembl.org/Mus_musculus/Transcript/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000029580;r=5:142888870-142892509;t=ENSMUST00000100497
https://www.ensembl.org/Mus_musculus/Transcript/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000029580;r=5:142888870-142892509;t=ENSMUST00000100497

STAT4 ENSMUST00000027277 = CGCAGATAGTGAACGAGACA CCAGTTGCTGTCTGAGTTGG 180
7 G

GATA3 ENSMUST00000102976 = AGCTGCCAGATAGCATGAAG TAGGGCGGATAGGTGGTAAT 109
4

Tabla 8. Temperatura de alineamiento para cada par de primers indicada por el fabricante
y la reportada en el andlisis de PrimerBLAST.

Gen Temperatura de alineamiento (°C)
Tea fabricante T°a
PrimerBLAST
Fw Rv Fw Rv
IL-6 63.8 63.2 58.86 56.72
IL-4 67.9 68.1 61.79 63.37
IL-10 76.2 64.0 69.29 57.92
IFNy 61.9 63.9 5542 57.91
TNFa 65.5 64.2 59.49 61.53
IL-18 63.6 64.0 55.89 59.76

TBX21  64.8/60.0 65.0/64.0 57.07 57.77
IL-12 66.5/64.0 66.5/62.0 59.25 59.39
STAT6  66.5/66.0 66.5/66.0 58.01 58.54
STAT3  65.0/64.0 65.0/64.0 58.50 58.15
STAT4  66.5/64.0 66.5/62.0 58.55 58.77
GATA3 64.8/60.0 64.8/60.0 57.74 57.29

GAPD  64.4 66.2 58.79 60.03
H

B- 67.3 69.1 61.48 61.0
actina
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iii. Resultados de PCR en tiempo real

B-actina

A} Amplification Melt Peak

Cycles Temperature, Celsius.
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Figura 24. Curva de amplificacién y curva de melting de B-actina del A) Experimento 1y el B)
Experimento 2. La amplificacion se llevé a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35
ciclos.

GATA3
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Figura 25. Curva de amplificaciéon y curva de melting de GATA3 del A) Experimento 1y el B)
Experimento 2. La amplificacion se llevo a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35
ciclos.
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STAT3

A) Amplification Melt Peak

B) Amplification Melt Peak

Cycles Temperature, Celsus

Figura 26. Curva de amplificacion y curva de melting de STAT3 del A) Experimento 1y el B)
Experimento 2. La amplificacion se llevé a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35

ciclos.
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Figura 27. Curva de amplificacion y curva de melting de IFNy del A) Experimento 1y el B)
Experimento 2. La amplificacion se llevo a cabo con una temperatura de alineamiento de 57°C y 35
ciclos.
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IL-10
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Figura 28. Curva de amplificacion y curva de melting de IL-10 del A) Experimento 1y el B)
Experimento 2. La amplificacion se llevé a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35
ciclos.
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Figura 29. Curva de amplificacion y curva de melting de STAT4 del A) Experimento 1y el B)
Experimento 2. La amplificacion se llevo a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35
ciclos.
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TNFa
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Figura 30. Curva de amplificacién y curva de melting de IL-10 del A) Experimento 1y el B)
Experimento 2. La amplificacion se llevo a cabo con una temperatura de alineamiento de 60°C y 35

ciclos.

Los picos diferentes que aparecen ademas del amplicon esperado en los resultados
de STATS3, STAT4, TNFa y GATAS, son indicadores de que se ha sido amplificado

un producto inespecifico, por ejemplo, dimeros de primers, la formacion de estos es

caracterizada por la observacion de manchas de menor tamafio en los geles de

electroforesis y en las curvas de melting, al ser de menor tamafio se observan como

picos mas amplios con una temperatura de melting mas baja, por lo que

generalmente se observan a la izquierda del pico correspondiente al producto de

interés (Roche Applied Science, 2002).
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V. Ciclos de cuantificacién obtenidos en la amplificacion de IFNy,
STAT3y GATA3 por PCR punto final

Tabla 9. Cq obtenidos por qPCR de IFNy, STAT3 y GATAS3, de forma individual, por
triplicado y con el promedio final.

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2
Muestra = Cq Muestra Cq
1 2 3 Promedio 1 2 8 Promedio
IFNy C1 29.48 | 32.29 30.25 30.68 3182 C1 30.81  31.51 30.91 31.08 29.99
Cc2 33.38 3452 - 33.95 Cc2 28.70 29.00 28.69 28.80
C3 31.40  30.14 30.97 30.83 C3 30.06  30.16 30.11 30.11
T1 29.33 28.71 29.04 29.03 29.14 T1 32.40 3271 3281 32.64 31.71
T2 28.52 28.86 28.79 28.72 T2 31.21 30.46 31.11 30.92
T3 30.22 30.88 27.96 29.69 T3 31.48 31.21 32.00 31.57
STAT3 C1 21.52 21.66 20.93 21.37 22.18 C1l 24.61 24.25 24.69 @24.52 23.89
Cc2 25.87 2586 25.71 25.81 Cc2 23.32 23.43 23.34 23.36
C3 19.32  19.27 19.48 19.36 C3 23.79 23.66 2391 23.79
T1 19.37 19.30 19.17 19.28 19.78 T1 24.13 23,99 2453 24.22 23.72
T2 19.93  20.08 19.85 19.95 T2 23.03 | 2293 2291 22.96
T3 20.17  20.18 19.98 20.11 T3 23.78  24.04 24.15 23.99
GATA3 C1 20.84 | 21.03 20.91 20.93 2188 C1 24.14 | 23.63 23.61 23.80 23.43
c2 2484 2490 2490 24.88 Cc2 23.38  23.38 23.32 23.36
C3 19.74  19.79 @ 20.00 19.84 C3 23.10 23.16 23.14 23.13
T1 20.98 21.12 20.94 21.01 2044 T1 2451 2431 24.46 24.42 24.31
T2 20.24 | 20.28 20.28 20.27 T2 23.44 | 23.33  23.69 23.48
T3 20.21  20.03 19.89 20.04 T3 25.01 25.02 25.12 25.05
ACTB Cl 12.78  14.12 1418 13.69 15.40 C1 17.44 17.48 17.83 17.58 17.14
c2 19.66 19.56 19.66 19.63 Cc2 16.62 16.51 16.79 16.64
C3 12.45 1253 13.73 129 C3 17.38  17.13 17.14 17.22
T1 1555 15.22 15.18 15.32 13.4 T1 17.17 17.22 17.21 17.2 17.11
T2 14.68 9.27 14.10 12.69 T2 16.30 16.47 16.56 16.45
T3 13.65 9.26 13.65 12.19 T3 17.51 18.01 17.57 17.7
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