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Abreviaturas

VPH: virus del papiloma humano

VPH-AR: virus del papiloma humano de alto riesgo

E2: 17p-estradiol

CC: céncer cervicouterino

K14E7: modelo murino transgénico que expresa la oncoproteina E7 del VPH-16
IDO: Indoleamina 2,3 dioxigenasa

CXCR2: Receptor de quimiocinas

IDO:i: inhibidor de IDO1 1D/L-MT

CXCR2i: inhibidor de CXCR2 SB225002

PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular
MCM2: complejo de mantenimiento de minicromosoma
MPO: Mieloperoxidasa

GrB: granzima B

IAMT: inflamacion asociada al microambiente tumoral
ASM: metaplasia escamosa atipica

Treg: células T reguladoras

MDSCs: células supresoras derivadas de mieloides
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RESUMEN
El cancer cervicouterino es un problema de salud publica, donde el principal factor de

riesgo es la infeccion persistente por el virus de papiloma humano de alto riesgo. La
infeccion es insuficiente para la induccién de la carcinogénesis cervical. En las Gltimas
décadas, la inflamacion asociada al microambiente tumoral (IAMT) ha sido considerada
como un cofactor importante para el desarrollo de muchos tipos de canceres sélidos.

Hoy en dia es necesario estudiar nuevas estrategias de tratamiento, como la
inmunoterapia, la cual utiliza diferentes blancos del sistema inmune como dianas
terapéuticas. Nuestro grupo de trabajo y otros grupos, hemos reportado que el
microambiente tumoral de este modelo murino esta enriquecido por la expresion de genes
relacionados con inflamacion. Especialmente, se ha reportado que el eje CXCLs/CXCR2
estd aumentado en estroma de tejido canceroso cervical. Este eje ha sido considerado
protumorigénico y esta implicado en una variedad de cénceres. Por otra parte, hemos
reportado la expresion de genes relacionados con la inmunosupresion. La enzima
indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO1), causa anergia de los linfocitos T, al promover el
agotamiento del triptéfano, un aminoacido esencial para estas células, asi mismo
promueve el reclutamiento de células inmunosupresoras como MDSCs y Treg. Ademas
del cancer cervical, IDO1 se encuentra sobrexpresada en un gran nimero de tumores
solidos. El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la inhibicién del receptor CXCR2 y la
enzima IDO1 como dos blancos terapéuticos importantes en cancer cervicouterino.
Utilizando el modelo murino K14E7 de cancer cervicouterino, se evalué dos esquemas
de tratamiento: preventivo y terapéutico, administradas en monoterapia y regimenes
combinados. En el presente estudio demostramos que la combinacion de la inhibicion de
CXCR2 y IDOL1 disminuye significativamente el area del tumor, en los ratones tratados
con terapia combinada se observd algunas regiones con displasia moderada y una
reduccidn en el tamafio de las papilas. De manera interesante, demostramos que la terapia
combinada reduce la proliferacion, promueve la apoptosis y el infiltrado de linfocitos

CD8 citotoxicos.



ABSTRACT
Cervical cancer is a public health problem, where the main risk factor is persistent high-

risk human papillomavirus infection. Infection is insufficient for the induction of cervical
carcinogenesis. In recent decades, inflammation associated with the tumor
microenvironment (TAMI) has been considered as an important cofactor for the
development of many types of solid cancers. Today it is necessary to study new treatment
strategies, such as immunotherapy, which uses different targets of the immune system as
therapeutic targets. Our work group and other groups have reported that the tumor
microenvironment of this mouse model is enriched by the expression of genes related to
inflammation. Especially, the CXCLs/CXCR2 axis has been reported to be increased in
stroma of cervical cancer tissue. This axis has been considered protumorigenic and is
implicated in a variety of cancers. On the other hand, we have reported the expression of
genes related to immunosuppression. The enzyme indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO1),
causes anergy of T lymphocytes, by promoting the depletion of tryptophan, an essential
amino acid for these cells, similarly promotes the recruitment of immunosuppressive cells
such as MDSCs and Tregs. In addition to cervical cancer, IDO1 is found to be
overexpressed in many solid tumors. The objective of our study was to evaluate the
inhibition of the CXCR2 receptor and the IDO1 enzyme as two important therapeutic
targets in cervical cancer. Using the K14E7 murine model of cervical cancer, two
treatment schemes were evaluated: preventive and therapeutic, administered as
monotherapy and combined combinations. In the present study we demonstrated that the
combination of the inhibition of CXCR2 and IDOL1 significantly decreases the area of the
tumor, in the mice treated with combined therapy some regions with moderate dysplasia
and a reduction in the size of the papillae. Interestingly, we show that combination therapy
reduces proliferation, promotes apoptosis, and infiltrates of cytotoxic CD8 lymphocytes.



INTRODUCCION
1. Cancer cervicouterino y el Virus del Papiloma Humano

El cancer se define como la division descontrolada de células que presentan anomalias,
que pueden diseminarse a otras partes del cuerpo y pueden formar tumores. Existen
diferentes tipos de cancer, actualmente el cancer cervicouterino es el cuarto tipo de cancer
mas comun en las mujeres en todo el mundo. Para el afio 2020, se informaron 604127
casos nuevos y 341831 muertes por cancer de cuello uterino en todo el mundo (1). En
Meéxico, el cancer cervicouterino es el segundo cancer con mayor incidencia 9439 casos
y 4335 muertes en mujeres (2).

La infeccidn persistente por VPH es el principal factor de riesgo en el desarrollo de cancer
cervicouterino (3). Los virus de papiloma humano son virus de DNA de doble cadena,
con un tamafio aproximado de 8 kb. Consta de tres regiones, la regién reguladora que
contiene los promotores virales, potenciadores y el origen de replicacion, la region
codificante temprana, que contiene las oncoproteinas virales E1, E2, E4, E5, E6 y E7 y
una region de codificacion tardia, que codifica las proteinas estructurales L1y L2 (4).
Los virus de papiloma humano pertenecen a la familia Papillomaviridae y se han
identificado méas de 250 tipos diferentes, los cuales se pueden clasificar en cinco géneros
Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus y
Nupapillomavirus (5). Todos los tipos de VPH se pueden subdividir en funcién a su
capacidad de infectar queratinocitos cutaneos o mucosos (6), aquellos VPH que infectan
mucosas, a su vez se pueden subclasificar como de bajo o alto riesgo. Los virus del
papiloma alfa incluyen los tipos de bajo riesgo, que causan verrugas genitales y los tipos
de alto riesgo pueden causar neoplasias y cancer de cuello uterino (7) (8). Previamente se
ha reportado que casi todas las pacientes con cancer de cuello uterino presentan infeccion
por los VPH de alto riesgo VPH-16 y VPH-18 (9) (10). Es importante mencionar que la
infeccion persistente por VPH es necesaria, pero no es suficiente en la induccion de la
carcinogénesis cervical, se requieren otros factores de riesgo, como el consumo de tabaco
y alcohol, multiples parejas y relaciones sexuales sin proteccion (11). También se ha
reportado que la multiparidad y el consumo prolongado de anticonceptivos orales
aumenta el riesgo de CC (12-15).

Asi mismo, se ha reportado que la oncoproteina E7 del VPH16 tiene el mayor poder

transformante en tejido cervical (16), por ejemplo, se ha demostrado que el tratamiento
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durante 6 meses con pellets de 17p-estradiol en un modelo murino transgénico (K14E7)
que expresa la oncoproteina E7 bajo el promotor de la queratina 14 promueve el
desarrollo de cancer cervicouterino (17-19). Este modelo de estudio es una herramienta
importante ya que nos permite evaluar el desarrollo progresivo de la enfermedad y

ademas asemeja aspectos importantes que suceden en el cancer cervicouterino humano.

2. Inmunoterapia
La base de la inmunoterapia es conocer los diferentes mecanismos de escape de las células

tumorales, la manipulacion y reactivacion del sistema inmune(20). Las variaciones
gendmicas que presentan las células cancerigenas tienen la capacidad de generar
antigenos tumorales que podrian ser reconocidos por el sistema inmune para su posterior
eliminacién (21). Sin embargo, hoy en dia sabemos que no es un proceso tan simple. La
hipétesis de inmunoedicion del cancer, plantea tres pasos fundamentales: eliminacion,
donde las células del sistema inmune y moléculas inmunoreguladoras tienen la capacidad
de reconocer y eliminar a las células tumorales. El segundo paso consiste en el equilibrio,
entre el tumor y el sistema inmune, y finalmente la tercera etapa escape, donde emergen
células tumorales con diferentes variables con la capacidad de evadir la vigilancia
inmunoldgica (22). Existen diferentes tipos de inmunoterapia (virus oncoliticos, vacunas
contra el cancer, terapia de citocinas, transferencia de células adoptivas e inhibidores de
punto de control), pero su efecto varia entre pacientes y tipos de cancer (23).
Recientemente se ha descrito que el microambiente tumoral (TME) es fundamental en el
desarrollo del tumor, ya que las células cancerigenas tienen diferentes mecanismos de
evasion del sistema inmune (24), actualmente el reclutamiento de poblaciones de células
inmunosupresoras es un mecanismo de evasion de gran interés ya que son clave en las
tasas de respuesta a inmunoterapias.
3. Indoleamina 2,3 Dioxigenasa

La enzima IDO1 media la degradacién del tripté6fano a través de la ruta de las
quinureninas. 1IDO se reportd por primera vez en la década de 1950, después que se
observa que en pacientes con cancer estaba elevado el catabolismo del triptéfano y fue el
primer gen reportado activado por interferon (25, 26). Se expresa en macrofagos, células

dendriticas, fibroblastos, células endoteliales y algunos tipos de células tumorales (27).
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En el microambiente tumoral, IDO inhibe la proliferacion de los linfocitos T CD8 (28).
La actividad elevada de IDO y una alta expresion se ha reportado en diferentes tipos de
tumores y se asocia a metastasis, mal pronostico y menor sobrevida (29-33).

En pacientes con cancer de cuello uterino, se report6 una alta expresion de IDO, esto se
correlaciona positivamente con el tamafio del tumor, invasion, progresion y metastasis
(34-37). La inhibicion de IDO se propone como un blanco terapeutico importante en
cancer cervicouterino, y se ha demostrado que la inhibicion de IDO mejora el efecto del

cisplatino sobre el cancer cervicouterino en ratones con tumores (38).

4. Receptor CXCR2
Las quimiocinas son esenciales en el reclutamiento de células del sistema inmune, células

tumorales, angiogénesis y metastasis (39-41). Existen 46 citocinas que activan 20
receptores (42). El receptor CXCR2 pertenece a la familia de receptores acoplados a
proteinas G (43, 44), al cual se unen los ligandos CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5,
CXCL6, CXCL7 y CXCLS8, sus ligandos pertenecen a la familia de quimiocinas CXC,
que se caracteriza porque sus dos cisteinas N terminales se encuentran separados por un
aminoéacido no conservado, ademas presentan un motivo ELR (Glu-Leu-Arg) (45).

Se ha reportado que la expresion elevada de CXCR2 y sus ligandos se correlaciona con
un mal pronéstico en diferentes tipos de cancer (41, 46-53) y que ademas esto favorece
el reclutamiento de diversas células del sistema inmune como macréfagos (54),
neutrofilos (55, 56) y células supresoras derivadas de mieloides (57) en el microambiente
tumoral, que promueve una ineficiente respuesta terapéutica (58, 59). La inhibicién de
CXCR2, ha sido propuesta como un blanco terapéutico de gran interés en diferentes tipos
de tumores y en estudios recientes, se ha demostrado que la inhibicion de CXCR2

disminuye el tamafio del tumor y aumenta la respuesta terapéutica (60-62).
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JUSTIFICACION
El cancer cervicouterino es el segundo cancer con mayor incidencia y muerte en mujeres

en Mexico. Se ha descrito que el microambiente tumoral es fundamental en la progresion
y desarrollo del tumor. Actualmente la expresion de genes relacionados a inflamacion y
genes asociados a inmunosupresion son un mecanismo de evasion de las células
cancerigenas de gran interés, ya que son clave en las tasas de respuesta a inmunoterapias.
La sobreexpresion del eje CXCLsS/CXCR2 y la enzima IDO1 se correlaciona con un
estadio avanzado de la enfermedad y un mal prondéstico en diferentes tipos de tumores.
Por tal razon, es de gran interés la evaluacion de la inhibicién de la enzima IDO1 y el

receptor CXCR2 como dos blancos terapéuticos en cancer cervicouterino.

HIPOTESIS
La inhibicion combinada de IDO y CXCR2 tendra un efecto preventivo y terapéutico en

cancer cervicouterino.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar si la inhibicién combinada de IDO y CXCR2 tienen un efecto antitumoral

en un modelo murino de cancer cervicouterino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

©)

Evaluar el efecto histopatologico de los diferentes regimenes terapéuticos en un
modelo murino de cancer cervicouterino.

Evaluar los marcadores de proliferacion MCM2 y PCNA en respuesta a la
inhibicion de IDO1 o CXCR?2 o terapia combinada.

Determinar la expresion de IDO1 en respuesta al tratamiento con 17 estradiol.
Evaluar la expresion y actividad de IDO1 en ratones tratados con terapia
combinada

Evaluar el infiltrado inflamatorio en ratones tratados con terapia combinada
utilizando los marcadores MPO, CXCL5, CD8 y Granzima B.

Evaluar la apoptosis en respuesta a la inhibicién combinada de IDO1 y CXCR2.
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MATERIALES Y METODOS

Modelo murino de cancer cervicouterino y terapia de inhibicion
En este estudio, se utilizd el modelo de raton K14E7. Este modelo fue tratado con pellets

de 17-B estradiol (E2) (Innovative Research of America; Sarasota, Florida, EE. UU.)
durante seis meses para desarrollar cancer de cuello uterino. Los ratones transgenicos
K14E7 se anestesiaron con isoflurano utilizando el sistema de anestesia (Impact6
Vetequip). Se implanto en el dorso un pellet de liberacion continua que proporciona 0,05
mg de E2 durante 60 dias. En el tratamiento de seis meses se utilizaron tres pellets por
cada raton.

HPV16 transgenic mouse

5 months

Sacrifice and harvest reproductive tract

Hyperplasia N1 CIN2 CIN3 . ‘Cucinom
Lambert PF. 2016.
Annu. Rev. Virol, 3:473-89
Figura 1. Representacion esquematica del tratamiento hormonal y progresion de las lesiones en
el modelo murino K14E7 (Lambert PF.2016).

Los inhibidores de IDO1 y CXCR2 se administraron utilizando 2 mg/ml de 1-metil-DL-
triptofano (1-D/L-MT) (Sigma-Aldrich; Darmstadt, DE) y 2,5 mg/kg de SB225002
(Sigma-Aldrich; Darmstadt, DE) (63)-(64) respectivamente. En el régimen preventivo
(grupo de 7 meses), los ratones fueron tratados con una combinacion de 1-D/L-MT y
SB225002 durante 30 dias antes de que finalizaran los 6 meses de tratamiento con E2.
También se evalu6 el régimen de monoterapia de IDO1 0 CXCR2. El régimen terapéutico
(grupo de 8 meses) consistié en administrar terapia combinada y monoterapia (1-D/L-MT
y/o SB225002) durante 30 dias después de 6 meses de tratamiento con E2. Se utilizaron
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tres ratones por cada grupo. Los ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical y
los tractos reproductivos se recolectaron y fijaron en paraformaldehido. Los ratones
control fueron tratados con el vehiculo. Todos los ratones fueron alojados y tratados de
acuerdo con la Asociacion Americana de Cuidado de Animales de Laboratorio
(AALAC), y la Unidad de Investigacion aprob6 todos los experimentos y procedimientos
para el Comité de Cuidado de Animales de Laboratorio (UPEAL-CINVESTAV-IPN,
México; NOM-062-Z00-1999).

El inhibidor de IDO (1D/L-MT) actia como un inhibidor competitivo de la enzima
Indoleamina 2,3 dioxigenasa, por ende, el triptofano presente en el microambiente
tumoral, no se degradard, ni se generaran los diferentes metabolitos que promueven la
anergia de los linfocitos CD8 impidiendo que lleven a cabo su accion citotdxica sobre las
células tumorales. En cuanto al inhibidor de CXCR2 (SB225002, es un potente inhibidor
no peptidico del receptor CXCR2, cuya funcion es evitar que se unan sus diferentes
ligandos y promuevan el reclutamiento de diferentes poblaciones celulares con fenotipos
inmaduros e inmunosupresores como los neutrdfilos.

El régimen preventivo consistio en el grupo que inicio su tratamiento con los inhibidores
ya sea como monoterapia o terapia combinada a los 6 meses de edad cuando aln estaban
en tratamiento con los pellets de estradiol, en el proceso de desarrollo y progresion de la
neoplasia cervical, con el objetivo de evaluar si las diferentes estrategias tienen la
capacidad de evitar que se llegue al desarrollo de lesiones de alto grado y cancer (Figura
2).

El régimen terapéutico consistio en el grupo que ya desarrollo cancer y al finalizar el
tratamiento hormonal a los 7 meses de edad, inicio los regimenes de monoterapia y terapia
combinada, con el fin de evaluar, si una vez desarrollado el cancer es posible reducir el

tamanio de las lesiones (Figura 3).
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Ovariectomia
Los ratones K14E7 tratados con 17-f estradiol (E2) durante 6 meses, que desarrollaron

cancer se dejaron descansar durante un mes sin ningun tipo de tratamiento. Seguidamente
estos ratones se anestesiaron y se prosiguio a retirar quirurgicamente los ovarios, se
dejaron en recuperacion durante un mes y a los 9 meses de edad se sacrificaron. Como
control se utilizaron ratones K14E7 de 9 meses de edad sin ningun tratamiento ni
ovariectomia y como grupo de comparacion se utilizaron ratones K14E7 tratados con E2
que desarrollaron cancer y que no fueron ovariectomizados. Los ratones se sacrificaron
mediante dislocacion cervical y los tractos reproductivos se recolectaron y fijaron en

paraformaldehido. Cabe mencionar, que se dio prioridad en recolectar la zona del cérvix.

Western Blot
Los tractos reproductivos de ratones K14E7 con cancer de cuello uterino y los controles

se maceraron con nitrégeno liquido. Las muestras obtenidas se afiadieron a tubos que
contenian 1ml de tampon de lisis T-PER (ThermoScientific, Waltham, MA USA) e
inhibidores de proteasa, luego se centrifugaron a 10.000 g, 15 minutos a 4 °C. Se
recogieron los sobrenadantes y se determind la concentracion de proteina mediante el
ensayo de Bradford (BioRad, Hercules, California, EE. UU.). A continuacidn, se cargaron
40 ug de proteinas, se realizo SDS-PAGE al 10% y luego se sometieron a
electrotransferencia en una membrana de nitrocelulosa (BioRad, Hercules, California,
EE. UU.). Las membranas se incubaron con un tampon de bloqueo (TBST 1X con leche
descremada en polvo al 3% p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afiadio a la
membrana el anticuerpo anti-IDO1 (1:1000) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
EE. UU.) y se incubo durante lanoche a 4 °C. Se utilizé anticuerpo anti-conejo IgG ligado
a HRP (1:3000) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE. UU.) como anticuerpo
secundario. La quimioluminiscencia se detectd utilizando el kit Immun-Star WesternC
(BioRad, Hercules, CAL, EE. UU.) y el escaner de transferencia C-DIGIT de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 como referencia el anticuerpo anti-GAPDH
(1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU.).

Histopatologia, area tumoral e inmunohistoquimica
Los ratones K14E7 utilizados en este estudio se sacrificaron por dislocacion cervical y se

extirparon los tractos reproductores. Todos los tejidos fueron fijados con
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paraformaldehido durante 16 horas e incluidos en parafina. Se realizaron cortes seriados
(5 pm de espesor) utilizando el microtomo HistoCore BioCut (Leica Biosystems; Deer
Park, EE. UU.). Las laminillas fueron desparafinadas, rehidratadas, tefiidas con
hematoxilina y eosina (H&E) y clasificadas histopatologicamente para identificar el
grado de lesion cervical y el tamafio de los tumores en cada animal, como se describio
previamente (65).

Las areas tumorales se calcularon mediante la captura de imagenes tumorales con el
microscopio Zeiss Axio Imager A2 (Carl Zeiss Microscopy, White Plains, NY, EE. UU.).
El andlisis se realizé analizando las regiones de interés en el software ImageJ 1.46J.
Para la tincion inmunohistoquimica, las laminillas se desparafinaron e hidrataron. La
deteccidn de proteinas se realizé utilizando el sistema BioSB (Santa Barbara, CA, EE.
UU.). Los portaobjetos de tejido se incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpos
primarios contra MCM2 (1:800), IDO1 (1:800) (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, EE. UU.), CXCL5 (1:100) (Bioss Antibodies, Woburn, MA, EE. UU.), CD8 (1:100)
PCNA (1:100) (San-ta Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU.), MPO (1:8000) y
Granzyma B (1:100) (Abcam, Waltham , MA, EE. UU.). Posteriormente, los portaobjetos
se lavaron con PBS 1X y se incubaron con un anticuerpo secundario ligado a HRP
(1:1000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las proteinas se detectaron usando
cromogeno DAB. Finalmente, los tejidos se tifieron con hematoxilina durante 1 minuto,
se lavaron con PBS 1X y se cubrieron con medio de montaje Entellan para microscopia
(Merck, Darmstadt, DE).

Las cuantificaciones basadas en inmunohistoquimica se realizaron capturando cinco
campos en todo el tejido de cancer de cuello uterino de cada grupo. Ademas, el nimero

de células positivas se cuantifico utilizando el software Image Pro Plus 4.5.0.19.

Actividad de Indoleamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO1)
Para medir la actividad de IDO1 en tejidos de mamiferos, utilizamos el kit de ensayo de

actividad de IDO1 (Abcam; Waltham, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Brevemente: homogeneizamos el cérvix de aproximadamente 20mg en 500 pl
de tampédn de ensayo IDO1, centrifugamos (10 000 x g, 15 minutos, 4 °C) y se recogio el
sobrenadante. Luego se prepararon 50 ul de premezcla de reaccion (2X), se mezclaron
con 15 pl de la muestra y se completaron hasta 90 pl con tampén de ensayo IDO1. A

continuacion, se afladieron 10 pul de la solucion de sustrato IDO1 1 mM a cada pocillo de
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ensayo Y la placa se incub6 a 37 °C en oscuridad durante 45 min. Luego se agregaron 50
ul de la solucion de revelador fluorogénico, la placa se incub6 a 45 °C durante 3 horas y

se midio la fluorescencia (EX/Em = 402/488 nm).

Ensayo TUNEL
El procedimiento se realizo con el kit de ensayo HRP-DAB tunel (Abcam, Waltham, MA,

EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, las laminillas se
desparafinaron e hidrataron. A continuacion, se afiadieron 100 pl de solucion de
peroxidasa K, se incubd durante 20 minutos y se lavo con TBS 1X, luego se afiadieron
100 pl de bloqueo de peroxidasa durante 10 minutos y se lavé con TBS 1X. Los
portaobjetos se cubrieron con 100 pl de tampdn de equilibrio TdT y se incubaron durante
30 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregaron 40 ul de la mezcla de reaccion
de marcado con TdT, se agregaron cubreobjetos a los portaobjetos y se incubaron durante
90 minutos a 37 °C en una camara humeda. A continuacion, se lavé con TBS 1X, se
afiadieron 100 pl de Stop buffer y se incub6 durante 5 minutos. Luego se agregaron 100
ul de tampon de bloqueo y se incub6 por 10 minutos, se elimind el exceso y se agregaron
100 pl del conjugado y se incubd por 30 minutos en camara humeda. Se lavé con PBS
1X, se afiadieron 100 pl de solucion DAB vy se tifio con 100 pl de verde de metilo durante
3 minutos. Finalmente, los portaobjetos se cubrieron con medio de montaje Entellan para
microscopia (Merck, Darmstadt, DE).

Andlisis estadistico
Los datos cuantitativos del analisis estadistico se presentaron como media y desviacién

estandar (DE). El valor de p se calcul6 mediante la prueba de Student y las diferencias
significativas se tomaron como p < 0,05. Los anélisis estadisticos anteriores se realizaron
con el software GraphPad Prism 9. EIl ARNm de IDO1, CXCL1y CXCL8 y el analisis

de supervivencia general se realizaron utilizando la base de datos GEPIA2.
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RESULTADOS

La inhibicion combinada de IDO y CXCR?2 redujo el area tumoral y la
proliferacion.

La expresion de IDO1 y ligandos del eje CXCLS/CXCR2 han sido reportados como
factores importantes en el desarrollo de diferentes tumores. Asi mismo su sobreexpresion
se correlaciona con un estadio avanzado de la enfermedad y mal pronostico. Previamente,
en nuestro grupo de trabajo se habia reportado la sobreexpresion de ARNm de IDO1,
CXCL1 y CXCLS5 en lesiones malignas cervicales en el modelo murino K14E7 tratado
con estradiol (66). Para demostrar, que la enzima IDOL se sobreexpresa en el modelo
K14E7E2 tratado con estradiol durante 6 meses, es decir un ratdon con cancer
cervicouterino, se evalu6 por western blot la expresion de IDOL. En la figura 4A, se pudo
observar un aumento en la expresion de IDO1 en ratones K14E7E2, comparado con
ratones K14E7 control. Asi mismo, se evalud por inmunohistoquimica CXCLS5, donde se
pudo observar un aumento significativo en el nimero de células positivas a CXCL5 en
ratones con cancer. Estos dos resultados, nos permitieron concluir, que efectivamente, en
el modelo murino de cancer cervicouterino se sobreexpresa IDO1 y CXCL5 y que son

dos blancos terapéuticos importantes que evaluar.

A) KI14E7 K14E7E2
] 2 3 | 2 3 +
1DO1 — e 13 kD2
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e

Figura 4. Expresion de IDO1 y CXCL5. A) Deteccion de IDO1 por WB en un modelo
de ratén con cancer de cuello uterino (K14E7E2) en comparacion con el control (K14E7).
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B) Inmunohistoquimica de CXCLS5 en tejido cervical de K14E7E2 en comparacion con K14E7.

Campo visual con aumento de 20x y barra de escala de 200 pm.

El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar IDO1 y CXCR2 como blancos terapéuticos en
cancer cervicouterino utilizando el modelo de raton K14E7. En la figura 5A se
representan las estrategias de tratamiento, establecida en dos regimenes, preventivo (PR)
y terapéutico (TR). Cuando se administrd terapia combinada (IDO1i+CXCR2i) (Figura
5B, panel K14E7E2+CT), en los dos regimenes, se observo una disminucion en las areas
tumorales (Figura 5C), con algunas regiones de displasia moderada y disminucion en el
tamanio de las papilas e inflamacion, en comparacion con el grupo sin terapia (Figura 5B,
panel K14E7E2). Ademas, también se evalu6 el efecto como monoterapia (Figura 5B,
paneles K14E7e2+IDO1i y K14E7E2+CXC2i). El tratamiento en monoterapia en el
régimen preventivo disminuyé en menor grado la hiperplasia y el area tumoral.
Curiosamente, no se encontraron efectos significativos en el régimen terapéutico (Figura
5C). Todos los resultados se compararon con el control K14E7 (control negativo) y
K14E7e2 (ratones tratados durante seis meses con estradiol y que desarrollaron CC). Los
resultados, mostraron una reduccion significativa en el area del tumor primordialmente

al administrar una terapia combinada.

Para evaluar el efecto de la monoterapia y la terapia combinada sobre la proliferacion
celular, decidimos evaluar dos marcadores, PCNA y MCM2. En el grupo control negativo
(Figura 6A, panel K14E7), se detecto PCNA, localizado principalmente en las zonas basal
y parabasal. En ratones con cancer (K14E7e2) la deteccion de PCNA se observd
distribuida a través de todo el epitelio como se ha descrito anteriormente para el cancer
de cuello uterino (65, 67). En los regimenes con monoterapia (K14E7E2+IDOL1i) y
(K14E7E2+CXCR2i), la distribucion de PCNA es muy similar a los ratones con cancer,
pero al realizar la cuantificacion se logré observar una disminucién significativa en el
namero de celulas positivas a PCNA (Figura 6C). En el grupo K14E7e2+CT la tincion
de PCNA se restringio principalmente en la zona basal y parabasal y se observo una
disminucion significativa en el namero de células proliferantes, observandose en este
régimen los mejores resultados terapéuticos.

Los resultados obtenidos anteriormente se corroboraron, analizando un segundo

marcador de proliferacion MCM2. la tincion de MCM2 fue leve y se detectd
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principalmente en el area suprabasal (Figura 6B, panel K14E7). Por el contrario, en el
tejido de cancer de cuello uterino (Figura 6B, panel K14E7E2), la tincién de MCM2 fue
muy similar a lo observado en la deteccion de PCNA. En el grupo K14E7E2+CT, la
tincién de MCM2 se restringio principalmente a las células basal y parabasales, lo que
indica una disminucion de la proliferacion. Cabe mencionar, que el tratamiento con
monoterapia también ejerce un efecto significativo al disminuir el nimero de células
positivas a MCM2, sin embargo, los efectos mas significativos se obtienen cuando se
administra una terapia combinada tanto en el régimen preventivo como terapéutico
(Figura 6D).
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Figura 5. La inhibicion combinada de IDO1 y CXCR2 redujo el area de cancer de cuello
uterino. A) Representacion esquematica de los regimenes preventivo (PR) y terapéutico (TR). El
PR se basé en la administracion de DL-1MT (IDOL1i) y SB225002 (CXCR2i) a los seis meses de
edad (lineas de puntos 6 m). Los ratones se sacrificaron (x) a los siete meses de edad (lineas de
puntos 7 m). TR se baso en la administracion de DL-1MT y SB225002 a los 7 meses (lineas de
puntos 7m). Los ratones se sacrificaron (x) a los ocho meses de edad (8 m). K14E7 representa
ratones control, K14E7E2 ejemplifica ratones tratados con E2 durante seis meses que
desarrollaron CC a los 7 meses de edad, K14E7E2 + IDOLi 0 K14E7E2 + CXCR2i representa un

régimen de monoterapia y KI14E7E2 + CT ejemplifica terapia combinada. B) Analisis
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histopatoldgico del tejido cervical del modelo de ratdn K14E7. Las secciones se tifieron con
hematoxilina y eosina (H&E). Barra de escala: 100 um. Campo visual a 10 aumentos. C) El area
del tumor en el tejido cervical se cuantificd mediante tincion con H&E. Las barras representan
cuatro experimentos independientes y los datos se dan como la media+ SD (*p < 0,05, **p <

0,01, ***p < 0,001 y ****p < 0,0001 Prueba t de Student).
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Figura 6. La terapia combinada redujo la proliferacion de tejido canceroso de cuello
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uterino. Iméagenes representativas que muestran los resultados de la inmunohistoquimica de A)
PCNA. B) MCM2. C y D) cuantificacion del nimero de células positivas a PCNA y MCM2 en
el régimen preventivo y terapéutico. Campo visual con un aumento de 10 x y barra de escala de
200 pm. Cada barra es un experimento representativo de tres cuantificaciones basadas en
inmunohistoquimica independientes. Los datos se dan como la media + SD (¥*p <0,05, **p<0,01,

**%n < 0,001 y ****p < 0,0001 prueba t de Student).

La terapia combinada de IDO y CXCR2 disminuyo la expresion y actividad de
IDOL1 Yy el reclutamiento de neutrofilos.
Los resultados maés significativos, se obtuvieron cuando se aplicé una terapia combinada,

por tal razon los analisis posteriores se enfocaron en este régimen. Anteriormente,
demostramos que los ratones K14E7 con cancer, expresan niveles aumentados de la
enzima IDO1, por tal motivo investigamos la influencia de la terapia combinada en la
expresion y actividad de IDO1. Como se muestra en la figura 7A la expresion de IDO1
se limita principalmente a la infiltracion celular en el cancer de cuello uterino. Sin
embargo, cuando se administro la terapia combinada, la sefial inmunohistoquimica y
actividad de IDO1 disminuyeron (Figuras 7A, 7B y 7C). también se evaluo el infiltrado
de neutrofilos, mediante la tincion con mieloperoxidasa (MPO), en la figura 7A'y 7B se
observa que la terapia combinada disminuye el reclutamiento de neutréfilos en

comparacion con un raton con cancer (K14E7E2).

La terapia combinada de IDO1 y CXCR2 aumento la apoptosis y el infiltrado de
linfocitos CD8+ en el régimen preventivo y terapéutico.

También nos preguntamos que efecto tenia la terapia combinada en la apoptosis y el
infiltrado de linfocitos citotdxicos CD8+. Para evaluar la apoptosis celular, realizamos el
ensayo TUNEL, en donde se encontrd que efectivamente la terapia combinada aumenta
la apoptosis en regimenes preventivo (Figura 8A 'y 8C, panel Tunel) y terapéutico (Figura
8B y 8D, panel Tunel) en comparacion con ratones control. Asi mismo evaluamos el
infiltrado de linfocitos CD8+ y uno de sus mecanismos de muerte, la liberaciéon de
Granzima B, los resultados mostraron un aumento en el nimero de células positivas a
CD8+ y Granzima B cuando se administro terapia combinada en ambos regimenes

(Figura 8, paneles de CD8+ y GrB+).
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Finalmente, investigamos la expresion del mMRNA de los genes IDO1 y CXCLs en cancer
de cuello uterino humano, se realizé un andlisis basado en datos del atlas del genoma del
cancer (TCGA) y la expresion del genotipo del tejido (GTEX) utilizando la plataforma
GEPIA2. Los datos mostraron una tendencia al aumento en la expresion de ARNm 1DO1,
y un aumento significativo en la expresiéon de ARNm de CXCL1 y CXCLS8 en el
carcinoma de células escamosas de cuello uterino y el adenocarcinoma endocervical
(CECS) (Figura 9A). Adicionalmente, se realizo un analisis de Kaplan-Meier que mostro
que la expresion de CXCL1 y CXL8 son un indicador de pronoéstico desfavorable en

cancer de cuello uterino (Figura 9B).
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Figura 7. La terapia combinada disminuyo la expresion y actividad de 1DO1 vy el
reclutamiento de neutréfilos. A) Andlisis inmunohistoquimico de IDO1 y MPO en tejido
cervical de ratones. Los nucleos se contrastaron con hematoxilina. Campo visual a 10x. Barra de

escala 200 pm. B) Cuantificacion e inmunohistoquimica de IDO1 y MPO. C) Anélisis de la
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actividad de IDO1. Cada barra es un experimento representativo de tres ensayos independientes.
Los datos se dan como la media+ SD (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 y ****p < 0,0001

prueba t de Student). Régimen preventivo (PR) y terapéutico (TR).

A)

B)

Tunel

CDs+

GrB

Tunel

CDs+

GrB

KHETe2 K14E7e2+ CT

s LIe

Q)
CDS+ GrB
H00 = 600 = Heen 1500 = e
|
]
: 40 - 400 = 1000 =
=
z
a 200 - )
Al
N () -
&L & ¢ &
o) ' N i
€ &° @
o o~
& &
D)
Tunel CDs+ GrB
2 e
X) - . S0 - — 1500 =
= ) =
E X - 1000 -
}: 400
T 200+ 5004
=9 200 =
s
() )=
&6 & £
a0 & @
&~ o~
& &

Figura 8. La terapia combinada aumento la apoptosis y el infiltrado de células T CD8+

en tumores de cuello uterino. A) y B) Representacion esquematica del ensayo de apoptosis

(Tunel), inmunohistoquimica de células T CD8+ y Granzima B (GrB) en regimenes preventivo
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(PR) y terapéutico (TR), respectivamente. Campo visual con aumento de 20X y barra de escala de

200 pum. (C) y (D) ilustran el numero de cuantificaciones de células positivas de tres ensayos

independientes. Los datos se muestran como la media+ SD (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
y ****p <0,0001 prueba t de Student).
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Figura 9. Expresion de IDO1, CXCL1 y CXCL8 y supervivencia global en cancer de

cuello uterino humano. A) Analisis de expresion de RNAm y B) supervivencia global en

pacientes con cancer de cuello uterino segun la baja y alta expresion de IDO1, CXCL1y CXCLS8.
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El modelo murino K14E7 es dependiente de la carga hormonal.
Previamente se reporto que el uso de antagonistas del receptor de estrogenos, redujo el

tamanio de las lesiones en ratones K14E7 tratados con estradiol, pero que se requiere de
un tratamiento prolongado para mantener estos efectos. En nuestro trabajo, se evaluo la
extraccion de los ovarios, para determinar si esta estrategia lograba efectos significativos
en la reduccin de la lesiones y tamafio del tumor. En la figura 10A se representa la
estrategia experimental y en la figura 10B, en el panel K14E7, se muestra una imagen
representativa de un control, que consiste en un ratén de 9 meses de edad sin tratamiento
hormonal y con ovarios, en el cual se observo una ligera hiperplasia. En el grupo
K14E7e2+OVX se observo como la ovariectomia en cada uno de los tres ratones que
previamente desarrollaron cancer, disminuyo el tamafio de las lesiones de manera drastica
comparada con el raton con cancer (figura 10B, panel K14E7e2). De esta manera se puede
concluir, que el modelo K14E7, es dependiente de una fuente de hormona para la

progresion y mantenimiento del cancer cervicouterino.
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Figura 10. La ovariectomia redujo las lesiones y el cancer en el modelo K14E7. A)
Representacion esquematica de los grupos, K14E7 control de 9 meses sin ningin tratamiento
hormonal ni ovariectomia. K14E7E2 ejemplifica ratones tratados con E2 durante seis meses que
desarrollaron CC a los 7 meses de edad, KI14E7E2 + OVX representa ratones tratados con E2
durante 6 meses y posteriormente se retiraron los ovarios (ovariectomia) y fueron sacrificados a
los 9 meses de edad. B) Analisis histopatoldgico del tejido cervical del modelo de raton K14E?7.
Las secciones se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E), (R1, R2 y R3 representan imagenes

de tres ratones).
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La terapia combinada de IDO y CXCR2 promueve la regresion de las lesiones
Finalmente, en la Figura 11 se muestra la representacion esquematica de los efectos

obtenidos al administrar un régimen combinado de inhibicién de IDO y CXCR2 en un
modelo murino de cancer cervicouterino K14E7. Demostrando que estos son dos blancos

terapéuticos de gran relevancia en la prevencion y tratamiento del cancer cervicouterino.
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Figura 11. La inhibicion combinada de IDO y CXCR2 previene y atenta el cancer
cervicouterino. A) En el microambiente tumoral, el infiltrado de diferentes poblaciones celulares
del sistema inmune y las células tumorales sobreexpresan IDO1 y el receptor de quimiocinas
CXCR2, que favorecen el agotamiento de linfocitos citotoxicos CD8+ y el infiltrado de
neutrdfilos, promoviendo la progresion tumoral. B) La inhibicién combinada de IDO1y CXCR2,
aumenta el infiltrado de linfocitos citotdxicos CD8+, la apoptosis, disminuye el infiltrado

inflamatorio y reduce el tamafio de las lesiones.
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DISCUSION
Se han informado niveles elevados de enzima IDO1 y desregulacion del eje

CXCR2/CXCL en diferentes tumores, que se han asociado con un estadio avanzado de la
enfermedad, un mal pronostico y una mala respuesta a los tratamientos (68-70). Por esta
razén, varios informes sugieren que la inhibicion de CXCR2 o IDO1 puede ser
terapéuticamente til en muchos canceres humanos (71, 72). En cancer de cuello uterino,
en un ensayo clinico de fase 1 (NCT02471846) se estudié la inhibicion de IDO1
(Navoximod) en combinacion con Atezolizumab (inhibidor de PD-L1) y se report6 que
la eficacia antitumoral fue parcial (73). Recientemente, se observé que los inhibidores de
IDO1 (D-1MT y DL-1MT) aumentan el efecto antitumoral de la vacuna de la
oncoproteina HPV16 E7 (gDE7) (74). Referente a CXCR2, se ha informado que es
esencial en el desarrollo y la persistencia de cancer cervicouterino (75, 76); ademas, en
pacientes con cancer de cuello uterino que presentan leucocitosis, se ha propuesto la
inhibicién de CXCR2 como un objetivo terapéutico prometedor (77, 78). Sin embargo, el
efecto terapéutico de la inhibicion de CXCR2 en CC ha sido poco estudiado. En lineas
celulares de cancer de cuello uterino (Helay C33A) tratadas con SB225002 disminuyo la
viabilidad celular e indujo la apoptosis celular (79). Asi mismo, se ha demostrado que la
efectividad de la inhibicion de CXCR2 incrementa cuando se combina con otros blancos
terapéuticos (61, 62, 80). En este estudio, nosotros demostramos al evaluar dos
marcadores de proliferacion MCM2 y PCNA, que la terapia combinada es el régimen
terapéutico que reduce significativamente la proliferacion en tejido cervical tumoral y
ademas disminuye el area tumoral Estos resultados se compararon con diferentes estudios
experimentales. Por ejemplo, el tratamiento con SB225002 en células de cancer renal y
células de cancer de proéstata, disminuye la proliferacion celular y su administracion en
modelos in vivo reduce el tamafio tumoral (81, 82). También se probé la eficacia del
inhibidor de IDO1 (1D/L-MT) en combinacion con ciclofosfadamida en un modelo de
tumores ortotopicos de cancer de mama 4T1; este tratamiento combinado disminuyo el
tamafio del tumor (83). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la inhibicién
combinada de IDO1li (1D/L-MT) y CXCR2i (SB225002) tiene un valor terapéutico
significativo en cancer de cuello uterino en comparacion con la estrategia de monoterapia.
También reportamos que los ratones K14E7E2 que generaron cancer tienen un nimero
elevado de células positivas para CXCL5 y MPO, es decir, un mayor infiltrado de

neutrdfilos y que la terapia combinada favorece la reduccion de este infiltrado tanto en
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los regimenes preventivos como terapéuticos. En lineas celulares de cancer de pulmén,
el tratamiento con SB225002 disminuy6 la migracion e invasion (84) y en ratones con
tumores ortotdpicos de células pancreaticas, suprimio el crecimiento tumoral y redujo el
infiltrado de neutrofilos y la angiogénesis (85).

Otro hallazgo crucial de este estudio fue que la inhibicién combinada de IDO1 y CXCR2
disminuyd la proliferacion y aumento la apoptosis. Mediante la técnica del Tunel pudimos
observar un mayor nimero de células apoptéticas cuando los ratones recibieron la terapia
combinada (K14E7E2+CT) en comparacion con los ratones con cancer (K14E7E2). Estos
resultados son similares a los obtenidos tanto in vitro como in vivo. Por ejemplo, el
tratamiento con el inhibidor de CXCR2 (SB225002) en células de cancer de ovario indujo
apoptosis (86) y en un modelo de glioblastoma la administracion de una terapia
combinada con Temozolamida y SB225002 redujo el volumen tumoral, la proliferacion
y aumento la apoptosis celular (87). También, en lineas celulares de carcinoma renal de
células claras, leucemia miel6gena cronica y cancer de pulmon, el inhibidor de CXCR2
(SB225002) indujo apoptosis (62, 81, 88).

Se ha informado anteriormente que el agotamiento del triptéfano y los metabolitos del
triptofano catalizada por IDO1 causa anergia en los linfocitos CD8, lo que les impide
ejercer su efecto citotoxico (89, 90). La capacidad antitumoral de los inhibidores de IDO1
se deriva predominantemente de la regulacién de las células inmunitarias, aumentando el
namero de linfocitos infiltrantes de tumores. En este estudio, informamos un mayor
namero de células T CD8+ y una expresion elevada de Granzima B debido al efecto de
la inhibicion combinada de IDO y CXCR2 (1D/L-MT y SB225002). Uno de los
mecanismos de muerte mediados por linfocitos CD8 citotdxicos, es la liberacion de
perforinas y GrB para inducir apoptosis en las células blanco, entre ellas las células
tumorales (91). En un estudio previo en ratones K14E7 tratados con estradiol, se reporto
un incremento en la expresion del inhibidor de la proteasa 9 (P19) un potente inhibidor de
GrB (92), el cual se ha reportado que protege a las células contra la apoptosis inducida
por GrB (93), por ende, este podria ser un nuevo mecanismo de evasion inmune en cancer
cervicouterino. Ademas, se ha reportado que la combinacion de inhibidor de apo-1DO1
con apatinib (94) o sulfanato de sodio tanshinone I1A (inhibidor de 1IDO1) con terapia
anti-PD1 (95) aumenta la infiltracion de células T CD8+ en cancer colorrectal. Ademas,

en un estudio in vivo de linfocitos CD4 y CD8 aislados de pacientes con tumores de
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ovario, incubados con células que sobreexpresan IDO1, se encontrd que reduce la
proliferacion de linfocitos CD4 y CD8 vy el tratamiento con el inhibidor D/L-1MT
recupera su proliferacion (96). Se han realizado ensayos clinicos, en los cuales
recomiendan evaluar la actividad de IDO1 (P1/2 ECHO-202/KEYNOTE-037 y P3
ECHO-301/KEYNOTE-252) (97, 98) en estudios futuros. Por lo tanto, para el uso de
inhibidores de IDO1 en la terapia de cancer de cuello uterino, se debe tener en cuenta que
en este tumor la tasa de positividad de IDO1 varia entre 52-100% (99), lo que sugiere
evaluar dicha tasa antes de iniciar la terapia.

Tanto el modelo K14E7 como en FvB (ratones control) tratados con estradiol, hemos
encontrado un aumento en IDO1, CXCL, PD-L1 y otros genes asociados con la
inflamacion (66). Por lo tanto, proponemos que el estradiol es el principal responsable de
la desregulacion de estos genes. Por lo tanto, trasladar el enfoque terapéutico que
realizamos en este estudio a pacientes con céancer cervicouterino requeriria una
subclasificacion que considere la expresion de estos genes y la estimulacion hormonal
prolongada.

También es importante mencionar, que ya se han estudiado otros enfoques terapéuticos
en un modelo murino transgenico muy similar al utilizado en nuestro estudio, donde se
evalu6 el uso de antagonistas del receptor de estrogenos a (100, 101). Ellos reportaron
que en este modelo el tratamiento hormonal es fundamental para el crecimiento y
mantenimiento del tumor, y que el tratamiento con un antagonista reduce el tamafio de
las lesiones, pero se requiere un tratamiento continuo para que se mantenga el efecto;
ademas, se requieren mas estudios, ya que el uso prolongado del antagonista causa
menopausia temprana. Ademas, en ratones el cancer cervicouterino se asocia con
metaplasia escamosa atipica (ASM). Previamente se ha descrito que los ratones K14E7
requieren del receptor de estrogenos o (ERa) y del tratamiento continuo con pellets de
estradiol para generar ASM, en este estudio reportaron que los ratones K14E7 con
ovariectomia y no tratados con estradiol no desarrollaron ASM (102). Basandonos en
estos reportes, decidimos evaluar el efecto de la extraccion de los ovarios (ovariectomia)
en ratones con cancer (K14E7g2). Encontramos que en los ratones con ovariectomia se
reduce el tamafio de las papilas en comparacion con los ratones control. Por lo tanto,
corroboramos, que este modelo es dependiente del tratamiento con estrogenos y que, en

futuros estudios, el uso de antagonistas del receptor de estrogenos, podria ser una diana
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terapéutica importante, pero se deben tener en cuenta los posibles efectos negativos
mencionados anteriormente.

CONCLUSION
La inhibicion combinada de IDO1 y CXCR2 previene y atenla el cancer cervicouterino,

por lo tanto, estos dos blancos podrian tener implicaciones clinicas inmediatas.
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