Universidad Nacional Autébnoma de México

_-—r;,‘

A NACIONAL AUTONOM
\\\WL\\S‘“ - [/ LT,

Facultad de Quimica

Determinacion de Calreticulina en la
Membrana Citoplasmica de Células Tumorales
de Carcinoma Pulmonar como Marcador de
Apoptosis Inmunogénica

Que para obtener el titulo de

Quimico Farmacéutico Bidlogo

Presenta

Osvaldo Contreras Ruiz

Meéxico D. F. 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Quimica

Jurado asignado:

Presidente: Saturnino de Ledn Chapa
Vocal: Dr. José Sullivan Lopez Gonzalez
Secretario: Dr. Heriberto Prado Garcia

ler Suplente: Sonia Mayra Pérez Tapia

2do Suplente: Mario Adan Moreno Eutimio

Sitio donde se desarrollo el tema:

Laboratorio de Cancer Pulmonar, Unidad de Investigacion del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias Dr. Ismael Cosio Villegas.

Asesor Dr. Heriberto Prado Garcia

Sustentante Osvaldo Contreras Ruiz



Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Quimica

AGRADECIMIENTOS

A Dios, a la fuerza que cred la vida a la que yo le dedique horas de estudio

para entender esto tan maravilloso.

A mis padres, por apoyarme en todo lo que he necesitado y por todo lo que

me han dado.

Al Dr. Heriberto Prado Garcia, por tener el tiempo y la dedicacién de
enseflarme, corregirme y guiarme sobre el camino del conocimiento que elegi

y por su gran voluntad de ensefar.

Al Dr. José Sullivan Lopez Gonzélez, por permitirme entrar a su grupo de
trabajo y por esa gran disposicion a ensefar y difundir su conocimiento hacia

mi.

A los amigos y conocidos que me encontré a lo largo de la carrera, por que en

algun momento necesite de ellos y en la mayoria encontré ayuda.

A mi tia Laura y mi abuelita Lolita, por cuidarme y procurarme como si fuera

uno de sus hijos.

A mi abuelita Luisita, porque soélo recibo de ella amor.

A la Universidad Auténoma de México, por que me siento orgulloso de ser

universitario, por lo que representa como institucion publica y lo que aporta a

cada uno de nosotros como universitarios y al pais.



Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Quimica

DEDICATORIAS

A Jessica Ruiz Vivar, porque eres un ejemplo a hacer las cosas bien e
inspiracion a superarme, por tu apoyo incondicional, por cuidarme y amarme,

por todo esto de dedico esta tesis y mi agradecimiento eterno, te amo.

e A mis padres, por ser ejemplos de éxito profesional y humano, por sentirse

orgullosos de mi aun cuando no le he dado nada.

e A mi hermana Malinalli, por también apoyarme y estar orgullosa de mi
simplemente por que elegimos distintos caminos que nos han llevado a la

convivencia y respeto.

¢ A mis amigos, Gersan, Jean Carlo, Rodrigo, Alejandro, Victor y Mauricio por
esa amistad entrafiable que tenemos, por ser un grupo donde el apoyo a

superarnos hace que cada dia uno crezca como persona y profesionalmente.

e A Ivan y Diego, que merecen una mencion especial por ser aquellos con los

que creci y vivi todo lo que ahora me hace ser quien soy.



Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Quimica

INDICE

ABREVIATURAS

INTRODUCCION

Céancer pulmonar
Clasificacion Histologica del cancer pulmonar
Tratamiento del cancer pulmonar
o Cisplatino
Apoptosis
Proceso bioquimico para la induccion de apoptosis
¢ Via de la mitocondria
e Via del receptor
e Via por p53
Apoptosis inmunogénica
La Calreticulina

ANTECEDENTES

El papel de la Calreticulina en la apoptosis inmunogénica
Factores moleculares involucrados en la externalizacion de CRT
durante la apoptosis inmunogénica

JUSTIFICACION
HIPOTESIS
OBJETIVOS

MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares y Reactivos

Inducciéon de apoptosis por campotecina, anticuerpo agonista Anti-Fas
y exposicion a luz UV

Induccidon de apoptosis por cisplatino

Determinacién del porcentaje de células en apoptosis

Determinacion del porcentaje de células que externalizan CRT a la
membrana celular

Marcaje de las células tumorales A-427 con PKH26 para el ensayo de
fagocitosis

Determinaciéon del porcentaje de células tumorales fagocitadas por los
macroéfagos THP1

Analisis estadistico

RESULTADOS

Apoptosis en la linea A-427 inducida por campotecina, luz UV vy
anticuerpo agonista anti-Fas
Deteccion de Calreticulina en la membrana citoplasmica de las células

10
12

14
15
16
21
23
24
25

27
27

28

31

32

32

33
33

35
35
36
38
39

40
42

43
43



A-427

Determinaciéon del porcentaje de fagocitosis de células tumorales por
los macrofagos THP1

Induccion de apoptosis en lineas de carcinoma pulmonar con cisplatino
Deteccion de CRT en la membrana citopldsmica de las lineas de
carcinoma pulmonar

Determinacion del porcentaje de fagocitosis de las células A-427
tratadas con cisplatino

Correlacion entre el porcentaje de células en apoptosis temprana y el
porcentaje de células fagocitadas

DISCUSION
Efecto del cisplatino en la translocacion de la CRT a la membrana
celular y en la fagocitosis en lineas de carcinoma pulmonar

CONCLUSIONES

REFERENCIAS

45

48
50

52
53
54

56
59

61

62



Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Quimica
INTRODUCCION

Céancer pulmonar

El cancer pulmonar es la principal causa de muerte relacionada a neoplasias a nivel
mundial. Tan solo en México, en el periodo comprendido de 1998-2004, se registraron
un total de 400 000 decesos por cancer y el 11.5% correspondieron a cancer
pulmonar, de tal forma que se le ha considerado un problema de salud publica.

Se ha descrito que el 87-90% de todos lo casos de cancer pulmonar son detectados
en individuos que son fumadores activos o ex fumadores; 6-7% son atribuidos a la
exposicién a radon o asbestos y un 3% corresponden a la exposicion a otros factores
ambientales, como la exposicion a gases de combustion (Spiro et al. 2009).

A pesar de los efectos en la salud y las campafias mundiales en contra del habito
tabaquico se estima que una sexta parte de la poblacién mundial continda fumando
(Martin et al. 2009). El riesgo de desarrollar cancer pulmonar, incluso en aquellas
personas consideradas fumadores pesados, es variable; esto estid sustentado en el
hecho de que solo el 15% de los fumadores pesados desarrollan cancer pulmonar. Los
factores genéticos, epigenéticos y ambientales determinan el riesgo que tiene un
individuo a desarrollar la patologia; ademas, el riesgo individual esta influenciado por
factores como el tiempo que se ha fumado a la largo de la vida, la edad a la cual se
empezo a fumar y el numero de cigarros que se consumen al dia (Spiro et al. 2009).
El dafio producido al tejido pulmonar debido al habito tabaquico incluye: la generacion
de estrés oxidativo que conduce a la muerte celular, dafio a nivel genético como la
pérdida de la heterocigocidad, mutaciones y la formacién de aductos; o bien, dafios
epigenéticos como la hipermetilacion del DNA. Este dafo al tejido persiste de forma
cronica y eventualmente conlleva a la disfuncién celular como la desregulacion del
ciclo celular y de la apoptosis promoviendo asi la proliferaciéon celular. El eventual
dafio crénico al tejido favorece el desarrollo de lesiones premalignas, como displasia o
anaplasia, hasta el desarrollo de neoplasias malignas (Herbst et al. 2009, Spiro et al.
2009).

Las mutaciones asociadas al cancer pulmonar incluyen genes como TP53, Ras, Erb2 y
Myc. p53 es esencial para inducir la respuesta de la célula ante el dafio del DNA,
provocando el arresto del ciclo celular para la reparaciéon del DNA o la induccién de

apoptosis. Las proteinas codificadas por la familia de genes Ras son GTPasas
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implicadas en la transmision de sefiales celulares como: factores externos de
crecimiento, apoptosis, adhesion celular y proliferacién; mientras que los genes de la
familia Myc son proteinas nucleares encargadas de la regulacién del ciclo celular
(Spiro et al. 2009).
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) es una oncoproteina que se encuentra
sobreexpresada en la mayoria de los tumores pulmonares, codificada por la familia de
genes Erb2. Estas proteinas son receptores de membrana los cuales al interaccionar
con sus ligandos, como TFGa (Transforming Growth Factor) o EGR (Epidermal Growth
Factor), inducen sefiales que promueven la proliferacion celular. En cancer pulmonar,
EGFr esta implicado en procesos del desarrollo tumoral como la evasion a la
apoptosis, angiogénesis y metastasis. Es tal su importancia que recientemente se han
desarrollado farmacos inhibidores de estos receptores que empiezan a formar parte
del tratamiento contra el cancer pulmonar (Spiro et al. 2009 y Herbst et al. 2009).
Se ha estimado que la sobrevida a 5 afios en pacientes diagnosticados con cancer de
pulmén es de un 15%, contrastando con otros tipos comunes de cancer como
préostata, mama y colon, la cual es de 99, 88 y 64%, respectivamente.
Existen varias explicaciones por la cuales la sobrevida en el cancer pulmonar es muy
baja, por ejemplo: en el cancer pulmonar los procedimientos para la deteccion
temprana del tumor son falibles, invasivos e inespecificos; ademas, se ha identificado
que los sintomas desarrollados por el padecimiento son relacionados a etapas tardias
del desarrollo tumoral, por lo que la clinica suele ser de poca ayuda, y los
tratamientos y terapias suelen ser poco especificas y poco efectivas (Borczuk et al.
2009).
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Clasificacion histoldgica del cancer pulmonar

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) junto con Asociacion Internacional para el
Estudio del Cancer Pulmonar (IASLC) establecieron la clasificacion histoldgica
internacional de los tumores pulmonares, el cual consiste en 4 principales tipos
histoldgicos: el carcinoma de células escamosas, el adenocarcinoma, el carcinoma de
células grandes y el carcinoma de células pequefias (SCLC por sus siglas en ingles).
Los tres primeros tipos histolégicos agrupados en un solo grupo denominado

carcinoma de células no pequefias (NSCLC) (Spiro et al. 2009).
e Carcinoma de células pequenias.

El carcinoma de células pequefias (SCLC) estd relacionado fuertemente con el habito
tabaquico, representa aproximadamente el 15% de todos los casos de cancer
pulmonar en paises como EUA y en la UE, clinicamente se caracteriza por ser un
tumor agresivo, con frecuente metéastasis y baja respuesta a la quimioterapia. Este
tipo histolégico es de origen epitelial y consiste en células pequefias no mayor al
tamano de tres linfocitos, de forma fusiforme, de escaso citoplasma, con bordes
celulares irregulares, la cromatina en forma de finos granulos y carece de nucleolos.
Se localiza inicialmente en tejido bronquial con infiltraciones hasta la submucosa
bronquial, de tal forma que provoca la subsecuente obstruccion bronquial. Es comun
observar extensa metastasis particularmente a los ganglios linfaticos y también
grandes areas de necrosis.

El diagnostico del SCLC se basa en la observacion al microscopio de la caracteristicas
morfolégicas del tumor y Ila determinacibn de algunos biomarcadores

inmunohistoquimicos (Spiro et al. 2009 y The Cancer Council Victoria 2007).
e Carcinoma de células escamosas.

Este tipo histoldgico representa, en paises de primer mundo como EUA y en la UE,
alrededor del 30 al 45% de todos los casos de cancer pulmonar. ElI tumor se
desarrolla en el arbol bronquial, morfolégicamente se caracteriza por la presencia de
puentes intercelulares y queratinizacion, favoreciendo la formacion de perlas de

citogueratina en el tejido epitelial. En un porcentaje alto todavia no definido
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desarrollan una lesion invasiva caracteristica denominada displasia escamosa,
relacionada a un mal prondstico.
El diagnostico del carcinoma de células escamosas es mediante observacion
microscopica de cortes histoldgicos, ya que se observan signos de diferenciacion

escamosa particulares al tipo histolégico (Spiro et al. 2009).
e Adenocarcinoma

Este tipo histolégico representa del 50—60% de todos los casos de cancer pulmonar
tanto en Europa como en EU y es el padecimiento mas comln en personas no
fumadoras.

Los adenocarcinomas usualmente se presentan en la periferia del pulmén, derivan del
epitelio glandular diferenciado por lo que la produccibn de moco suele ser
caracteristica; la estructura glandular puede ser hacinar, papilar, broncoalveolar o con
patrones sélidos con crecimiento mucinicos intracelulares o bien un mezcla de éstos.
El diagnéstico de este tipo  histolégico es mediante biomarcadores

inmunohistoquimicos como son algunas citoqueratinas (Spiro et al. 2009).
e Carcinoma de células grandes

Este tipo histolégico es el menos frecuente, con aproximadamente el 10% de los
casos totales de carcinoma pulmonar. Este tumor no muestra patron morfoloégico de
diferenciacion alguno y generalmente su localizacion es en la periferia pulmonar,
aunque también puede localizarse en la regién central pulmonar. Histolégicamente
comprende células de gran tamafo poligonales formando nidos o placas
caracterizadas por un nucleo grande vesicular y un nucleolo prominente.

El diagnéstico de este subtipo histoloégico basicamente es por exclusion, aunque la
determinaciéon de marcadores inmunohistoquimicos como algunas citoqueratinas

ayudan al diagndstico final (Spiro et al. 2009).
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Tratamiento del cancer pulmonar

Los tratamientos mas empleados en contra del cancer pulmonar son: la cirugia, la
quimioterapia y la radioterapia (Spiro et al. 2009).

La cirugia es el tratamiento de elecciéon si el tumor esta localizado, es decir, si no se
ha extendido a otros tejidos u dOrganos, relacionado a estadios tempranos del
desarrollo tumoral. En la cirugia se remueve una parte especifica del pulmén
(lobectomia) o bien se puede remover el pulmén entero (neumonectomia) y
normalmente es apoyada con radioterapia o quimioterapia adyuvante (The Cancer
Council Victoria 2007).

La radioterapia y la quimioterapia son utilizados en tumores no operables, en estadios
avanzados del desarrollo tumoral o en los tipos histolégicos que suelen ser agresivos e
invasivos como el carcinoma de células pequefias. La quimioterapia y la radioterapia
previenen el crecimiento tumoral mediante el arresto del ciclo celular o bien mediante
su efecto citotoxico, induciendo directamente la muerte de las células tumorales (The

Cancer Council Victoria 2007 y Tesniere et al. 2009).
e Cisplatino

El cis-diaminodicloroplatino o cisplatino es uno de los medicamentos antitumorales
mas potentes y actualmente es de los principales tratamientos quimioterapéuticos en
contra del NSCLC (Wang et al. 2004 y Spiro et al. 2009).

El cisplatino es capaz de atravesar la membrana celular debido a que es una molécula
altamente lipofilica o también mediante sistemas transportadores, adn no
caracterizados, que promueven el flujo de la molécula al interior de la célula. Una vez
en su interior, la molécula se hidroliza formando un complejo altamente reactivo
capaz de reaccionar inespecificamente con sitios nucleofilicos de diferentes moléculas
intracelulares como DNA, RNA, proteinas, fosfolipidos, filamentos del citoesqueleto
etc., o bien puede ser neutralizada mediante sistemas detoxificantes como glutation o
metaloproteinas (Wang et al. 2004).

El efecto citotoxico por el cual el cisplatino elimina a las células tumorales es
mediante: i) generacion de aductos en el DNA, ii) incremento del estrés oxidativo vy iii)
inhibicion de la division celular (Panaretakis et al. 2009, Wang et al. 2004 y Gonzalez
et al. 2001).

12
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Figura 1. (A) Estructura molecular y reaccidn de hidrélisis del cisplatino, el compuesto
generado es altamente reactivo capaz de reaccionar con cualquier sitio nucleofilico en otras
moléculas. (B) Se indican los aductos mas comunes generados por el cisplatino al reaccionar
con el DNA, los que inhiben la sintesis del DNA asi como la transcripcion de genes que

conlleva a la muerte celular (Figura tomada de ref. Reed 2006).

El dafio generado por el cisplatino puede desencadenar distintos tipos de muerte
celular, como son: 1) catastrofe mitdtica, al inhibir la polimerizaciéon de los filamentos
de actina durante la mitosis, 2) necrosis, al favorecer la generaciéon de estrés
oxidativo y 3) apoptosis, debida a la generacién de aductos en el DNA. El tipo de
muerte por el cual la célula tumoral sucumbe depende de la concentracion de
cisplatino a la que son expuestas las células tumorales, la fase del ciclo celular en que

se encuentren éstas y la estirpe celular (Gonzalez et al. 2001).
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Apoptosis

La apoptosis es el proceso fisiolégico en el cual la célula sistematicamente inactiva,
desensambla y degrada su propia estructura y componentes funcionales para inducir
su propia muerte. Este proceso es altamente conservado, regulado, genéticamente
controlado y es dependiente de energia (Webb et al. 1997). La apoptosis esta
caracterizada y definida por lo cambios bioquimicos y morfolégicos en la célula, los
cuales son: la pérdida del contacto con la matriz celular (anoikis), contraccién o
encogimiento celular, la condensaciéon de la cromatina, la fragmentacion nuclear y la
formacion de los cuerpos apoptoticos, evitando que la membrana celular se rompa y
se vacie al exterior el contenido intracelular; sin embargo, se externalizan residuos de
fosfatidilserina en dicha membrana. A nivel nuclear se ha observado que ocurre la
fragmentacion del DNA a oligonucleotidos, fendmeno que no suele observarse en
todas las estirpes celulares (Kroemer et al. 2009 y Hotchkiss et al. 2009).

La apoptosis es un proceso natural en el desarrollo y en el mantenimiento de los
organismos multicelulares, juega un papel importante durante la embriogénesis y
metamorfosis, el balance entre la apoptosis y la proliferacion celular es responsable
de moldear tejidos y del desarrollo de 6rganos en los embriones. Este proceso de
muerte también es responsable de mantener la homeostasis celular y corporal; sin la
apoptosis, dos toneladas de médula 6sea y ganglios linfaticos y 16 Km de intestino se
acumularian en el cuerpo humano a la edad de 80 afios. También tiene un papel
defensivo importante, ya que el proceso favorece la eliminacion y la remocién de
células infectadas, mutadas o dafiadas (Vermelen et al. 2005, Dash 2005 y Hotchkiss
et al. 2009).

La desregulacion de la apoptosis estd implicada en un gran nimero de enfermedades.
Existen padecimientos donde existe una supresion de la apoptosis o una tolerancia a
los estimulos inductores de apoptosis como en el cancer o bien padecimientos en
donde hay una gran sensibilidad a morir por apoptosis, como en el Alzheimer,

Parkinson o en la infeccion por VIH. (Vermelen et al.2005, EImore 2007 y Dash 2005).
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e Proceso bioquimico para la induccidon de apoptosis

El proceso de muerte por apoptosis consta de tres etapas: la primera fase es la
iniciacion, en la cual la célula recibe un estimulo inductor de muerte; en la segunda
fase, de ejecucioén, se dan la mayor parte de los cambios bioquimicos y morfoldgicos
caracteristicos de la apoptosis y finalmente, la fase de eliminacién, donde los cuerpos
apoptoticos y restos celulares son retirados o eliminados por macroéfagos tisulares o
células adyacentes (Webb et al. 1997).

Se han reconocido varias vias principales de induccidon de apoptosis las cuales son: la
via intrinseca o de la mitocondria, la via extrinseca o del receptor y recientemente se
ha propuesto la via por p53; todas estas vias desencadenan la activacion de una
familia de proteasas llamadas caspasas (EImore 2007, Vermelen et al. 2005 y Brown
et al. 2005).

Las caspasas son un grupo de cistein proteasas, las cuales son sintetizadas como
proenzimas o zimogenos en todas las células. Se han identificado alrededor de una
docena de estas proteasas las cuales se dividen en tres grupos, las caspasas
iniciadoras (caspasas 2, 9, 8 y 10), las caspasas efectoras (caspasas 3, 6,y 7) y las
caspasas inflamatorias (caspasas 1, 4, y 5). Todas las procaspasas contienen 3
prodominios, denominados prodominio N-terminal, prodominio mayor o p20 y
prodominio menor o pl0. Las caspasas iniciadoras se caracterizan por tener
prodominios N-terminal de gran tamafio. Los prodominios N-terminal de las caspasas
iniciadoras 2 y 9 contiene un dominio reclutador de caspasa (Caspase Recruitment
Domain, CARD) mientras que las caspasas iniciadoras 8 y 10 contienen dominios
efectores de muerte (Death Effector Domain, DED). Estos dominios, en el prodominio
N-terminal de las caspasas iniciadoras, sirven de plataforma para su reclutamiento y
activacion en complejos proteinicos adaptadores (ver figura 2).

Las caspasas se caracterizan por poseer una cisteina en su sitio activo, el cual es
capaz de romper el enlace peptidico entre residuos de acido aspartico y cualquier otro
aminoacido. La especificidad por cada sustrato esta determinada por los 4 residuos de
aminoacidos posterior al sitio de corte en direccién al amino terminal.

Las caspasas son capaces de escindir componentes que son requeridos para el
funcionamiento vital de la célula como proteinas del citoesqueleto (lamininas o

filamentos de actina), proteinas reparadoras de DNA como Poli-(ADP-ribosa)-

15



Universidad Nacional Auténoma de México

Facultad de Quimica
polimerasa, proteinas reguladoras del ciclo celular como pRb o cinasas dependientes
de ciclinas, factores de transcripciéon como el NF-kB o son capaces de activar DNAsas
como la Caspase Activated DNAse (CAD) que durante la apoptosis se transloca al
nucleo provocando la escision del DNA. Las caspasas son responsables de la fase de
ejecucion de la apoptosis y por tanto las responsables de los cambios bioquimicos y
morfolégicos en las células durante la apoptosis. (Duprez et al. 2009, Fink et al. 2005,
Kroemer et al. 2005, Kumar 2007, Timmer et al. 2007).

Figura 2. Estructura general de las caspasas, se observan los tres prodominios: el prodominio
N-terminal, el prodominio mayor o p20 y el prodominio menor o pl10. Las caspasas deben ser
activadas para poder ser efectoras, esto es mediante la escision del prodominio N terminal.

(Figura tomada de Ref. Cohen 1997 y Kumar 2007)

e Via de la mitocondria

La via intrinseca o de la mitocondria esta controlada por las proteinas de la familia de
BCL-2. El balance entre estas moléculas y su actividad controlan la permeabilizacion
de la membrana mitocondrial (Mitocondrial Outer Membrane Permeabilization, MOMP).
Durante la permeabilizacion de la membrana mitocondrial se favorece la salida de
factores apoptoéticos del espacio intermembranal mitocondrial hacia el citoplasma
como: el citocromo C, el SMAC/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of
Caspase/Direct 1AP-Bing Protein with Low Pl), la End G (Endonuclease G), etc. Estos
factores pueden interactuar con moléculas adaptadoras citosoélicas para inducir la

activacion de las caspasas y llevar acabo la fase de ejecucion de la apoptosis, o bien,
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tienen una actividad efectora que contribuye al mecanismo de muerte (Chipuk et al.
2008, Hacker et al. 2007).

Las proteinas de la familia de BCL-2 son clasificadas en tres grupos basados en la
presencia de los cuatro dominios homdlogos que comparten (BCL-2 homology
domains, BH1-4 domains). Las proteinas antiapoptoéticas de BCL-2 comparten los
dominios BH1-4 generalmente se encuentran en la membrana externa de la
mitocondria, aunque también se han encontrado en la membrana nuclear y reticulo
endopladsmica. Las proteinas proapoptoéticas de BCL-2 se clasifican en dos clases, las
moléculas efectoras, como BAK (BCL-2 Antagonist Killer 1) y BAX (BCL-2 Associated X
Protein), que constitutivamente residen en la membrana mitocondrial y en el citosol,
respectivamente. Estas moléculas comparten los dominios BH1-3 y son capaces de
provocar la permeabilizacion de la membrana mitocondrial post-activaciéon creando un
poro proteolipidico responsable de la liberacién de los factores apoptdticos. La otra
clase de proteinas proapoptéticas Unicamente comparten el dominio BH3, y son
llamadas proteinas de dominio Unico BH3 (BH3 only proteins) como BAD (BCL-2
Antagonist of Cell Death), BIK (BCL-2 Interacting Killer), BIM (BCL-2 Interacting
Mediator of Death), PUMA (p53-pregulated Modulator of Death), BID (BCL-2
Interacting Mediator of Cell Death), etc. Estas proteinas funcionan como censores de
dafo celular como estrés oxidativo, radiacion, carencia de factores de crecimiento,
dafio al DNA, infecciones intracelulares, etc. El estrés celular promueve la activacion
de las proteinas de dominio Unico BH3 provocando cambios conformacionales en su
estructura, haciéndolas capaces de interactuar mediante su dominio BH3 con las
moléculas antiapoptéticas que por consecuencia tiene la neutralizacidon de éstas o bien
la activacion directa a BAX y BAK (Chipuk et al. 2008, Van Delft et al. 2006).
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Figura 3. Estructura y funciéon de la familia de proteinas de BCL-2. Las proteinas
proapoptdéticas de dominio Unico BH3 se pueden subdividir en activadores directos como BIM,
BID o PUMA y los censadores como BAD, BIK, BMF, NOXA. Las proteinas proapoptéticas
efectoras como BAK y BAX directamente crean el poro proteolipidico el cual permeabiliza la
membrana mitocondrial. El balance entre las proteinas proapoptéticas y antiapoptoéticas
determinan si la célula induce su muerte (Figura tomada de ref. Chipuk et al. 2008 y Hacker et

al. 2007).

Existen dos modelos que explican cémo la interacciéon en las proteinas de la familia de
BCL-2 provocan la permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial. Los modelos son:
el modelo de neutralizaciéon de las proteinas antiapoptéticas y el modelo de la
activacion directa de BAX y BAK, esto modelos no son mutuamente excluyentes.

El primero propone que las células expresan todas las clases de proteinas de BCL-2;

de tal forma, que las proteinas antiapoptéticas deben de inhibir continuamente la
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funciéon de BAK y BAX. La sefal, en la cual se induce la permeabilizaciéon de la
membrana mitocondrial, es en el momento en que al censar dafio celular las proteinas
antiapoptéticas son funcionalmente neutralizadas por las proteinas proapoptéticas de
dominio Unico BH3; de esta forma indirectamente se promueve la liberacién de BAX y
BAK de sus inhibidores antiapoptdticos, para su hetero-oligomerizacion en la
membrana mitocondrial y formar los poros proteolipidicos responsables de la salida de
los factores apoptoéticos (Chipuk et al. 2008, Hacker et al. 2007).

El modelo de la activacion directa de BAX y BAK propone que durante la apoptosis
sufren un cambio conformacional mediante la interaccibn con proteinas de dominio
Unico BH3 como BIM, BID y PUMA. Estas moléculas se activan al censar dafio celular y
funcionan como activadoras directas de BAK y BAX. Los cambios conformacionales en
BAX y BAK provocan su translocacion a la mitocondria (en el caso de BAX) y la
oligomerizacion en la membrana mitocondrial alterando la permeabilidad de la
mitocondria (Chipuk et al. 2008, Hacker et al. 2007).

Una vez permeabilizada la membrana mitocondrial son liberados los factores
apoptéticos (citocromo C, SMAC/DIABLO, End G, etc.) al citosol. El citocromo C
interactiia con APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) que junto con ATP
forma un complejo multiproteico llamada apoptosoma, el cual expone un dominio
CARD que es capaz de reclutar a la procaspasa 9 e interactuar con el otro dominio
CARD de la misma caspasa 9 favoreciendo su activacion. Siendo efectora la caspasa
9, activa a las caspasa ejecutoras para llevar acabo la fase de ejecucién de la
apoptosis. La endonucleasa G al ser liberada, se transloca al ndcleo donde escinde al
DNA a oligonucledtidos, mientras que el SMAC/DIABLO inhibe a los IAP’s (Inhibitors
of Apoptosis), los cuales directa e indirectamente inhiben la actividad de las caspasas
(Van Loo et al. 2002).
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Figura 4. Induccion de apoptosis mediado por la mitocondria. Las moléculas de dominio Unico
BH3 algunas de ellas como BAD, BIK, BIM, etc., al censar estrés celular, como infecciones
intracelulares, dano al DNA, estrés oxidativo etc., neutralizan a los proteinas proapoptoéticas
de la familia de BCL-2 liberando a BAX y BAK de sus represores, o bien el estrés celular
directamente activa a BAK y BAX mediante la interaccién con activadores directos como BID,
BIM o PUMA que sufren cambios estructurales, debido al estrés celular, propiciando la
activacion de estos. Una vez permeabilizada la membrana mitocondrial se favorece la
activacion de caspasas, siendo este el punto de no regreso para completar la muerte celular
(Hacker et al.2007).
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e Via del receptor

La via extrinseca se activa cuando las moléculas de la superfamilia del TNF
interactian con su receptor en la membrana celular. Estos receptores de muerte,
miembros de la familia de receptores del TNF incluyen TNF-R1, Fas o CD95, TRAMP o
Apo-3, TRAIL-1 y TRAIL-2. Al interaccionar cada ligando con su receptor, éste se
trimeriza favoreciendo el reclutamiento de proteinas adaptadoras especificas, como
FADD (Fas-Associated Death Domain), a los dominios de muerte en la regiéon
citoplasmaética del receptor, induciendo asi la formaciéon de un complejo multiproteico
intracelular llamado DISC (Death Inducing Signaling Complex). A este complejo
multiproteico se asocia posteriormente la procaspasa 8 6 10, mediante sus dominios
efectores de muerte (Death Effector Domain, DED) e interactia con el DISC para
autocatalizarse y activarse. Una vez activada la caspasa 8 6 10, la fase de ejecucion
es desencadenada. Para los otros receptores de muerte la activacién de las caspasas
ocurre de forma similar (Vermeulen et al.2008, Hengartner 2000, Gupta 2001).

La via extrinseca aumenta el umbral de sefializacion de muerte al activar la via de la
mitocondria (Cross-talk). Al inducirse la activacion de la caspasa 8, esta escinde a BID
para dar lugar a una forma analoga activa de BID llamada tBID (truncated BID). tBID
interactia con BAX que se encuentra en el citosol induciendo su activacion y
translocacion a la membrana mitocondrial o también tBID puede directamente
translocarse a la membrana mitocondrial provocando la oligomerizacion de BAK y asi

la permeabilizacion de la membrana mitocondrial (Ott et al. 2009, Hengartner 2000).
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Figura 5. La via extrinseca o del receptor estd mediada por la familia de receptores del TNF.
Al interaccionar cada receptor con su ligando este se trimeriza favoreciendo el reclutamiento
de moléculas adaptadoras como FADD vy la procaspasa 8 6 10; que al interactuar mediante los
dominios de muerte (DD, Death Domain) forman el DISC favoreciendo asi la autocatélisis
proteolitica y activacion de la caspasa. Siendo efectora la caspasa 8 6 10 activan a las

caspasas efectoras como la 3, 6 y 7, siendo este el punto de no retorno.
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e Via por p53

p53 es una proteina supresora de tumor que actia como el guardian del genoma, ya
que censa dafio al DNA, causando el arresto en ciclo celular temporal o permanente
(senescencia), para permitir la reparacion del DNA; sin embargo, si esto no es posible
induce la apoptosis de la célula. En este ultimo caso, p53 favorece el reclutamiento de
un complejo multiproteico llamado PIDDOsoma, el cual, induce la activacion de la
caspasa iniciadora 2; la cual, siendo efectora, activa a las caspasas ejecutoras
desencadenando la fase de ejecuciéon de la apoptosis. O bien, p53 promueve la
sintesis y la activacion de moléculas de dominio Unico BH3 como PUMA y NOXA,
desencadenando la apoptosis mediada por la via de la mitocondria (Gupta 2001

Vermeulen et al. 2005, Brown et al. 2005).

Los cuerpos apoptoéticos formados son el resultado de la fase de ejecucion de la
apoptosis; una vez formados la fase de eliminacion es llevada acabo por los
macroéfagos tisulares o bien por células adyacentes, que fagocitan o endocitan a las
células apoptoéticas. El reconocimiento y fagocitosis de las células apoptéticas depende
de las sefales secretadas y expresadas en la superficie celular llamadas sefales “find
me” e “eat me” captadas por los células fagociticas profesionales y no profesionales
(Jeannin et al. 2008, Ravichandran et al. 2007).

La lisofosfatidilcolina, producto de la degradacion de fosfatidilcolina durante la
apoptosis, tiene una actividad de sefal “find me”; mientras que la sefial “eat me”
mejor caracterizada es la fosfatidilserina, la cual se encuentra en el interior de la
célula, pero cuando esta muere por apoptosis, sufre rearreglos en los fosfolipidos de
la membrana celular provocando que residuos de fosfatidilserina se expongan al
exterior de la célula. Se ha demostrado que la exposiciéon de fosfatidilserina es el
evento clave para la fagocitosis de los cuerpos apoptoéticos, ademas de tener un
efecto antiinflamatorio (Jeannin el al. 2008, Ravichandran el al. 2007).

La apoptosis fisiolégica es silenciosa, es decir, es un proceso antiinflamatorio donde
Nno se monta una respuesta inmune, esto debido a que el contenido intracelular no se
libera el exterior como en la necrosis; ademas, los macroéfagos tisulares al no censar
estimulos inmunogénicos secretan potentes citocinas antiinflamatorias como IL-10 o

TGF-B (Tesniere el al. 2008b).
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Apoptosis Inmunogénica

Se ha considerado que en una persona sana adulta, cada segundo, un millén de
células mueren por apoptosis, como producto de la renovacién de los tejidos y el
recambio celular (Cotter 2009, Tesniere el al. 2008a). Este proceso controlado de
muerte y proliferacion celular mantiene la homeostasis celular y corporal. Las células
apoptoéticas, durante la apoptosis fisiolégica, son endocitadas o fagocitadas
rapidamente por células adyacentes o células fagociticas evitando una necrosis
secundaria y que se induzca una respuesta inmune.

En cambio, la primera linea de defensa en contra de patdgenos intracelulares es la
muerte por apoptosis de la célula infectada, evitando que los patdgenos sigan
proliferando, se liberen y se propague la infecciéon. Cuando una célula muere por
apoptosis en una infeccion intracelular se induce una respuesta inmune en contra del
patégeno. De esta forma; las células infectadas se eliminan a por mecanismos
inductores de apoptosis como la interaccion Fas/FasL, por la secrecion de TNFa o por
la secrecion de granzima/perforina; estos mecanismos efectores son desencadenados
por diversas células del sistema inmune (Vermeulen el al. 2005). Asi mismo, durante
la inmunovigilancia el sistema inmune es capaz de reconocer células transformadas y
eliminarlas empleando los mismos mecanismos efectores promoviendo que se induzca
un respuesta en contra de la células transformadas lo que evita la aparicion de un
posible tumor. Recientemente se ha reportado que el estrés inducido en células
tumorales por algunos agentes quimioterapéuticos como antraciclinas y oxiplatino o la
radiacion ionizante y luz UV tipo C (UVC) induce la muerte de las células tumorales
por apoptosis y estas desencadenan una respuesta inmune en contra éstas (Stagg
2007, Haynes el al. 2008). La diferencia entre la apoptosis fisiolégica y la que
desencadena un respuesta inmune, llamada apoptosis inmunogénica, es la expresion
en la membrana celular y la secrecion de ciertas moléculas llamadas DAMPs (Damage
Associated Molecular Patterns). Estas moléculas poseen una actividad funcional
particular durante la vida normal celular, pero al ser expresadas y secretadas por
células apoptoticas favorecen la fagocitosis de éstas, la activacion y maduracién de
células dendriticas y macrofagos, el procesamiento de antigeno y la activacion de los
linfocitos T (Green el al. 2009).
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Los principales DAMPs caracterizados son la expresion de la Calreticulina (CRT) en la
membrana celular, que actiia como sefial de “eat me”, la secreciéon de las proteinas de
choque térmico (HSPx) y la HMGB1 (High Mobility Group Box 1) que actian como

alarminas (ver Tabla 1) (Green el al. 2009, Tesniere el al. 2008b).

Tabla 1. DAMPs y sus efectos en células dendriticas (Tabla tomada de ref. Tesniere el al.

2008b).

DAMPs Efecto en células dendriticas
Moléculas expresadas HSP70 APresentacion de antigeno
en la membrana celular | HSP90 APresentacion de antigeno
Calreticulina AFagocitosis
Fosfatidilserina | AFagocitosis
Mediadores HSP70 Favorece maduracion de células
proinflamatorios dendriticas
HSP90 APresentacion de antigeno
HMGB1 APresentacion de antigeno

e La Calreticulina

La calreticulina (CRT) es un proteina de 46 kDa altamente conservada codificada por
un solo gen de 1.9 kb localizado en el cromosoma 19 en humanos. Esta proteina
reside principalmente en el lumen del reticulo endoplasmico donde lleva acabo sus
funciones. El analisis estructural de la CRT ha determinado tres principales dominios:
el dominio N-terminal de 180 aminoacidos llamado dominio N; el dominio P que es
rico en residuos de prolina y actiia como sitio de unién de alta afinidad a Ca®*" y la
region C-terminal llamada dominio C, que contienen 110 aminoacidos de origen acido,
ricos en residuos de acido aspartico y acido glutamico, que de igual forma son capaces
de unir Ca*" pero con una menor afinidad (Michalak 1999, Johnson et al. 2001).

La CRT posee dos funciones principales en el reticulo endoplasmico: i) Actia como
chaperona para el correcto plegamiento de proteinas durante la sintesis de éstas vy ii)
en la regulacion de la homeostasis de Ca?* intracelular (Michalak 1999, Johnson et al.
2001).

La CRT es una chaperona tipo lectina que actua previniendo la agregacion de

proteinas parcialmente plegadas donde también interviene como un promotor de la
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correcta sintesis de proteinas, incluyendo canales ionicos, receptores de membrana,
integrinas, transportadores, etc., (Michalak 1999, Johnson et al. 2001).

El reticulo endoplasmico es el principal almacén de Ca*" intracelular, y su
concentracion es dos a tres veces mayor en orden de magnitud que la concentracion
Ca®" en el citoplasma. Las proteinas de union a calcio como la calreticulina modulan la
actividad de moléculas que permiten el flujo del Ca®" hacia el interior del reticulo
endoplasmico (Michalak 1999, Johnson et al. 2001).

Se ha documentado que la CRT tiene un papel importante durante la apoptosis.
Ciertos farmacos quimioterapéuticos como las antraciclinas y el oxiplatino inducen la
muerte de las células tumorales por apoptosis promoviendo la translocacion de la CRT
a la membrana celular en etapas tempranas de la apoptosis. El estrés inducido en el
reticulo endoplasmico por los farmacos favorece la co-translocacion de la CRT junto
con ERp57 en forma de un complejo proteico a la membrana celular. Ya en la
membrana celular, la CRT es reconocida por células dendriticas y macroéfagos,
aumentando considerablemente la fagocitosis de las células apoptéticas que la
exponen, favoreciendo el procesamiento y la presentacion de antigeno por células
presentadoras de antigeno profesionales (Gardai el al. 2005, Obeid el al. 2007b,

Tesniere el al. 2008a y b, Panaretakis el al. 2009, Tesniere el al. 2009).
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ANTECEDENTES

El papel de la CRT en la apoptosis inmunogénica

Recientemente se ha descrito que la Calreticulina (CRT) tiene un papel fundamental
en la apoptosis inmunogénica, ya que la expresion de esta molécula en la membrana
citoplasméatica de las células en apoptosis favorece la induccidon de la respuesta
inmune. Se ha descrito que bajo ciertas condiciones, células en apoptosis externalizan
la CRT en la membrana celular y su externalizacién esté relacionada directamente con
un aumento en la fagocitosis de las células apoptoéticas (Gardai et al. 2005 y Obeid et
al. 2007b).

En experimentos realizados in vitro con lineas de fibroblastos embridnicos de ratén
CRT™* y CRT” inducidos a apoptosis mediante la exposicién a luz UV, se observé que
los fibroblastos CRT*’* expresan la CRT en la membrana celular lo que se asocié con el
incremento del indice de cuerpos apoptoticos fagocitados por células fagociticas
profesionales y no profesionales, lo anterior en comparacién con los fibroblastos CRT
7. Ademads, la adicibn de CRT recombinante a las células apoptéticas CRT”
restablecio indices similares de fagocitosis (Gardai et al. 2005).

En estudios subsecuentes llevados acabo en lineas tumorales de origen murino como:
CT26 de carcinoma de colon, B16-F1 de melanoma, MCA205 de fibrosarcoma y TS/A
de carcinoma de mama; y de origen humano como: HCT116 de cancer de colon, A-
549 de carcinoma de pulmén y HelLa de cancer cervical, los farmacos
quimioterapéuticos como mitomicina c, etopésido, cisplatino, etc., inducen apoptosis
en las lineas tumorales y algunos de estos farmacos como: las antraciclinas y el
oxiplatino, asi como la luz UVC y la radiacién ionizante, ademas, favorecen la co-
translocaciéon del complejo CRT/ERp57 a la membrana celular, evento que se observa
aun antes de se externalice la fosfatidilserina, lo cual ha sido considerado como un
evento temprano en la apoptosis (Obeid et al. 2007b y Panaretakis et al. 2008). De
igual forma, la externalizacion de CRT a la membrana celular, por efecto de los
farmacos, se asocié con el incremento de la fagocitosis de las células tumorales por
células dendriticas. (Obeid et al. 2007a y b, Panaretakis et al. 2008).

Estudios subsecuentes en modelos animales confirmaron la importancia y el papel que

juega la externalizaciéon de la CRT en la apoptosis inmunogénica. La administracion a
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ratones inmunocompetentes de células CT26 de carcinoma de colon tratadas con
diferentes inductores de apoptosis que promueven la externalizacion de la CRT como:
la luz UVC, las antraciclinas, el oxiplatino, etc., caus6 que en los animales que
recibieron un segundo in6culo con células tumorales vivas sin tratamiento no se
detectara desarrollo tumoral, esto comparado con animales que inicialmente fueron
inoculados con células tumorales que no externalizaron CRT, donde se detectd
desarrollo tumoral en el sitio de in6culo.

Se determind de esta manera que el in6culo primario confiri6 una protecciéon
antitumoral soélo a aquellos ratones donde las células tumorales apoptéticas
externalizaron la CRT. Estos hallazgos indicaron que existe una inmunogenizacion
exitosa y permanente que le confiere proteccion a los ratones en contra del posible
desarrollo tumoral mediado por la expresiéon de la CRT (Obeid et al. 2007a,

Panaretakis et al. 2009, Tesniere et al. 2009).

e Factores moleculares involucrados en la externalizacibn de CRT durante la

apoptosis inmunogénica

El mecanismo por el cual la CRT se transloca a la membrana celular todavia no esta
bien esclarecido pero se han identificado varios fendmenos moleculares intracelulares
que intervienen en la externalizacion de la CRT.

El dafo genotdxico ejercido a la célula por farmacos como la campotecina, la
mitomicina ¢ o el cisplatino no son suficientes para inducir la externalizacion de la
CRT; en cambio, analogos genotdoxicos como las antraciclinas y el oxiplatino si
favorecen la externalizacién de la CRT. Al inducir apoptosis a células CT26, a las que
se les retird el ndcleo, mediante la exposicidn a antraciclinas se observé que estas
células son capaces de translocar la CRT a la membrana celular, por lo que el dafio al
DNA no es determinante para la externalizacion de la CRT (Obeid et al. 2007b). Uno
de los mecanismos de accidn citotoxica que comparten las antraciclinas, el oxiplatino
y la radiacion ionizante es que generan especies reactivas de oxigeno (ROS). Al
probar diferentes antioxidantes, durante la induccién de apoptosis en células CT26 con
antraciclinas, se observd que los antioxidantes favorecen la sobrevivencia celular y
evita la externalizacion de la CRT, probando que la generacion de estrés oxidativo

favorece la externalizaciéon de la CRT (Panaretakis et al. 2008).
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Otro de las factores moleculares que se ha observado, durante la apoptosis inducida
por antraciclinas, es que favorecen la fosforilacion y activacion de PERK (PKR-like
Endoplasmic Reticulum Kinase); la cual es una cinasa inducida por estrés a nivel del
reticulo endoplasmico. PERK fosforila a elF2a, la cual asiste para que la CRT junto con
ERp57 sean translocadas del lumen del reticulo endoplasmico hacia el aparato de
Golgi y posteriormente a la membrana celular mediante el sistema de transporte por
vesiculas excretoras llamadas SNAREs (SNAP, Soluble NSF Attachment Protein,
Receptors). La inhibicion de la fosforilacion de PERK, elF2a o del sistema de
transporte SNARE inhibe la externalizacién de la CRT. (Panaretakis et al. 2009, Garg
et al.2010).

Se ha identificado que la activacion de las caspasas, especificamente la caspasa 8,
también estan involucradas en la externalizacion de la CRT. Las antraciclinas y el
oxiplatino favorecen la activacion de la caspasa 8, por un mecanismo todavia
desconocido; una vez activada esta caspasa escinde a Bap3l generando un
subproducto proapoptdtico llamado p20 que interactia con proteinas de la familia de
BCL-2, como BAX y BAK favoreciendo la activacion de éstas. La inhibicion de la
caspasa 8, de la escisién de Bap31 o del subproducto p20, asi como de BAX o BAK,
responsables de la permeabilizacion de la membrana mitocondrial durante la
inducciébn de apoptosis con antraciclinas, inhiben la externalizacion de la CRT.
(Panaretakis et al. 2009 y Garg et al. 2010) .

Los mecanismos moleculares hasta ahora descritos funcionan de forma coordinada de
tal manera que la carencia de alguno de ellos puede evitar que durante la induccion

de apoptosis no se externalice la CRT. (Obeid et al. 2009).
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Figura 1. Via de externalizacion de la CRT/ERp57 durante la inducciéon de apoptosis mediada
por la exposicion a antraciclinas, oxiplatino o luz UVC. Los inductores de apoptosis activan dos
vias principales de sefalizacién, la representada por flechas rojas correspondientes a la
induccion de apoptosis y por flechas azules correspondiente a la via de translocacion de la CRT
a la membrana celular. Ambas vias se originan en torno a la activaciéon de PERK via la
generacion de estrés en el RE; posteriormente PERK fosforila y activa a elF2q, la cual, asiste
para la translocacion del complejo CRT/ERp57 via las vesiculas excretoras SNARE del lumen
del RE al aparato de Golgi hasta la membrana celular. Paralelamente, la via apoptética es
orquestada coordinadamente para favorecer la externalizacion de la CRT mediante la
activacion de la caspasa 8, la posterior escision de Bap31 y la generaciéon del subproducto p20,
la activacion de BAX y BAK y la salida de Ca®" del RE. Es importante resaltar que a pesar de
inhibir las vias mencionadas y por lo tanto inhibir la translocacion de la CRT a la membrana

celular, la muerte celular persiste (Figura editada de referencia Garg et al. 2010).
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JUSTIFICACION

A pesar que en algunos tipos de cancer, como en el mama, proéstata y colén, se han
obtenido avances importantes en su tratamiento, en otros casos, como en el cancer
pulmonar, el tratamiento ha sido poco efectivo; incluso en casos donde
aparentemente ha sido eliminado el tumor (total remisién), micrometéastasis o células
tumorales latentes residuales a menudo favorecen el desarrollo neotumoral (Obeid et
al. 2007a).

Con el fin de eliminar la reincidencia tumoral se han planteado varias soluciones; se
ha propuesto el disefio de estrategias para la eliminacion de células tumorales
residuales por medio de posibles tratamientos quimioterapéuticos secundarios o
adyuvantes al tratamiento primario o bien, la estimulacion del sistema inmune
favoreciendo la respuesta inmune en contra de células tumorales residuales. En este
segundo punto, la induccién de la muerte inmunogénica de las células tumorales por
medio del tratamiento quimioterapéutico permitiria la intervencion del sistema inmune
para la erradicacion de las células tumorales residuales, por lo que la inducciéon de la
muerte celular inmunogénica se ha planteado como uno de los principales objetivos
de los nuevos tratamientos quimioterapéuticos. Esto es importante ya que la
quimioterapia seria O6ptima si se promueve la muerte celular inmunogénica
provocando una respuesta inmunoldégica que elimine a las células tumorales
residuales. Por lo tanto, es importante conocer los agentes que inducen apoptosis
inmunogénica asi como el mecanismo molecular por el cual estos agentes
quimioterapéuticos u otros estimulos provocan este fendmeno, con el fin de
desarrollar farmacos que promuevan la muerte celular inmunogénica. De igual forma,
es necesario evaluar si las células tumorales de cancer pulmonar externalizan la CRT
en respuesta al tratamiento con cisplatino, ya que es el farmaco de eleccion en la
terapia de este tipo de cancer.

La falla del tratamiento quimioterapéutico puede estar relacionado directamente con
la incapacidad de las células tumorales de morir por apoptosis inmunogénica o la
incapacidad de los farmacos de favorecer la muerte inmunogénica (Obeid et al. 2007a,
2009).
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HIPOTESIS

Si un inductor de apoptosis favorece la translocacién de la CRT a la membrana celular
en lineas de carcinoma pulmén, entonces habrd un mayor porcentaje de fagocitosis de

dichas células por macroéfagos.

OBJETIVOS

. Determinar la presencia de calreticulina en la membrana citoplasmica de células

de carcinoma pulmonar tratadas con agentes inductores de apoptosis.

. Discernir si el cisplatino promueve la translocacion de calreticulina a la

membrana citoplasmica de células de carcinoma pulmonar.
. Determinar si la translocaciéon de calreticulina a la membrana citoplasmica

favorece un aumento de la fagocitosis de las células de carcinoma pulmonar por

macroéfagos
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MATERIALES Y METODOS
e Lineas celulares y Reactivos

Se emplearon las siguientes lineas celulares tumorales: A-427 y A-549 de tipo
adenocarcinoma pulmonar y Calu-1 de tipo carcinoma epidermoide pulmonar,
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC Rockville, MD, USA). Se
empled la linea 1.3.11, la cual se establecié en laboratorio de Cancer Pulmonar a
partir del derrame pleural proveniente de un paciente sin tratamiento con diagnéstico
de adenocarcinoma pulmonar previamente caracterizadas (Lopez Gonzélez et al.,
1998). Se utiliz6 ademéas la linea de macréfagos THP1 proveniente de leucemia
monocitica aguda humana también obtenida de la ATCC.

Todas las lineas tumorales empleadas presentaron caracteristicas de adhesion durante
su cultivo con excepcion de los macréfagos THP1. Las lineas celulares se cultivaron en
medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO) suplementado al 10% de suero
fetal bovino (Hyclone Logan, Utah) y 1% de antibidticos a una concentracion de 100
U/mL de bencilpenicilina y 100 pM/mL de estreptomicina. Los cultivos celulares se
mantuvieron en incubacién en atmodsfera humeda al 5% de CO, a 37° C. Al llegar a
subconfluencia, las células adherentes se trataron con solucion de tripsina al 0.05% y
agitacion mecanica para su desprendimiento. Se determiné la viabilidad de las lineas
celulares tumorales posterior al desprendimiento mediante tincidon por exclusién con
azul tripano y siempre correspondié a valores mayores al 90%. El conteo y ajuste de
concentracion de células tumorales para los distintos ensayos se realizé6 empleando la

camara de Neubauer.

Reactivos Casa comercial
Campotecina Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO.
Cisplatino Accocit 50mg/50mL Accord Farma S.A. De C.V.
México D. F.

Anexina V marcada BiolLegend San Diego, CA.

con isotiocianato de Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz, CA.
fluoroceina (FITC)

loduro de propidio Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO.

PD
Alamar azul Invitrogen, CA.
Kit PKH26 Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO.
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Anticuerpos Clase Casa Comercial Clona

Anti-CRT humana IgG hecho Sigma Aldrich Co, St. Louis MO. Policlonal
en conejo

Anti-1gG de conejo IlgG hecho BD Biosciences San Jose, CA. Policlonal

marcado con en burro

ficoeritrina (PE)

Anti-CD45 humano I1gG BD Pharmigen San Jose, CA. HI30

marcado con PE-

Cy5

Anti-Fas humano IgM MBL Medical & Biological Laboratories CH11

Naka-ku, Nagoya Japon.

Figura 1. Esquema general de la metodologia llevada a cabo para el protocolo experimental.
Se cultivaron diferentes lineas de carcinoma pulmonar a las cuales se les indujo apoptosis
mediante diferentes tratamientos y se les determinaron tres diferentes parametros: 1) El
porcentaje de células en apoptosis. 2) El porcentaje de células que expresan CRT. 3) El

porcentaje de células tumorales fagocitadas por los macréfagos THP1.
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e Induccibn de apoptosis por campotecina, anticuerpo agonista anti-Fas y

exposicion a luz UV.

Se adicionaron 10° células A-427 en suspensiéon en medio RPMI 1640 suplementado a
los pozos de placas de 24 pozos; en un volumen final de 1 mL bajo las siguientes
condiciones: 1) Anticuerpo agonista anti-Fas a una concentraciéon de 2.5 ug/mL
previamente adsorbido a la placa para la induccién de apoptosis, 2) disolucion de
campotecina a una concentracion final de 2.5 yuM, 3) exposicion a luz UV durante 1'y
4) medio de cultivo RPMI suplementado sin tratamiento. La placa se incub6 durante 4
6 24 h a 37° C. Terminado el tiempo de incubacién se llevé acabo la determinacion del
porcentaje de células en apoptosis asi como del porcentaje de células que expresan

CRT en la membrana celular (ver adelante).

¢ Induccion de apoptosis por cisplatino

Se adicionaron 10° células A-427, A-549, Calu-1 y 1.3.11 en suspension en medio
RPMI 1640 suplementado a los pozos de placas de 24 pozos; posteriormente, se
adiciond un alicuota de la disolucidon de cisplatino para completar a un volumen final
de 1 mL a las siguientes concentraciones finales de cisplatino: 25, 50, 100 y 200 uM.
La placa se incub6 durante 6 h a 37° C. Terminado el tiempo de incubacion se llevo
acabo la determinacion del porcentaje de células en apoptosis y del porcentaje de

éstas que expresan CRT en la membrana celular (ver adelante).

35



Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Quimica

Figura 2. Metodologia empleada para la induccién de apoptosis por diferentes tratamientos.

e Determinacion del porcentaje de células en apoptosis

Posterior a la induccion de apoptosis se determiné el porcentaje de células tumorales
en apoptosis mediante el marcaje con Anexina V FITC/PIl. Se recuperaron las células
tumorales de la placa de 24 pozos mediante agitaciéon mecanica suave en tubos falcon
para citometro (Beckton Dickinson NJ), después de un lavado con PBS mediante
centrifugacién a 1500 rpm durante 5’, se resuspendié en 100 uL de disolucion de
marcaje conteniendo Anexina V FITC/Pl en amortiguador HEPES como lo indica el
fabricante. Las suspensiones de células se incubaron durante 15 a temperatura
ambiente en obscuridad; posteriormente, se adicionaron 200 pL de amortiguador

HEPES para un volumen final de 300 pL. La suspensiones celulares se analizaron
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mediante citometria de flujo utilizando un citbmetro FACScalibur Becton Dickinson
empleando el programa de adquisicion y andlisis Cell Quest. Se utiliz6 un haz de
excitacion de 488 nm y un filtro con paso de banda de 515 nm para la deteccion de
las células apoptéticas marcadas con Anexina V FITC y un filtro >600 nm para la
deteccion de Pl intercalado al DNA en las células tumorales. En todas las

determinaciones se adquirieron 10* eventos por cada muestra para su analisis.

Figura 3. Metodologia empleada para la determinacién del porcentaje de células en apoptosis.
La anexina V se une a residuos de fosfatidilserina (PS) expresada en la membrana citoplasmica
de células en apoptosis temprana, mientras que el Pl se intercala en el DNA solo cuando la

membrana celular a perdido su integridad durante apoptosis tardia o en necrosis.
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e Determinacion del porcentaje de células que externalizan CRT a la membrana

celular

Después de la induccidén de apoptosis se recuperaron las células tumorales de la placa
de 24 pozos mediante agitaciéon mecanica suave en tubos falcon para citobmetro, se
lavaron con PBS/BSA y se resuspendié en 100 uL de solucion de marcaje con
anticuerpo anti-CRT humana diluido 1:200 en amortiguador PBS/BSA. Las
suspensiones celulares se incubaron durante 45’ a temperatura ambiente en
agitacion; posteriormente, se lavdé y se resuspendié en 100 pL de solucion de
anticuerpo anti-lgG PE en PBS/BSA, como marcaje secundario, a una relacion de 1 pL
de anticuerpo por cada 10° células, como lo indica el fabricante. Los tubos se
incubaron nuevamente a temperatura ambiente, a oscuridad y agitaciéon durante 30’.
Finalizado el tiempo de incubacién, la suspension celular se lavo y se fij6 en p-
formaldehido al 1% en amortiguador PBS. Las suspensiones celulares se analizaron
mediante citometria de flujo empleando el canal FL2 para la deteccién de la marca de

ficoeritrina (PE) del anticuerpo secundario.
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Figura 4. Metodologia experimental para la determinacion del porcentaje de células que

expresan CRT en la membrana celular debido a los diferentes inductores de apoptosis.

e Marcaje de las células A-427 con PKH26 para el ensayo de fagocitosis

Previ6 a la induccién de apoptosis se marcaron las células tumorales A-427 con el kit
de PKH26; el cual, es un fluorocromo que se intercala en la membrana celular sin
dafiar a la célula. Se empled el siguiente procedimiento: Una vez desprendidas las
células tumorales del cultivo celular, se lavaron dos veces con medio RPMI 1640 sin
suplementar en un tubo falcon para citdmetro. Posteriormente se resuspendié en 100
pL de diluyente C del kit PKH26 y se adicioné 100 pyL de disolucién de PKH26 [1:100]

en diluyente C, como lo indica el fabricante. La suspension celular se mantuvo en
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agitacion, en obscuridad a temperatura ambiente durante 5’. Terminado el tiempo de
incubacion se adicioné 1 mL de suero fetal bovino y 4 mL de RPMI suplementado. Se
lavé la suspension de células con RPMI 1640 suplementado y se resuspendid en el
mismo medio. Se hizo el conteo de células con la caAmara de Neubauer y se determind

la viabilidad mediante exclusién con azul tripano.

e Determinaciéon del porcentaje de células tumorales fagocitadas por Ilos

macroéfagos THP1

Posteriormente al marcaje de las células tumorales A-427 con PKH26, se les indujo la
muerte por apoptosis mediante la metodologia previamente descrita. Después de la
incubacion, las células tumorales marcadas con PKH26 se recuperaron mediante
agitacion mecanica suave, se lavaron con RPMI 1640 suplementado y se
resuspendieron en el mismo medio. A las suspensiones de células tumorales se
adicion6 los macréfagos THP1 en una relacion de 5 macrofagos por célula tumoral, a
un volumen final de 1 mL. Los cocultivos se incubaron durante 4 h a 37°C. Posterior a
la incubacion, las suspensiones celulares se lavaron con PBS/BSA y se resuspendieron
en solucién de marcaje con anticuerpo Anti-CD45 marcado con PE-Cy5 en PBS/BSA.
La suspension celular se incub6 a temperatura ambiente, en obscuridad y agitacion
durante 30’. Terminado el tiempo de incubacién se lavaron las suspensiones celulares
con PBS/BSA y se fijaron en p-formaldehido 1% en PBS para su posterior analisis
mediante citometria de flujo. Se empleé el canal FL2 para la deteccién de la marca del

PKH26 y el canal FL3 para la detecciéon de la marca PE Cy5 del anticuerpo anti-CD45.
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Figura 5. Graficas de densidad representativos del andlisis llevado acabo para la
determinacion del porcentaje de células A427 fagocitadas por los macrofagos THP1 a partir de
15 000 eventos adquiridos al citdbmetro por muestra. (a) Macréfagos THP1 marcados con el
CD45 PE-Cy5, (b) células A-427 marcadas con PKH26, (c) cocultivo de macréfagos y células
tumorales sin tratamiento y (d) cocultivo con los macréfagos y las células tumorales tratadas
con luz UV. El PKH26 es un fluorocromo que se intercala a la membrana citoplasmaética sin
dafiar a la célula tumoral; los macréfagos que sean reconocidos por el citbmetro con las dos
marcas, tanto del PKH26 como del anticuerpo anti-CD45 PE-Cy5, corresponden a los

macroéfagos que han fagocitado células tumorales.
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e Anadlisis Estadistico

El analisis de los datos adquiridos en el citometro fue realizado con el programa de
computo WinMDI 2.9 y FlowJo 9.0

Para determinar si existen diferencias significativas entre la expresion de CRT en la
membrana celular asi como el porcentaje de fagocitosis, causada por los tratamientos
con respecto a los controles, a los resultados obtenidos se les realizé analisis de

varianza y la prueba de Tukey utilizando el programa Prism 5.
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RESULTADOS

e Apoptosis en la linea A-427 inducida por campotecina, luz UV y anticuerpo

agonista anti-Fas.

Se determiné el porcentaje de células A-427 en apoptosis a las 4 y 24 h de
tratamiento con campotecina, exposicion a luz UV y el anticuerpo agonista anti-Fas
utilizando el marcaje con Anexina V FITC y Pl (Kroemer 2009). Para distinguir entre
las células viables de las células en apoptosis temprana y apoptosis tardia o necrosis
se obtuvieron las gréaficas de puntos obtenidas mediante el analisis por citometria de
flujo (Figura No 1).

Los resultados de los diferentes tratamientos de inducciébn de apoptosis se
compararon con los obtenidos con células tumorales A-427 sin tratamiento; ademas,
se incluyé una condicién en la cual se indujo la necrosis de células tumorales
mediante ciclos de congelacién y descongelacion.

En general, los diferentes tratamientos indujeron alrededor de un 30% de células en
apoptosis temprana a las 4 h (ver Figura 1la). El anticuerpo anti-Fas indujo el mayor
porcentaje de células en apoptosis temprana y este mismo comportamiento se
acentud a las 24 h. El tratamiento con la campotecina y luz UV incrementaron el

porcentaje de células en apoptosis tardia a las 24 h (ver Figura l1a y 1b).
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Figura 1. Porcentaje de células A-427 en apoptosis a las 4 y 24 h de tratamiento. (a) Graficas
de puntos representativas de uno de tres experimentos independientes donde se ilustra las
células viables Anexina V-/Pl- (cuadrante inferior izquierdo), en apoptosis temprana Anexina
V+/PIl- (cuadrante inferior derecho), en apoptosis tardia o necrosis secundaria Anexina V+/Pl+
(cuadrante superior derecho) y las necréticas Anexina V-/Pl+ (cuadrante superior izquierdo) a
las 4 h de tratamiento. (b) Porcentaje de células en apoptosis temprana (Anexina V+/PIl-) y en
apoptosis tardia o necrosis (Anexina V+/Pl+) a las 24 h de inducciéon de apoptosis (Medias*
D.E., n=3).
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e Deteccion de Calreticulina en la membrana citoplasmica de las células A-427.

Una vez establecido que los tratamientos (campotecina, la exposicién a luz UV y el
anticuerpo agonista anti-Fas) inducen apoptosis, se determiné si promueven, en las
células tumorales, la externalizacion de la CRT.

Los resultados obtenidos se muestran como histogramas de nimero de eventos vs la
intensidad de fluorescencia debida a la CRT-PE. Los tratamientos se compararon con
relacion a células sin tratamiento (control); ademas, se incluy6é un control de necrosis
para determinar si en este tipo de muerte induce el marcaje de la CRT.

La intensidad de fluorescencia obtenida de todos los tratamientos y los controles
fueron comparados con la sefial emitida por células tumorales A-427 (expuestas a luz
UV) marcadas Unicamente con el anticuerpo secundario.

El analisis de los resultados demostré que el tratamiento con luz UV no induce no
induce la externalizacion de la CRT en la linea A-427 obteniendo porcentajes similares
de células CRT+ que el control a las 4 y 24 h post-tratamiento (ver Figura 2a, 2b y
2c). El anticuerpo anti-Fas indujo un mayor porcentaje de células apoptéticas CRT+
con respecto al control a las 4 h de induccidon de apoptosis siendo las diferencias entre
condiciones estadisticamente significativas; sin embargo, a las 24 h de tratamiento las
células tumorales no expresaron CRT en la membrana citoplasmica (ver Figura 2a, 2b
y 2¢).

La campotecina indujo un aumento no significativo en el porcentaje de células CRT+
con respecto al control a las 4 h de exposicion al farmaco; no obstante, el porcentaje
de células CRT+ fue ligeramente mayor a las 24 h, encontrando diferencias
estadisticamente significativas entre el control y el tratamiento (ver Figura 2a, 2b y
2c).

La Figura 2c representa la intensidad media de fluorescencia relativa (IMFr) debida a
la expresion de CRT en la membrana celular con respecto al tratamiento incluyendo
los controles sin tratamiento y necrosis. La IMFr es el resultado del cociente de la
intensidad media de fluorescencia del tratamiento entre la intensidad media de
fluorescencia de la referencia (células A-427 marcadas soOlo con anticuerpo
secundario). Si la IMFr es mayor a la del control sin tratamiento se determina que hay

expresion de CRT en la membrana celular. Se determiné que sélo la IMFr del
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tratamiento con campotecina y con el anticuerpo anti-Fas son mayores que la del
control sin tratamiento, alcanzando la significancia estadistica. Por lo que, nuestros
resultados indican que sélo el anticuerpo anti-Fas induce la translocaciéon de CRT a la

membrana celular en etapas tempranas de la induccién de apoptosis.
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Figura 2. Determinacion de CRT en la membrana citoplasmica en células A-427 bajo
diferentes tratamientos. (a) Histogramas de intensidad de fluorescencia representativos de
tres experimentos independientes a las 4 h de induccién de apoptosis para la determinaciéon de
la externalizacion de CRT. (b) Porcentaje de células CRT+ a las 4 y 24 h de induccion de
apoptosis (barra azul y roja respectivamente). (c¢) IMFr de CRT-PE a las 4 y 24 h de induccion

de apoptosis (Medias £D.E., n=3, *P<0.05 **P<0.01).
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e Determinacion del porcentaje de fagocitosis de células tumorales por los

macroéfagos THP1.

Se determind el porcentaje de macréfagos THP1 que fagocitaron células A-427
previamente tratadas con campotecina, exposicion a luz UV y el anticuerpo anti-Fas.
Como controles se incluyeron células A-427 sin tratamiento y células a las que se les
indujo necrosis. De esta forma, se determiné si alguno de los inductores de apoptosis
favorecen la fagocitosis de las células tumorales, por los macrofagos, y si existe
correlacion con la externalizacion de la CRT a la membrana celular.

En general, los diferentes tratamientos muestran una tendencia aumentar la
fagocitosis de las células tumorales a las 4 h de induccién de muerte. La fagocitosis de
las células tumorales A-427 control (sin induccién de apoptosis) fue de 3%, mientras
que para los tratamientos fue de 5, 6, y 8% con campotecina, luz UV y anti-Fas
respectivamente; no obstante, el tratamiento con el anticuerpo anti-Fas fue el Unico
que aumento significativamente la fagocitosis de las células tumorales.

A las 24, la fagocitosis debida a los tratamientos estudiados se acentud; el incremento
en el porcentaje de fagocitosis fue de 6, 8 y 10% post-tratamiento con campotecina,
luz UV y anti-Fas respectivamente; siendo estadisticamente significativas las
diferencias entre los tratamientos y el control. Asi mismo, el anticuerpo anti-Fas
indujo un mayor porcentaje de la fagocitosis de células tumorales a las 24 h (ver

Figura 3a y 3b).
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Figura 3. Determinacion del porcentaje de fagocitosis de células A-427 tratadas con los
inductores de apoptosis. (a) Gréaficos de densidad, representativos de 3 experimentos
independientes, donde se representa en el cuadrante superior izquierdo a los macréfagos THP1
(CD45+/PKH26-) que no fagocitaron células tumorales y en el cuadrante superior derecho a
los macrofagos THP1 (CD45+/PKH26+) que fagocitaron células tumorales con 4 h de inducciéon
de apoptosis. (b) Porcentaje de fagocitosis a las 4 y 24 h de induccién de apoptosis, barra

amarilla y morada respectivamente (Medias £D.E., n=3, *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001).
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¢ Induccion de apoptosis en lineas de carcinoma pulmonar con cisplatino.

Se determiné el porcentaje de células A-427, A-549, Calu-1 y 1.3.11 en apoptosis a
las 6 h de exposicion a diferentes concentraciones de cisplatino mediante el marcaje
con Anexina V FITC y PI.

Las concentraciones citotoxicas de cisplatino para cada una de las lineas celulares se
determinaron mediante el ensayo con alamar azul (datos no mostrados).

Los resultados muestran el porcentaje de células en apoptosis temprana y en
apoptosis tardia o necrosis con respecto a los controles y las diferentes
concentraciones de cisplatino utilizadas (ver Figura 4).

Los tratamientos a diferentes concentraciones de cisplatino se compararon con las
células tumorales sin tratamiento y un control de excipiente, el cual consistié en una
alicuota del farmaco inactivado con el fin de determinar si el excipiente donde esta
contenido el farmaco tenia algun efecto sobre las células tumorales. En todos los
ensayos se observé que el control sin tratamiento y el control de excipiente se
comportaron de manera similar induciendo el mismo porcentaje de células muertas,
por lo que el excipiente no modifica el porcentaje de células en apoptosis.

Para la linea 1.3.11 se observé que a altas concentraciones de cisplatino (50 y 100
UM) incrementa el porcentaje de células en apoptosis temprana, en comparacion con
los controles sin tratamiento y excipiente (ver Figura 4). En cambio, la linea A-549
presentd la mayor sensibilidad a morir por el efecto del cisplatino, de tal manera que
la concentracibn mas baja de cisplatino (25 puM) aumentd en el porcentaje de células
muertas, aproximadamente 70%, y principalmente se observaron en apoptosis tardia
0 necrosis (ver Figura 4).

La linea Calu-1 presenté un aumento en el porcentaje de células muertas por efecto
del cisplatino; sin embargo, las diferencias con respecto a los controles solo fueron
observables en el porcentaje de células en apoptosis tardia (ver Figura 4).

En la linea A-427 se observd un efecto dependiente de la concentraciéon similar a la
linea 1.3.11, el mayor porcentaje de células muertas se encontr6 en apoptosis
temprana. (ver Figura 4).

Cabe mencionar que el tratamiento, a las 24 h, indujo en las lineas tumorales

necrosis, al observarse, por microscopia Optica, s6lo restos celulares en el cultivo
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celular, por lo que no se hizo la determinacién del porcentaje de apoptosis a este

tiempo.

Figura 4. Grafico de barras del porcentaje de células A-427, A-549, Calu-1 y 1.3.11 en
apoptosis temprana y tardia a las 6 h de exposicion a diferentes concentraciones de cisplatino
(uLM) mediante el marcaje con Anexina V FITC y Pl. La barra naranja y azul representan las

células en apoptosis temprana y apoptosis tardia o necrosis respectivamente. (medias *+D.E.,

n=2).
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e Deteccion de CRT en la membrana citoplasmica de las lineas de carcinoma
pulmonar.

Se determind la presencia de CRT en la membrana citoplasmica de las células
tumorales 1.3.11, A-549, Calu-1 y A-427 a las 6 h de tratamiento con diferentes
concentraciones de cisplatino.
Los resultados se muestran como histogramas de intensidad de fluorescencia debido a
la marca CRT-PE. Los desplazamientos de sefial de intensidad de fluorescencia de los
tratamientos incluyendo el control sin tratamiento y excipiente fueron determinados
con respecto a la sefial emitida por células tumorales de cada linea tratadas con
cisplatino a una concentracion de 200 uM y marcadas Unicamente con el anticuerpo
secundario.
Se observo que las lineas celulares al ser tratadas con cisplatino no indujeron la
translocaciéon de la CRT a la membrana celular ya que no hubo diferencias entre la IMF
de las células tumorales CRT+ provenientes de los tratamientos con cisplatino, con

respecto a los controles sin tratamiento y excipiente (ver Figura 5).

Figura 5. Histogramas de intensidad de fluorescencia, representativos de tres experimentos
independientes, de la expresién de CRT en las lineas de carcinoma pulmonar tratadas durante
6 h con cisplatino a la concentracion en la que se determind mayor porcentaje de células en

apoptosis temprana.
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e Determinacion del porcentaje de fagocitosis de las células A-427 tratadas con

cisplatino

Se determind el porcentaje de fagocitosis de células tumorales A-427 previamente
tratadas con cisplatino por los macrofagos THP1. De esta forma se determind si el
previo tratamiento de las células tumorales con cisplatino favorece la fagocitosis de
éstas por los macréfagos THP1.

Los resultados muestran el porcentaje de macréfagos THP1 que han fagocitado células
tumorales (células CD45+/PKH26+), en funcién de la concentracion de cisplatino a la
que fueron expuestas las lineas tumorales a las 6 y 24 h incluyendo el control sin
tratamiento y excipiente (ver Figura No 6).

Se considero relevante hacer la determinacion a 24 h para comparar la fagocitosis
entre los tratamientos que incluyen la campotecina, luz UV y anti-Fas.

A las 6 h de induccién de apoptosis solo en la concentracion de 100 pM de cisplatino
se favorecio6 la fagocitosis de las células tumorales A-427, siendo las diferencias entre
el tratamiento de cisplatino y los controles estadisticamente significativas. No
obstante, a las 24 h de induccion de apoptosis a las tres concentraciones de cisplatino
a las que fueron expuestas las células tumorales (25, 50 y 100 pM), aumento el
porcentaje de fagocitosis, 15, 14 y 11% respectivamente, siendo las diferencias entre

los tratamientos y los controles estadisticamente significativas (ver Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de macréfagos THP1 que fagocitaron células tumorales A-427
previamente expuestas a diversas concentraciones de cisplatino durante 6 y 24 h (barra
amarilla y morada respectivamente) (Medias £D.E., n=2, *P<0.05 **P<0.01 con respecto al

control de excipiente y sin tratamiento).

e Correlacién entre el porcentaje de células en apoptosis temprana y el

porcentaje de células fagocitadas.

Se realizaron las curvas de correlacion entre el porcentaje fagocitosis en funcion del
porcentaje de células A-427 en apoptosis temprana tratadas con campotecina,
exposicion a luz UV, anticuerpo anti-Fas (ver figura 7a y 7b) y cisplatino (ver figura
7c).

En la Figura 7a y 7b se observa que, en ambos tiempos de induccién de apoptosis (4
y 24 h) hay una correlacidon directa, al incrementarse el porcentaje de células en
apoptosis temprana aumenta el porcentaje de fagocitosis. Un comportamiento similar

también se observo con el cisplatino (ver Figura 7c¢) a las 6 h de tratamiento.
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Figura 7. Correlacion entre el porcentaje de fagocitosis y el porcentaje de células en apoptosis
temprana. Se ilustra la correlacion a las 4 h y 24 h (grafico a y b respectivamente) de
induccion de apoptosis con campotecina, luz UV y anti-Fas y a las 6 h de induccion de

apoptosis con cisplatino (gréfico c).
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DISCUSION
El modelo experimental que se utilizé para la induccién de apoptosis fue la linea A-427
por ser de tipo adenocarcinoma pulmonar, la cual se ha descrito es el tipo histolégico
de cancer pulmonar mas frecuente (Spiro et al. 2009). Se ha demostrado, que esta
linea es sensible a morir por apoptosis por diferentes inductores incluyendo la luz UV
y la campotecina; ademas, expresa Fas en la membrana celular y no tiene alterada la
magquinaria para la inducciéon de muerte por esta via, por lo tanto es susceptible a
morir por la via del receptor de Fas (Nambu et al. 1998).
Para la deteccion de CRT en la membrana celular se empleé la luz UV como control
positivo, ya que se ha reportado que induce la externalizaciéon de la CRT en lineas
tumorales de origen murino; mientras que la campotecina se empleé como control
negativo, ya que induce un porcentaje reducido de externalizacion de la CRT en las
mismas lineas tumorales (Gardai et al. 2005 y Obeid et al. 2007b). Ademas se evalud
si la via del receptor, empleando un anticuerpo agonista anti-Fas, favorece la
externalizacion de la CRT, ya que se ha reportado que la externalizacion de la CRT
requiere la activacion de la caspasa 8.
Nuestros resultados muestran que el anticuerpo anti-Fas, la luz UV y la campotecina
inducen un aumento en el porcentaje de células A-427 en apoptosis temprana a las 4
h; sin embargo, a las 24 h de tratamiento con campotecina y con luz UV, las células
tumorales sufrieron necrosis secundaria al observarse abundantes restos celulares y
pocos cuerpos apoptdticos en el cultivo celular. En cambio, las células tratadas con el
anticuerpo anti-Fas se encontraron principalmente en apoptosis temprana, esto
probablemente sea porque a la via le tome mas tiempo la induccion de apoptosis, de
tal manera que las células no sufren de necrosis secundaria (Nambu et al. 1998).
Se ha reportado que al exponer células tumorales, como CT26 de carcinoma de colon
o fibroblastos embriénicos de ratén a luz UV tipo C, las células mueren por apoptosis y
se externaliza la CRT en la membrana celular (Gardai et al. 2005, Obeid et al. 2007b,
Panaretakis et al. 2008). En cambio en nuestro estudio, al exponer a la linea A-427 a
luz UV, no se detecté CRT en la membrana celular. Se ha especificado que el tipo de
luz UV debe ser C (A=100 — 280 nm) para que se favorezca la externalizacion de la
CRT; sin embargo, la lampara de luz UV utilizada en nuestro estudio, la longitud

maxima alcanzada correspondi6 al tipo de luz A y B (A=280 - 400 nm), por lo cual,

56



Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Quimica

posiblemente no se genere el estrés oxidativo necesario para la externalizacion de la
CRT. Se ha descrito que uno de los principales dafios celulares generados por la
exposicién a luz UV es la generacion de aductos en el DNA, como dimeros de timina.
La linea A-427 no tiene mutado p53, de tal manera que el dafio generado al DNA
puede ser censado por p53 y se favorezca la induccion de apoptosis pero no la
externalizacién de la CRT (Tolis et al. 1999). O bien, las células tumorales humanas
posiblemente no externalizan CRT al morir por efecto de la luz UV; no hay reportes de
que alguna linea celular humana externaliza la CRT por efecto de la luz UV.
Nuestros resultados indican que la campotecina induce un bajo porcentaje de
externalizacion de CRT, lo que concuerda con lo reportado por Obeid et al. 2007b,
donde describe niveles bajos de externalizacion de la CRT en lineas celulares de raton.
El mecanismo de accién de la campotecina y sus derivados es mediante la inhibiciéon
de la Topoisomerasa 1 (Pommier et al. 2009); se ha descrito que el dafio genotdxico
ejercido por el farmaco y sus derivados en otras lineas celulares de cancer pulmonar
es censado por p53 siendo éste el responsable de la induccién de apoptosis (Tolis et
al. 1999). Es probable que al depender la sefalizacion de induccidn de apoptosis de
p53, las células A-427 no transloquen la CRT a la membrana celular.
La apoptosis mediada por el anticuerpo anti-Fas indujo la externalizacion de la CRT a
las 4 h. Durante esta via se activa la caspasa 8 que posteriormente escinde a BID y
Bap31l generando los subproducto tBID y p20 respectivamente; estos subproductos
interactian con BAX y BAK para desencadenar la via de la mitocondria; esta cascada
de senalizacion favorece la translocacion de la CRT a la membrana celular y concuerda
con los descrito por la induccion de apoptosis con antraciclinas y oxiplatino
(Panaretakis et al 2009 y Garg et al. 2010).
Contrario a lo observado a las 4 h de tratamiento con el anticuerpo anti-Fas, a las 24
h no se detecté CRT en la membrana celular. Esto puede deberse a que la proteina ya
no se externaliza en estadios tardios de la apoptosis; dado que la CRT se expresa
antes de que la célula presente los cambios morfoldgicos y bioquimicos asociados a la
apoptosis, incluso antes de que se externaliza la fosfatidilserina (Obeid et al. 2007).
Ademas, la via de exocitosis usada por la CRT para su externalizaciéon es dependiente
del flujo Ca®* (Ungar et al. 2003) y a las 24 h al no haber flujo de Ca®* pudiera ser

que no haya externalizacion de CRT o haya reingresado al interior de la célula. Por
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ultimo, puesto que la externalizacion de la CRT es dependiente de ATP, a las 24 h, ya
no hay el ATP requerido que mantenga la externalizacion de la CRT en la membrana
celular.
Por otro lado, se probé si la externalizacion de la CRT favorece la fagocitosis de las
células apoptoéticas como se ha descrito en modelos murinos (Gardai et al. 2005
Obeid et al. 2007a). Se utilizaron los macréfagos THP1 los cuales se determind que
son capaces de fagocitar células A-427 apoptoéticas.
Las células tratadas con el anticuerpo anti-Fas mostraron un mayor porcentaje de
células que translocaron la CRT con respecto a los otros tratamientos; asi mismo se
observé un aumento en la fagocitosis. Sin embargo, las diferencias en el porcentaje
de fagocitosis provenientes de los diferentes tratamientos fueron modestas, contrario
a lo observado por Obeid et al 2007b donde encontré diferencias de fagocitosis
significativas. La falta de la expresion o secrecion de algun DAMP, como la HMGB1 o
HSPs, puede ser suficiente para que la muerte celular no sea inmunogénica y este
podria ser el caso del anticuerpo anti-Fas, por lo que no se favorece un aumento
importante en la fagocitosis.
Ademas, se observd que a las 24 h de tratamiento con el anticuerpo anti-Fas se
favorecié la fagocitosis de las células tumorales en comparacion con los otros
tratamientos, aun cuando no se encontré CRT en la membrana celular, por lo que el
aumento de la fagocitosis no esta mediado por la externalizacion de la CRT.
Posiblemente las sefales de la apoptosis fisiologica sean las que favorezca la
fagocitosis de las células tumorales, dado lo determinado en los analisis de correlacion
entre el porcentaje de células en apoptosis temprana y el porcentaje de fagocitosis
(Wu et al 2006). En estos analisis se encontré que la fagocitosis de las células
tumorales esta en funcidn del aumento en el porcentaje apoptosis temprana,
comportamiento que se encontrd en todos los tratamientos a las 4 y 24 h de induccién
de apoptosis. Puesto que el tratamiento con el anticuerpo anti-Fas indujo los mayores
porcentajes de apoptosis temprana también indujo los mas altos porcentajes de

fagocitosis.
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e Efecto del cisplatino en la translocaciéon de la CRT a la membrana celular y en la

fagocitosis en lineas de carcinoma pulmonar

El cisplatino es uno de los principales tratamientos contra el cancer pulmonar por lo
que se considero relevante evaluar si las lineas de carcinoma pulmonar externalizan la
CRT. Nuestros resultados indican que las lineas de carcinoma pulmonar presentaron
diferente sensibilidad a morir por efecto de la exposicidon a cisplatino, esto podria ser
debido a las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de cada linea. Por ejemplo, Calu-
1 tiene mutado p53 por lo que podria ser insensible al dafio genotéxico mediado por el
cisplatino y so6lo a altas concentraciones del farmaco se observé necrosis,
posiblemente debida al dafio de proteinas, fosfolipidos y la generacion de estrés
oxidativo (Cammano et al. 1991). En cambio, la linea A-549 fue la mas sensible al
efecto del cisplatino, de tal manera que a concentraciones bajas hubo un alto
porcentaje de células muertas por necrosis, mientras que las otras lineas 1.3.11 y A-
427 fueron sensibles a morir por apoptosis.

No se ha determinado si el cisplatino favorece la externalizacion de la CRT en lineas
tumorales humanas. Nuestros resultados indican que ninguna linea de carcinoma
pulmonar expuesta a cisplatino externaliza la CRT, concordando con lo reportado por
Tesniere et al. 2009 quien evalto dicho fendmeno en lineas celulares de ratén.

La externalizacion de la CRT so6lo se ha documentado cuando la célula muere por
apoptosis, dado que en las lineas Calu-1 y A-549 el dafio citotoxico generado por el
cisplatino indujo necrosis, en este tipo de muerte no se promueve la externalizacion
de la CRT.

Se ha descrito que un analogo del cisplatino, el oxiplatino, promueve la
externalizacién de la CRT en la membrana celular en las lineas tumorales murinas
(Tesniere et. al 2009), seria conveniente probar este farmaco en las lineas de
carcinoma pulmonar y determinar si las lineas son capaces de translocar la CRT.

La falta de eficacia del tratamiento quimioterapéutico puede ser debido a la
generacion de resistencia a los farmacos o bien la falta de capacidad de la célula
tumoral de morir de forma inmunogénica (Obeid et al. 2007a). Posiblemente los
tumores pulmonares no expresan sefales inmunogénicas, como la externalizacion de

la CRT, como un mecanismo de evasion a la respuesta inmune.
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Se probd con la linea A-427 si el cisplatino favorece la fagocitosis de las células
tumorales, ya que no existen reportes del tema. Observamos que el cisplatino
promovié altos porcentajes de fagocitosis y que esta directamente correlacionados con
el aumento en el porcentaje de células en apoptosis temprana. Sin embargo, también
se ha descrito que el cisplatino si bien no favorece la externalizacion de la CRT si
favorece la secrecion de la HMGB1 (Tesniere et al. 2009), posiblemente la secrecion
de dicho DAMP es el responsable del aumento en la fagocitosis o bien algun otro
DAMP por investigar.

Nuestros experimentos probaron que el tratamiento con el anticuerpo anti-Fas
promovid la externalizacion de la CRT y hubo un aumento en la fagocitosis de las
células tumorales; pero este fenémeno parece depender de la cantidad de células en
apoptosis temprana y no de la expresion de la CRT en la membrana celular, por lo que
el estimulo pudiera no ser inmunogénico. Se requieren estudios para demostrar si los
macréfagos que fagocitan las células tratadas con el anti-Fas se activan. Seria
conveniente también evaluar la muerte celular por algun otro receptor de muerte
como TRAIL o TNFo para poder determinar si la induccion de apoptosis por la via del
receptor es 0 no inmunogénica. Por otro lado, el cisplatino indujo la apoptosis y la
fagocitosis de las células tumorales; pero este ultimo no se debid a la externalizacion
de la CRT, para considerar a la muerte celular como inmunogénica implicaria la
demostracion de que los macréfagos se activan al fagocitar células tumorales

apoptoticas previamente tratadas con cisplatino.
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CONCLUSIONES

o De los tratamientos empleados, la luz UV, la campotecina y el anticuerpo
agonista Anti-Fas, este ultimo, indujo el mayor porcentaje de células A-427
CRT+ a las 4 h; pero a las 24 h no se detectd CRT en la membrana celular. No
obstante, el anticuerpo anti-Fas indujo un aumento en el porcentaje de
fagocitosis a los dos tiempos con respecto a los otros tratamientos; sin
embargo, se determindé que el aumento de la fagocitosis estuvo en funciéon del

aumento de células en apoptosis temprana y no por la externalizacién de CRT.

e El cisplatino no indujo la externalizacién de la CRT en ninguna de las lineas de
carcinoma pulmonar probadas, aunque si indujo un aumento en el porcentaje

de fagocitosis de células A-427 en funcion de la concentracion de cisplatino.
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