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1. RESUMEN
Se denomina céancer a un conjunto de diversos tipos de enfermedades en las cuales
se ha perdido el estado de homeostasia del organismo. Como consecuencia de ello
se presenta una sobreexpresion de diversas proteinas celulares, como proteasas, las
cuales ayudan a promover la migracion de las células malignas iniciando con el
proceso de metéstasis. La aminopeptidasa CD13 escinde aminoacidos del extremo
amino de proteinas y péptidos. Esta enzima esti expresada en multiples tejidos de
mamiferos tales como rifidn, prostata, pulmén, colon, estdmago, y piel, entre otros. Se
ha comprobado que en células malignas CD13 se encuentra sobreexpresada y que
es un promotor de la migracién e invasion celulares. Recientemente se ha propuesto
a CD13 como un posible blanco terapéutico en el tratamiento de ciertos tipos de
cancer. Tales terapias conllevan el uso de anticuerpos especificos para CD13, por lo
gue el estudio de los mismos es de gran importancia para que continte el desarrollo

de terapias para el tratamiento del cancer.

En el presente trabajo se establecio el efecto de dos anticuerpos especificos anti-
CD13: el anticuerpo monoclonal 452 y el anticuerpo monoclonal C, sobre dos lineas
celulares cancerigenas diferentes, la linea celular de fibrosarcoma HT1080 y la linea
celular de melanoma A-375. Es preciso indicar que estos anticuerpos anti-CD13 no
interfieren con la actividad enzimética de CD13. Por lo tanto, con la finalidad de saber
si la actividad enzimatica interviene con la migracion celular, se empleé la bestatina,
la cual es un inhibidor de la actividad enzimatica. Para el estudio de la migracion
celular se emplearon dos tipos de ensayos in vitro, el ensayo de cierre de herida y el

ensayo de migracién celular en camaras de Transwell.

No obstante, para poder asociar el cierre de herida Unicamente a la actividad
migratoria de las células y no a la replicacion celular, fue necesario detener la
proliferacion de las células, para lo cual se empled un ensayo denominado ensayo de
proliferacion celular, en el cual se empleé un compuesto inhibidor de la sintesis del
acido desoxirribonucleico (DNA), la mitomicina C: un entrecruzador no reversible de
las cadenas complementarias del DNA, mismo que logro detener la replicacion celular

para la realizacion del ensayo de cierre de herida.



Se encontro que los anticuerpos anti-CD13 no ejercieron ningun tipo de efecto en los
ensayos de cierre de herida y en los ensayos de migraciéon en camaras de Transwell
con ninguna de las dos lineas celulares empleadas. No obstante, en los ensayos de
cierre de herida el efecto con la bestatina fue diferente al esperado, ya que ésta
promovié la migracion celular en lugar de detenerla como se ha descrito en la
literatura. Mientras que en los ensayos de migracion celular en camaras de Transwell
la bestatina logré inhibir la migracién celular concordando con la informacién descrita
en la literatura, la cual indica que al inhibir la actividad enzimética de CD13 la

migracion celular disminuye.

De acuerdo con estos resultados se concluye que los anticuerpos anti-CD13 no
ejercen ningun tipo de efecto sobre la migracién celular. Mientras que la bestatina
parece promover la migracion celular en los ensayos de cierre de herida, pero logra el

efecto contrario en los ensayos en camaras de Transwell.



2. INTRODUCCION

El cancer es considerado como la principal causa de muerte en paises desarrollados
y subdesarrollados, particularmente en los ultimos, donde reside cerca del 82% de la

poblacion mundial (Torre et al., 2015).

El cancer estimula una respuesta inmune en el organismo. El sistema inmunoldgico
es una red intrincada en la que participan diferentes tipos de células y de moléculas.
La accion coordinada de todos sus elementos permite que se despliegue una
respuesta eficaz para eliminar las células tumorales. Sin embargo, los tumores
presentan diversos mecanismos de evasion de la respuesta inmune, lo que a la larga

les permite desarrollarse.

El cancer es un grupo heterogéneo de enfermedades que requiere de una serie de
pasos para permitir su progresion hasta la ultima y en la mayoria de los casos letal
etapa de invasion celular. Durante el cancer, ademas, hay una pérdida importante del
estado de homeostasia del organismo, por lo que la sobreexpresion celular de

diversas proteinas es caracteristica.

La aminopeptidasa N (APN) o CD13, es una enzima del tipo aminopeptidasa Zn-
dependiente, y es la méas estudiada dentro de su grupo. Durante el cancer, la CD13
se sobreexpresa en la membrana de las células tumorales e inclusive se ha llegado a
considerar como un marcador tumoral. La CD13 incrementa la migracion de las
células tumorales y favorece la degradacion de las proteinas de matriz promoviendo

la invasion.

Avances en el conocimiento de la inmunologia basica han conducido a importantes
tipos de inmunoterapia contra el cancer, la cual ha revolucionado el cuidado
proporcionado a los pacientes. Entre algunos de estos agentes inmunoterapéuticos
se encuentran ciertos inhibidores de puntos de control inmunolégicos.
Adicionalmente, otras herramientas tales como terapias de radiacion, farmacos
dirigidos o inclusive la quimioterapia convencional, son empleadas para mejorar de

modo sinérgico, el efecto de estas inmunoterapias.



Recientemente se ha propuesto a CD13 como un punto de control inmunolégico en la
inmunoterapia contra el cancer, y se han ensayado tanto inhibidores de su actividad
enzimatica (como bestatina y otros), como anticuerpos especificos, para intentar

inhibir su funcién en el cancer.

En este trabajo se caracterizo el efecto de dos anticuerpos especificos anti-CD13: el

anticuerpo 452 y el anticuerpo C, sobre la migracion celular en ensayos in vitro.



3. MARCO TEORICO
3.1 CANCER

3.1.1 Incidencia

De acuerdo con datos recopilados por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) y la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en 2013, a nivel mundial, el
63% de las muertes anuales son causadas por enfermedades no trasmisibles (ENT)
generalmente cronicas, de larga duracion y de progresion lenta. Entre los cuatro tipos
principales de ENT se encuentran: enfermedades cardiovasculares, enfermedades
respiratorias crénicas, diabetes y cancer. Juntas causan aproximadamente 38
millones de defunciones al afio. Por si mismo, el cancer provoca cerca de ocho
millones de muertes al afo, o que lo convierte en la principal causa de muerte a nivel
mundial (Figura 1). Se espera que esta cifra se incremente a 21 millones para el afio
2030 (Vinay et al., 2015; OMS, 2013).

El cancer es una enfermedad crénico-degenerativa que afecta a personas de edad
avanzada en una proporcién mayor que a nifios y jovenes, sin haber diferencias por
razén de raza, nivel socioecondmico o sexo. Ademas del impacto psicolégico y
emocional que conlleva el padecimiento de cancer, las consecuencias
socioecondmicas que acompafian el tratamiento de la enfermedad son de gran
repercusion monetaria para la comunidad, especialmente para aquellas menos

favorecidas, donde el acceso a los recursos médicos es limitado.

Existen mas de 100 tipos de cancer y distintos subtipos de tumores que pueden ser
encontrados dentro de 6rganos especificos. Se sabe que los tipos de cancer mas
comunes entre la poblacion de infantes y adolescentes son aquellos que afectan
organos hematopoyéticos, al sistema nervioso central, asi como cancer de hueso,
neuroblastoma y tumor de Wilms (cancer de rifién), mientras que los de mayor
prevalencia en personas de veinte afios y mas, es el de organos digestivos, cancer
de mama, de organos genitales y de organos hematopoyéticos. Como cabria esperar,
la tasa de letalidad por tumores malignos aumenta mas rapidamente con la edad a

partir de los treinta afos.
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Durante 2013, se informd que el cancer de 6rganos hematopoyéticos es la principal
causa de morbilidad y mortalidad hospitalaria en poblaciones de 0 a 19 afios de edad
en México. Por otro lado, se reporté que el cancer de 6rganos digestivos y de mama
presenta la mayor tasa de morbilidad en poblaciones de 20 afios y mas, mientras que

la mayor tasa de mortalidad la ocup6 el cancer de 6rganos digestivos (OMS, 2013).

En todo el mundo*

14,090,100
1 ifnca del este (287.300) 7 América central l157.600) 13 Asia cccidental (317,600’ 19 Melanesia 110,000)
2 Africa central (74,100) 8 Sudamérica 807, 700) 14 Eurepa centraly del este (1,036,900) 20 Micronesia {800)
3 Africa del norte (220,600 9 Norteamérica (1,785,400 15 Eyropa del norte (525,900) 21 Polinesia (1,200)
4 Africa del sur (82,900) 10 Asia del este (4,145,000) 16 eyropa del sur (769,200]
5 Africa occidental (181,1(”) 11 Sureste de Asia (735,“) 17 Eurepa cccidental ‘1'110'300)
6 Caribe (”,800) 12 Asia surcentral (1.514,(!)0) 18 AU“J"J/NUWJ Zelanda n43m,

Figura 1. Namero estimado de nuevos cases de cancer en 21 dreas del mundo, 2012,
* Las regiones estimadas no suman el estimado mundial debido al método de calculo.
Fuente: GLOBOCAN 2012

Fig 1. Namero estimado de nuevos casos de cancer en 21 areas del mundo 2012. Tomado de: Torre,
et. al, 2015. Modificado por Garcia E.

3.1.2 ¢ QUE ES CANCER?
Se define como cancer a un conjunto de enfermedades que causan un cambio y un
crecimiento incontrolado de células del cuerpo. La mayoria de los tipos de cancer se
caracterizan por la formacion de un bulto o masa denominado tumor, conformado por
células cancerosas que han perdido su funcionalidad (Trinchieri G, 2012). Los

tumores se presentan de forma localizada en diversos 6rganos o tejidos del cuerpo y
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en la mayoria de los casos dan lugar a la propagacion de las células malignas que lo
conforman, hacia otros sitios del organismo en donde establecen nuevos tumores

denominadas metastasis.

La interaccion de factores genéticos y estimulos ambientales provoca alteraciones en
el material genético de las células, que frecuentemente culminan en la pérdida de las
funciones biologicas normales y en una proliferacion celular anormal. Para eliminar
estas aberraciones, el sistema inmune posee diversos mecanismos que le permiten
reconocer y destruir las células transformadas. Sin embargo, en algunas ocasiones,
la respuesta inmune no es lo suficientemente efectiva para controlar el crecimiento

celular anormal, lo que trae como consecuencia el desarrollo de un tumor.

Una vez que el sistema inmunoldgico reconoce a las células malignas, éste entrara
en contacto e interactuara intimamente con las mismas en todo el proceso de
desarrollo y progresion del cancer hasta la metastasis. Esta compleja comunicacién
entre la inmunidad y las células tumorales puede inhibir o ayudar el crecimiento del
tumor. Son varios los factores que determinan la eficiencia de la respuesta
antitumoral, pero una de sus consecuencias principales es la seleccién de variantes
de las células cancerosas que son resistentes a los mecanismos efectores
inmunolégicos y/o que son capaces de influenciar la formacion progresiva de
ambientes inmunoldgicos de supresion de la respuesta inmune, lo que suprime la

respuesta inmunoldgica contra las células malignas y favorece el desarrollo del tumor.

3.1.3 El cancer y la inestabilidad genética
El cancer es una enfermedad del genoma que da inicio con la acumulacién de una
serie de mutaciones en el material genético de las células (Aran D, et al, 2016).
Diversos autores emplean un modelo clasico de carcinogénesis, el cual describe una
serie de expansiones clonales sucesivas que son dirigidas por la acumulacion de
cambios gendmicos 0 mutaciones, las cuales son preferencialmente seleccionadas

por el microambiente del tumor (Figura 2).

Estos cambios en la biologia de las células tumorales son condicionados por la

reprogramacion genética y epigenética (Niko Beerenwinkel, et al, 2016). La
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inestabilidad genética de las células es una caracteristica esencial para la
oncogénesis y la progresion del tumor, y a menudo es acomparfiada por la emision de
“sefales de peligro”, asi como por la expresién de proteinas mutadas y ectdpicas
(Zitvogel et al., 2008).

Es importante mencionar que el genoma de las células tumorales es heterogéneo.
Esta heterogeneidad refleja la accidbn de mutaciones genéticas que involucran
variacion, generacion y seleccion (Yates & Campbell, 2013), mismas que son
controladas por el microambiente tumoral y que pueden presentarse en forma
individual o colectiva. Dicha heterogeneidad esta presente en diferentes tipos de
tumores, en un tipo particular de tumor e inclusive dentro de un solo tipo de cancer;
es decir, se genera diversidad genética monoclonal y policlonal en el tumor y estos
cambios genéticos se transfieren a células en division y a linajes celulares diferentes.
Este grado de variabilidad gendmica es prueba de la naturaleza dinamica y diversa

de las mdultiples mutaciones que sufre el DNA.

Como ya se menciond, el microambiente del tumor (Deberardinis, R.J, et al, 2016)
tiene un papel crucial en la seleccion de las células mejor adaptadas a los ambientes
(a menudo hostiles) en los cuales existen. Exposiciones a agentes cancerigenos,
tales como fumar tabaco, exposiciones a luz ultravioleta y solventes quimicos, una
dieta rica en carnes procesadas, entre otras, pueden tener un importante papel en la

adquisiciéon de esta heterogeneidad del cancer.
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Factores microambientales del tumor:
Por ejemplo, hipoxia y acidez

Factores microambientales
del tumor
\‘\

Célula

normal
. — ___' =

A

Metastasis
distante
Exposici(')n Tratamiento fase Tratamiento Factores microambientales
carcinogénica 1: quimioterapia fase 2: terapia de distintos 6rganos
(Fumar tabaco) Y radioterapia dirigida Por ejemplo. Factores de
crecimiento

Fig 2. Un conjunto de factores ambientales puede dar pie al proceso evolucionario dentro de un
Unico tipo de cancer. Las burbujas azules y moradas representan las clonas cancerosas
sucesivas, la expansion de éstas es alterada por factores mutagénicos directos (flechas grises) y
factores no mutagénicos (flechas negras). Tomado de: Yates, et al 2013. Modificado por Garcia E

Como la oncogénesis esta determinada en gran medida por la acumulacion de
mutaciones en el genoma de las células, se debe hacer hincapié en su proceso. Una
nueva mutacién en un gen capaz de causar cancer, no ocurre aisladamente, sino que
depende de todo un conjunto de factores gendmicos establecidos. Esta red genética
puede tener un profundo efecto en el destino de la célula, determinando si hay muerte
celular o expansion clonal. En algunos casos el niumero de mutaciones es enorme, y
puede ocurrir en una escala de tiempo que es considerablemente menor que aquel
en el que se lleva a cabo la seleccién clonal, culminando en la activacién de la
oncogénesis. Los efectos de tales mutaciones pueden ser en general categorizados
como: habilidad reducida para detectar y/o para reparar dafio al DNA, falla en los
mecanismos de vigilancia inmunoldgica, y una suceptibilidad incrementada al dafio

del DNA por carcindgenos enddégenos y exdgenos. Se ha reconocido ampliamente
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gue algunos sindromes cancerigenos hereditarios, tales como xeroderma
pigmentoso, Sindrome de Bloom y, cancer colo-rectal no poliposo hereditario, entre
otros, son causados por defectos en genes reparadores del DNA de la linea germinal
(Yates & Campbell, 2013).

Muchas de las caracteristicas clinicas mas agresivas de distintos tipos de céancer,
tales como la habilidad para resistir los tratamientos, las recaidas y la capacidad de
establecer metastasis, dependen de la continua generacion de variacion genética, lo

gue permite la adaptacion de las células a su microambiente.

3.1.4 Inmunovigilancia
El papel que desempefia el sistema inmune en el control de tumores fue propuesto
inicialmente en 1971 tanto por Thomas como por Burnet (Burnet FM, Thomas L,
1971), con la teoria de la “vigilancia inmunolégica”. Esta teoria postula que “dentro de
un organismo, continuamente se estan generando células malignas, pero éstas son
identificadas y destruidas rapidamente por el sistema inmune” ( Raul B. y Oscar P.
1995) (Figura 3).

A pesar de la inmunovigilancia, las células tumorales comunmente presentan
mecanismos de evasién a la respuesta inmune, que permiten su expansion aln en

presencia de una respuesta inmune antitumoral (Ryungsa Kim, et al, 2007).
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Fig 3. Respuesta inmune antitumoral. En el reconocimiento y eliminaciéon de células tumorales
participan diversas poblaciones celulares de linfocitos T, linfocitos B, células asesinas naturales y
macréfagos, asi como citocinas, anticuerpos y receptores, los cuales pueden tener un efecto
directo sobre la célula tumoral, o bien producir una mayor activacion de la respuesta inmune local
por medio de interleucinas. La interaccion de todos estos elementos permite que se lleve a cabo
una respuesta eficiente contra el tumor. Tomado de: Raul et al, 1995.

3.1.5 Evasion de la respuesta inmunolégica
Como se ha venido mencionando, el sistema inmunoldgico juega un papel critico en
el mantenimiento del equilibrio entre el reconocimiento inmunoldgico y el desarrollo

del tumor, con la capacidad dual de promover o de suprimir el crecimiento tumoral.

Los mecanismos que resultan en que el tumor logre evadir la respuesta inmunolégica
incluyen la seleccidn de variantes del tumor resistentes a efectores inmunes (algunas
veces denominados “inmunoedicién”), y la formacion progresiva de un ambiente

inmunoldgico de supresion dentro del tumor (Vinay et al., 2015).

Durante la inmunoedicion, el sistema inmunologico es capaz de reconocer y destruir
células cancerosas vulnerables (Gajewski, T.F, et al, 2013), debido a que éstas

presentan antigenos tumorales. No obstante, debido a la inestabilidad genética y la
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constante division de las células tumorales, se pueden generar variantes con una
inmunogenicidad reducida, contribuyendo a que puedan evadir la eliminacion
completa. Este estado de produccion de nuevas variantes de células tumorales en
balance con su eliminacion, ha sido llamado fase de “equilibrio”, durante la cual las
células cancerosas continldan dividiéndose y acumulando mutaciones. Asi, se
mantiene un balance entre el control inmunologico y el crecimiento tumoral,
brindandole al tumor una apariencia de “inactividad”. Sin embargo, estos procesos
eventualmente habilitan a los tumores para evadir la capacidad del sistema
inmunologico de erradicarlos. Es en este estado en que el escape del tumor a la

respuesta inmunoldgica ocurre, y se desarrolla un cancer clinico.

3.1.6 Tumorigénesis y angiogénesis
Una vez que una o varias células malignas logran evadir la respuesta inmunolégica y
con ello su erradicacion, éstas inician su rapida replicacion y la adquisicion de nuevas
caracteristicas funcionales que permiten su proliferacién y efectiva adaptacion al
microambiente tumoral. Tras una serie de expansiones, lo que inici6 como unas
cuantas células se convierte en un grupo macroscopico de millones de células
malignas que conforman lo que se conoce como tumor. Un tumor se define como una

protuberancia anormal compuesta de tejido.

A diferencia de un tumor maligno, un tumor benigno no tiene la capacidad de invadir
tejidos, 6rganos u otra parte del cuerpo, sin embargo, ambos tipos estan conformados

por células que han perdido su funcionalidad normal.

Ademas de los cambios genéticos que se llevan a cabo en las células, se requiere de
un paso adicional para permitir la propagacion y progresion del tumor: la induccién de

nueva vasculatura, lo que muchos autores reconocen como el “switch angiogénico”.

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren de un adecuado suministro
de oxigeno y nutrientes, asi como una efectiva remocién de los productos de
desecho. El acceso al sistema vascular del huésped y con ello la generacion de un

suministro sanguineo adecuado, son pasos limitantes en la progresion del tumor.
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Fig 4. Switch angiogénico. (a) La mayoria de los tumores comienzan su crecimiento como nodulos
avasculares (estado de dormancia). (b) Se lleva a cabo una separacion perivascular y se dilatan los
vasos sanguineos. (c) Formacién y maduracion de nuevos vasos sanguineos y reclutamiento de
células perivasculares. (d) La formacion de vasos sanguineos continda tanto como crezca el tumor.
(e) Los nuevos vasos sanguineos alimentan las areas necroticas y proveen al tumor de oxigeno y
nutrientes esenciales. Tomado de: Bergers, et al, 2003. Modificado por Garcia E.

La angiogénesis tumoral pasa por dos fases. La primera fase es definida como la fase
avascular, la cual corresponde a pequefias y ocultas masas tumorales de no mas de
1-2 mm de diametro. Estas lesiones permanecen en estado de dormancia,
alcanzando un estado estacionario entre proliferacion y la apoptosis. La segunda fase
es la vascular, en la cual sobreviene un crecimiento exponencial del tumor (Figura 4).
Algunos de los factores que estimulan el proceso de angiogénesis son el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento placentario (PIGF) y
la angiopoyetina-1 (ANG1). Actualmente se conocen mas de dos docenas de factores
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inductores de la angiogénesis y un numero similar de proteinas inhibitorias (Martinez-
Esquerro, et al, 2006). En condiciones normales, existe un balance entre estas
sefiales pro y anti-angiogénicas. Sin embargo, en un tumor se ha perdido este
balance, aumentando la expresion de las sefales pro-angiogénicas y como
consecuencia se lleva a cabo un constante crecimiento de nuevos vasos sanguineos
en torno al tumor. Consecuentemente, la vasculatura del tumor desarrolla
caracteristicas estructurales y funcionales Unicas, que revelan algunas diferencias

con las del sistema sanguineo normal.

3.1.7 Invasién y metéstasis
Tarde o temprano durante el desarrollo de la mayoria de los tipos de cancer, algunas
células se desprenden de las masas tumorales primarias y se mueven e invaden
tejidos adyacentes, a partir de los cuales viajan a diferentes sitios donde pueden
tener éxito y formar nuevas colonias. Estos nuevos asentamientos de células
tumorales (metéstasis) son la causa del 90% de muertes por cancer en humanos

(Cavallo, De Giovanni, Nanni, Forni, & Lollini, 2011).

Varias clases de proteinas implicadas en el mantenimiento de las células dentro de
un tejido estan alteradas en aquellas células que poseen capacidades metastasicas.
Las proteinas afectadas incluyen moléculas de adhesiéon célula-célula (CAMs) e
integrinas (Hanahan D., et al, 2011). La alteracion mejor caracterizada es la pérdida
de E-caderina, una molécula de interaccion ceélula-célula, en las células
transformadas. Asimismo, la colonizacién exitosa de nuevos sitios (locales y
distantes) por las células tumorales, demanda su adaptacion. Entre los cambios
requeridos para una colonizacidén exitosa, se encuentran variaciones en el espectro

de las subunidades a y B de las integrinas expresadas en las células migrantes.

La siguiente caracteristica general de las células con capacidades invasivas y
metastasicas es la expresion de proteasas extracelulares. Estas proteasas que
pueden degradar proteinas de la matriz extracelular estan asociadas a la superficie
celular por un dominio transmembranal. La activacion de proteasas en la superficie
celular facilita la invasion del estroma por las células cancerosas, y el cruce a través

las paredes de los vasos sanguineos y de las capas celulares epiteliales. La
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activacion de proteasas extracelulares y los cambios de las especificidades de union
de las caderinas, CAMs e integrinas son claramente centrales en la adquisicion de

invasividad y de la habilidad metastasica (Figura 5).
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Fig 5. Los pasos de la metastasis. (a) Las células metastasicas deben ser liberadas del tumor
primario y reducir la adhesién entre las células vecinas. (b) Las células crean un camino dentro del
estroma. (c) La intravasacion es requerida si la vasculatura es continua. La distribucion de las
células cancerigenas es determinada por el flujo sanguineo. (d) Las células pueden quedar
atrapadas en camas capilares estrechas y unirse a plaquetas. (e) Las plaquetas protegen a las
células del ataque del sistema inmune. (f) Después de llegar al sitio secundario, las células
cancerigenas pueden salir del flujo sanguineo. (g) Las células proliferan en el sitio secundario
mediante la liberacion de compuestos pro-inflamatorios y la induccién vecina de factores de
crecimiento. Tomado de: Avi. Schroeder A. et al 2011. Modificado por Garcia E.

3.1.8 Terapia contra el cancer basada en anticuerpos
En la actualidad, la inmunoterapia contra el cancer basada en anticuerpos es una de

las promesas y estrategias mas exitosas en el tratamiento de pacientes con cancer,
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puesto que combina especificidad, alta eficiencia y seguridad, con el Unico

inconveniente de ser altamente costosas y, por ende, de acceso limitado.

Esta terapia esta basada en la interaccion de anticuerpos con antigenos tumorales,
los cuales se encuentran sobreexpresados en las células transformadas. Este
reconocimiento antigeno-anticuerpo conlleva a la eliminacion de la célula maligna por
distintos mecanismos, como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos,
complemento, etc. Ademas, existe lo que muchos autores reconocen como la
activacion de puntos de control inmunologicos mediada por anticuerpos, cuya

activacion inhibe funciones invasivas de las células malignas (Pardoll et al, 2012).

3.2 AMINOPEPTIDASA N (CD13, APN)

La CD13 es una enzima metaloproteasa perteneciente a la familia M1, cuya actividad
catalitica depende de Zn. Esta unida a la membrana plasmatica por su segmento
transmembranal que se encuentra muy cercano al extremo N-terminal. Escinde
preferencialmente aminoacidos neutros del extremo amino terminal de proteinas y
péptidos. Esta aminopeptidasa esta ampliamente expresada en células de mdltiples
organos Yy tejidos, tales como, rifion, piel, tejido fibroso, colon, estdbmago, ovario,
pulmén, prostata, pancreas y tiroides, por mencionar algunos (Mina-Osorio, et al,
2006, Mina-Osorio P, et al, 2007). Se sabe que esta enzima se encuentra
sobreexpresada en células tumorales y que media diversas -caracteristicas

funcionales de las mismas, promoviendo la metastasis.

3.2.1 Estructura de CD13
La APN es el miembro mas extensamente estudiado de la amplia familia de
aminopeptidasas Zn-dependientes M1. Es una ectoenzima transmembranal que
consta de un pequefio (6-8 aminoacidos) dominio citoplasmatico N-terminal, un
segmento transmembranal Udnico, un pequefo tallo extracelular y un dominio C-
terminal grande. La CD13 es una aminopeptidasa de gran tamafio (967 aminoacidos),
lo cual ha dificultado su estudio inmunolégico y molecular. Mediante la cristalizacién

de la APN porcina (pAPN), cuya secuencia guarda alta homologia con la APN
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humana, se sabe que la gran porcion extracelular (ectodominio) tiene forma de
“caballo de mar” y que esta compuesta por 4 diferentes dominios: cabeza, cuerpo,
costado y cola. El sitio catalitico Zn-dependiente, esta localizado en una cavidad

rodeada por los dominios cabeza, costado y cuerpo (Figura 6).

Fig. 6. Estructura cristalogréafica de la APN porcina. La pAPN contiene un ectodominio, un tallo, un
ancla transmembranal (TM) y una cola intracelular (IC). El ectodominio contiene cuatro dominios:
cabeza (azul), costado (café), cuerpo (magenta) y cola (amarillo). El sitio activo de la enzima se
muestra en el zoom del cuerpo. Las bolas azules representan el Zn, mientras que el péptido
CNGRCG se muestra en bolas verdes. Tomado de: Liu et al, 2014.

3.2.3 La CD13 y su papel en cancer
Durante el desarrollo del cancer se sobreexpresan diversas enzimas hidroliticas, tales
como peptidasas, esterasas y proteasas, que promueven el fenotipo agresivo de las
células tumorales. En lo concerniente a las peptidasas, la mejor estudiada es la APN
0 CD13, la cual se ha considerado como un marcador tumoral (Fontjin D. et al, 2006).

La APN es requerida para el desarrollo y crecimiento tumoral (Piedfer M, et al, 2011),
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y participa en la activacion de péptidos angiogénicos (Wickstrom, & Larsson, 2011).
La APN juega un papel importante en la migracion de las células tumorales y la
metéstasis, ya que la expresion incrementada de ésta en la superficie de las células
tumorales (Terauchi M, et al, 2007) mejora en gran medida la capacidad migratoria de
las mismas, favoreciendo el proceso de metéastasis. Dicha funcion es independiente
de la actividad enzimatica dependiente de Zn, no obstante, se ha comprobado que en
ensayos de invasion celular se incluyen algunos inhibidores de la actividad enzimética
especificos para aminopeptidasas, los cuales son empleados con la finalidad de
detener el trafico celular, el inhibidor enzimatico mas comunmente empleado es la
bestatina, un compuesto con propiedades inmunomoduladoras y antitumorales (Saiki
l. et al, 1989, Piedfer M. et al, 2011).

El mecanismo por el que CD13 regula la migracion celular aun es desconocido, sin
embargo, se ha propuesto una posible teoria (Figura 7). La motilidad celular mediada
por CD13 es equiparable con la quimiotaxis mediada por integrinas. Con base en este
principio, se ha iniciado la busqueda de un posible ligando de CD13 que al unirse con
Su receptor promueva la migracién celular. Pasqualini y cols. (1995) demostraron la
unién de APN al motivo peptidico Asn-Gly-Arg (NGR). Este motivo de union puede
ser un posible ligando para CD13. Se encuentra expresado en fibronectina, y motivos
similares podrian estar expresados en otras proteinas de matriz extracelular (ECM),
mismas que son excretadas por las células tumorales al medio extracelular. Este
motivo de unién se encuentra también altamente expresado en células endoteliales
de vasculatura angiogénica maligna. El empleo de la interaccion entre CD13 y este
motivo peptidico como posible blanco terapéutico ha sido rapidamente desarrollado y
terapias basadas en inhibir esta interaccion estan actualmente en las fases clinicas |

y Il para el tratamiento contra el cancer (Mina-Osorio, et al, 2007).

Ademas de la participacion de CD13 en la migracion celular, CD13 podria tener
participacion en la degradacién proteolitica de la ECM, la cual es un paso esencial en
el proceso de metastasis, ya que permite la invasion de las células malignas hacia

otros compartimentos del organismo. Se sabe que esta ultima funcion es dependiente
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de la actividad enzimatica de la APN, por lo que el empleo de inhibidores de la

actividad enzimatica en ensayos de invasion celular es comun.

Interacciones entre la APN y los motivos NGR

Péptido NGR Péptido RGD
homdlogo del tumor homologo del tumor
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. p . Celula tumoral A
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Fig. 7. Un mecanismo unificado para la motilidad de las células tumorales. La mastriz extracelular
se muestra como una linea negra en el fondo. Los motivos NGR y RGD presentes en la ECM son
reconocidos por APN e integrinas respectivamente generando tracciones para la motilidad celular.
Tomado de: Liu et al, 2014.

3.2.4 Una posible inmunoterapia contra el cancer basada en CD13
Ya se ha visto que CD13 es un importante inmunorregulador en el desarrollo del
cancer favoreciendo su progresion como consecuencia de un incremento en la
migracion celular, asi como participando en la degradacién proteolitica de la ECM,
gue favorece la invasion de células tumorales. Diversas investigaciones han revelado
gue el empleo de anticuerpos monoclonales (mAb) anti-CD13 en modelos in vivo e in
vitro pueden inhibir la migracion celular y la degradacion de la ECM, donde solo la
segunda es dependiente de la actividad enzimatica. A pesar de que CD13 es la
aminopeptidasa mas estudiada, se desconocen los epitopes especificos a los que se

unen algunos de los anticuerpos anti-CD13 existentes hasta ahora.
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Con base en esta informacion, es evidente que la APN o CD13 puede ser
considerado como un blanco terapéutico contra el cancer, que puede contribuir a
frenar el avance de la enfermedad. No obstante, debido a que en el cancer hay un
desbalance de otros cientos de proteinas y demas puntos de control inmunolégicos,
el empleo de la inmunoterapia contra una sola proteina sera probablemente
insuficiente contra la progresion del cancer. Sin embargo, es fundamental que los
estudios sobre CD13 continden para el desarrollo de una terapia cien por ciento

funcional.

4. JUSTIFICACION
El cancer es un grave problema de salud mundial que sigue cobrando miles de vidas
al afio y que ademas disminuye la calidad de vida de los pacientes. Por esto se hace
necesario aportar informacion acerca del comportamiento del cancer para el
desarrollo de terapias efectivas contra el mismo. Sin embargo, el gran problema con
el cancer radica en que es improbable que tenga éxito una terapia dirigida hacia un
solo punto de control inmunolégico; es por eso que las terapias convencionales
involucran un coctel de medicamentos, asi como terapias sinérgicas de destruccién
no selectiva de las células, que ademas de no ser cien por ciento efectivas, resultan
ser destructivas para los pacientes. Tomando en cuenta estas problematicas, se debe
promover el desarrollo de terapias contra el cancer que actien sobre los puntos de
control inmunoldgico mayormente disregulados. Estas nuevas terapias pueden incluir
anticuerpos especificos que incidan en la activacion de puntos de control

inmunolégicos, prometiendo especificidad sin efectos secundarios.

La APN ha demostrado ser un punto de control inmunolégico de gran importancia en
el desarrollo y la progresion del cancer, puesto que tiene un papel importante en la
capacidad de migracion e invasion de las células malignas. En el presente trabajo se
plantea conocer el efecto de dos anticuerpos especificos para CD13: el mAb 452 y el
mAb C, sobre la migracion celular en ensayos in vitro, empleando lineas celulares de

cancer humano.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
CD13 es una aminopeptidasa que se sobreexpresa en la membrana de células
tumorales, confiriéndoles una capacidad mejorada de migracion y de invasion,
promoviendo la evolucién del cancer. Los anticuerpos monoclonales especificos anti-
CD13 que puedan modular o restringir estas funciones mediadas por CD13 podrian
inhibir la capacidad migratoria de las células tumorales frenando o haciendo mas

lento el avance del cancer.

6. HIPOTESIS
Los anticuerpos monoclonales especificos anti-CD13: mAb 452 y mAb C; inhibiran o
promoveran la migracion celular in vitro de las lineas celulares de cancer humano:
HT1080 (células epiteliales de fibrosarcoma) y A-375 (células epiteliales de
melanoma), las cuales ya han sido empleadas en ensayos para el estudio de la
migracion e invasion celular modulados por CD13 (Saiki I. et al, 1989, Fuji H. et al,
1995). Asimismo, el empleo de un inhibidor de la actividad enzimética de las células

podria inhibir la migracién celular.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de los anticuerpos especificos anti-CD13 sobre la migracién celular

en lineas celulares de cancer humano.

7.2 Objetivos particulares

e Asegurar que no hay proliferacion celular en los ensayos de cierre de herida
mediante el ensayo de proliferacion con bromuro de 2,5-difeniltetrazolio-3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) (MTT).

= Estandarizar ensayos de cierre de herida para cuantificar la migracién de las
células HT1080 y A-375.

= Estandarizar ensayos de migracion en camaras de Transwell para las células

HT1080 y A-375, asi como su cuantificacion.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Lineas celulares y cultivo celular:

HT1080: Linea celular adquirida de ATCC® y donada por el Dr. Alfonso Duefias
Gonzalez, investigador del Instituto Nacional de Cancerologia. Esta es una linea
celular de células epiteliales adherentes de tejido conectivo de humano provenientes
de fibrosarcoma. Se cultivaron en medio MEM (Minimum Essential Medium) con 10%
de suero fetal bovino (SFB), complementado al 5% con aminoacidos no esenciales y
5% de piruvato de sodio (todo de GIBCO-BRL Life Technologies®), asi como 100
U/ml penicilina, 100 pg/mL estreptomicina, y glutamina al 5% (SIGMA ALDRICH®); a
una temperatura de 37°C y una atmosfera al 5% de COa.

A-375: Linea celular adquirida de ATCC ® y donada por el Dr. Alfonso Duefas
Gonzélez, investigador del Instituto Nacional de Cancerologia. Esta linea celular
corresponde a células epiteliales de piel de humano adherentes provenientes de
melanoma. Fueron cultivadas en medio D-MEM (Dulbecco’'s Modified Eagle’s
Medium) con 10% de SFB, complementado al 5% con aminoacidos no esenciales y
5% de piruvato (todo de GIBCOBRL Life Technologies®), asi como 100 U/ml
penicilina, 100 pg/mL estreptomicina, y glutamina al 5% (SIGMA ALDRICH®); a una

temperatura de 37°C y una atmaosfera al 5% de CO:a.

8.2 Anticuerpos
El anticuerpo 1gG usado como control inespecifico fue adquirido de Abcam®. Los
anticuerpos monoclonales murinos anti-CD13: mAb 452 y mAb C se obtuvieron en el

laboratorio del Dr. Enrique Ortega bajo las siguientes especificaciones:

El hibridoma C se obtuvo por la M. en 1.B.B. Claudia Garay en el laboratorio del Dr.
Enrique Ortega, mientras que el hibridoma de la clona 452 fue donado por el Dr.
Meenhard Herlyn, investigador de The Wistar Institute of Anatomy and Biology,
Philadelphia, EUA. Estos hibridomas secretan los anticuerpos monoclonales C y 452,
gue son especificos para CD13 humano. Ambos anticuerpos son de la subclase

IgG1. Los anticuerpos monoclonales murinos anti-CD13 452 y C se purificaron a partir
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del sobrenadante de los cultivos celulares de los respectivos hibridomas, como ha
sido descrito (Valdivia, 2013).

El anticuerpo de cabra anti-lgG de ratdn (goat anti-mouse) marcado con isotiocianato
de fluorescencia (FITC) fue adquirido de ZYMED Technologies ®.

8.3 Ensayo de saturacion de anticuerpo (Inmunofluorescencia indirecta)
En placas de 96 pozos se afiadieron 100 pl de Buffer de lavados (BL) mas el
anticuerpo anti-CD13 correspondiente: mAb 452 o mAb C, a las concentraciones de
0.1, 1.0 y 10.0 pg/ml, ademas se agregd el anticuerpo IgG como control de
especificidad a una concentracion de 10 pg/ml. Se destin6 un pozo como control
negativo y otro como control para el segundo anticuerpo, ademas, se empleo la linea

celular U-937 como control positivo. La placa quedo de la siguiente forma:

1 2 3 4 5 b 7 8 9 10 |11 12
A (U-337) CTRL | 2doab IEG 10 45201 4521 45210 | coa c1 ci1o
eefml pefmil pefml pesml eefml pefml pesml
B({HT10%0] | CTRL | 2doab IEG 10 45201 4521 45210 | coa c1 ci1o
eefml pefmil pefml pesml eesml pefml pesml
C {A-375) CTRL | 2doab IEG 10 45201 4521 45210 | o c1 ci1o
eefml pefmil eefml eesml eesml pesml pesml

Enseguida se despegaron las células de las botellas de cultivo y se resuspendieron a
una concentracion de 200,000 células en 100 ul. Se lavaron con 500 pl de BL y se
dejaron 5 minutos en hielo. Se resuspendieron a la misma concentracion y se
transfirieron 100 pl de la suspension celular a cada pozo de la placa anteriormente
preparada. Se incub6 por 30 minutos con agitacion ocasional. Se centrifugé la placa y

se lavaron las células 2 veces con BL.
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Se agrego el segundo anticuerpo (goat anti-mouse lg) marcado con FITC a todos los
pozos, excepto al control negativo. Se incubd sobre hielo y en oscuridad por 30
minutos con agitacion ocasional. Se lavé con BL y solucion buffer de fosfatos (PBS) y
se resuspendieron las células en 200 pl de PFA frio al 1%. Se incubé la placa 20
minutos en hielo en oscuridad. Finalmente, las muestras se transfirieron a viales y se
leyeron y capturaron por citometria de flujo (citometro de fluyjo ATTUNE™ by

Invitrogen ™ con laseres azul y violeta).

8.4 Ensayo de proliferacion celular

Este ensayo se realizd por 72 horas. Se destin6é una placa de 96 pozos por cada 24
horas, desde el tiempo 0 hasta el tiempo 72 teniendo en total 4 placas. Las células
fueron resuspendidas en medio de cultivo al 10% de SFB y sembradas en las placas
a una concentracién de 10,000 células por pozo en 100 ul de medio de cultivo, por
triplicado para cada condicion. Se afiadid o no la Mitomicina C (SIGMA ALDRICH ®)
a dos concentraciones: 10 pug/ml y 25 pg/ml (Aeyung Kim, et al, 2013), se hicieron
incubaciones por 2 y 4 horas, de acuerdo a la siguiente placa:

PLACA DE LAS O HORAS

HT1080 A-375
1 2 3 4 5 G 7 8 g 10 11 12
A | CTRL CTRL CTAL CTHL CTRL CTRL
MTT MTT MTT MTT MTT MTT
B | CTRL CTRL CTRL CTRL CTRL CTRL
C | MitC10 BAC 10 BItC 10 BAItE 10 Mt 10 MtC 10
pgdml2h | pgfml 2h | pgfml Zh pefml 2h | pg/ml2h | peifml2h
D | MitC 10 BAItE 10 BitE 10 BAItE 10 KAt 10 Rt 10
pe/mldh | pgimldh | pgimldh pg/mldh | pe/mlah | pg/mldh
E MItC 25 PAItE 25 BAEC 25 PAIC 25 Mt 25 MAItC 25
pg/mi2h | pedml2h | peiml 2h pgfml 2h | pg/mi2Zh | pgfmi 2h
F MitC 25 MItC 25 MitC 25 MItC 25 MitC 25 MitC 25
pgfmldh | pgfmldh | pgiml dh pgfml dh | pgfmldh | pgifmldh
G
H
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Transcurrido el tiempo de incubacion, se desechd el medio con Mitomicina y se
afiadi6 medio de cultivo fresco a las células de las placas correspondientes a las 24,

48 y 72h. Se dejaron en incubacion normal.

A las células del tiempo O se les afiadieron 100 pl de medio s/SFB vy sin rojo de fenol
(s/RF) seguido del bromuro de 2,5-difeniltetrazolio-3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) mejor
conocido como MTT (SIGMA ALDRICH ®) en una proporcion 1:10 y se incubaron por
2 horas. Ademas, se afiadio MTT por triplicado a pozos vacios, como control negativo
de oxidacion. Finalizadas las 2 horas de incubacién se afiadié isopropanol acido
(pH=3) para disolver el precipitado formado y se leyo la absorbancia de la placa con
ayuda del lector Cytation 3 ™ (by BioTek Instruments Inc.) a una longitud de onda de
570 nm.

A los respectivos tiempos, se repitio el ensayo con MTT para las células de las placas
incubadas por 24, 48 y 72 horas.

8.5 Ensayo de cierre de herida
En una placa de 48 pozos se sembraron células para obtener una monocapa

confluente (160,000 células por pozo) de acuerdo a la siguiente placa:

HT1080 A-375
1 2 3 4 5 5 7 Y
A IEECTRL | IsG0.1 | IgE1 IgG10 | 1eBCTRL | IgEo0l | 1sG1 123 10
pgfml ps/fml pgfml pefmi pgfml ps/mi

B 452 CTRL 452 0.1 4521 452 10 452 CTRL 45201 4521 452 10

pgfml pg/fml pgfml pefmi pgfml ps/mi
C C CTRL C 01 c1 C 10 € CTRL cn.l c1 C10
pgfml ps/fml pgfml pefml pgfml ps/mi

O BEST CTRL | BESTS BEST 10 | BEST 20 | BESTCTRL | EESTS BEST 100 | BEST 20

DRSO 20 | pefml pe/ml pe,fmml DMSO 20 pefml nefmil pe/mil
pg,fml pe/ml

E CONTROLES DE PROLIFERACION

F g5 1 452 10 c 10 BEST 20 | Iz 10 452 10 C 10 BEST 20
pgfrnl pgfml pg/ml pgfrnl pe/mi pefml pgfml ps/mi
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Las células se incubaron en medio con mitomicina C a 10 pg/ml por 4 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacion se cambié el medio y se dejo la placa en

incubacion hasta el dia siguiente.

Se realizé la herida en la monocapa con ayuda de una punta de micropipeta. Se lavo
la monocapa con PBS y se afadié medio con 10% de SFB. Enseguida se afiadieron
0 no los anticuerpos 1gG, mAb 452 y mAb C a las concentraciones de 0.1, 1.0 y 10
pg/ml. Se afiadié ademas bestatina (Santa Cruz Biotechnology) a las concentraciones
de 5, 10 y 20 pg/ml, mientras que el control contenia (dimetil sulféxido) DMSO a 20
pg/ml (Saiki I. et al, 1989, Van Hensbergen, et al, 2003).

Inmediatamente después de afadir los estimulos se tomaron las fotografias
correspondientes al tiempo 0, seguidas de las fotografias tomadas después de 6 y 24
horas de incubacion. Las fotografias se analizaron con el programa ImageJ. Las
fotografias de las heridas se muestran en el apéndice

8.6 Ensayo de migracion en camaras de Transwell

8.6.1 Migracion inducida por CD13
Se afiadié un volumen de 235 pl de medio s/SFB a los pozos y un volumen de 75 pl
de medio s/SFB a los insertos (estos volimenes se respetaran siempre para los
pozos y los insertos de las placas de Transwell) y se incubo la placa por 30 minutos
para su equilibrio (Riedl J. 2010, Sciences C.L, Soltaninassab S.R et al, 2008).
Durante este periodo de incubacion se cosecharon las células y se resuspendieron en
medio con 0.1% de albumina de suero bovino (BSA) (Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, California) a una concentracion de 200,000 células en 75 pl.

Se retird la placa de la incubadora después de 30 minutos y se deseché el medio de
equilibrio. En el pozo del control negativo se afiadi6 medio sin SFB, mientras que
para los controles positivos se afiadié medio con 10 o con 20% de SFB. Ademas, se
afiadi6 medio con 20% de SFB en tres pozos para el estimulo de bestatina.
Finalmente, para las células HT1080 se afiadieron en los pozos los anticuerpos IgG,
mAb 452 y mAb C a las concentraciones de 0.1, 1.0 y 10 pg/ml, mientras que para las

células A-375 las concentraciones de los anticuerpos fueron de 0.02, 0.1, 0.5y 1.0
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pHg/ml en medio con 0.1% BSA. Una vez preparados todos los pozos se transfirieron
los 75 pl de la suspension celular (200,000 células) a los insertos. Se afadio la
bestatina en los insertos correspondientes a las concentraciones de 5, 10 y 20 pg/ml.
Se incubd la placa 8 horas.

Al término de la incubacion, se centrifugo la placa a 300 Gs 3 minutos. Se recolect6 el
medio de los pozos en viales y se centrifugaron para resuspenderlos posteriormente
en PBS (20 pl para las células HT1080 y 50 pl para las células A-375). Diez pl de
estas suspensiones se colocaron en camara de Neubauer para determinar el nUmero
de células que migraron, contando 5 cuadrantes por duplicado. Los resultados se
normalizaron dividiendo el numero obtenido de las células que migraron con el

estimulo entre el nimero de células que migraron en el control negativo.

8.6.2 Modulacion de la migracion por CD13
Se afadié un volumen de 235 pl de medio s/SFB a los pozos y un volumen de 75 l
de medio s/SFB a los insertos (estos volumenes se respetaran siempre para los
pozos Yy los insertos) y se incubd la placa por 30 minutos para su equilibrio. Durante
este periodo de incubacion se cosecharon las células y se resuspendieron en medio
con 0.1% de BSA a una densidad de 200,000 células en 75 pl.

a.) células HT1080: Se sacé la placa de incubacién y se desechd el medio de
equilibrio. En el pozo del control negativo se afiadié medio sin SFB mientras que para
el control positivo y los pozos de los estimulos se afiadi6 medio con 20% de SFB.
Enseguida se transfirieron 75 pl de la suspensién celular a los insertos. Se afiadieron
en los insertos los anticuerpos 1gG, 452 y C a las concentraciones de 0.1, 1.0 y 10.0
pg/ml, asi como la bestatina a las concentraciones de 5, 10 y 20 pg/ml. Se incubd la

placa por 8 horas.

Tras la incubacion, se centrifugo la placa a 300 Gs 3 minutos. Se recolectd el medio
de los pozos en viales y se centrifugaron para posteriormente resuspender las células
en 20 ul de PBS. Se contaron 5 cuadrantes en la cAmara de Neubauer por duplicado

para obtener el nimero de células que migraron.
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b.) células A-375: Se saco la placa de incubacion y se desecho el medio de equilibrio.
En el pozo del control negativo se afladié medio sin SFB mientras que para el control
positivo y los pozos de los estimulos se afiadid medio con 10% de SFB. Enseguida se
transfirieron 75 pl de la suspensién celular (200,000 células) a los insertos. Se
afiadieron los mismos anticuerpos IgG, 452 y C, a las concentraciones de 0.02, 0.1,
0.5y 1.0 pg/ml, asi como la bestatina a las concentraciones de 5, 10 y 20 pg/ml. Se

incubo la placa por 8 horas.

Tras la incubacion, se centrifugd la placa a 300 Gs por 3 minutos. Se recolecto el
medio de los pozos en viales y se centrifugaron para posteriormente resuspender las
células en 50 pl de PBS. Se contaron 5 cuadrantes en la cAmara de Neubauer por

duplicado para obtener el nimero de células que migraron.

9. RESULTADOS

9.1 Ensayo de saturacion de anticuerpo

El ensayo de saturacion de anticuerpo (Figura 8) se llevé a cabo con dos finalidades;
la primera fue conocer el nivel de expresion de CD13 en las lineas celulares HT1080
y A-375y, en segundo lugar, determinar las concentraciones de los anticuerpos 452 y

C que se usarian en los ensayos funcionales posteriores.

Este ensayo se realizO mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta de
acuerdo a la metodologia anteriormente descrita. Los anticuerpos especificos anti-
CD13 mAb 452 y mAb C se emplearon a las concentraciones de 0.1, 1.0 y 10 pg/mli
para las tres lineas celulares (U937, HT-1080 y A-375). Asimismo, se afiadio aparte
como control de especificidad un anticuerpo no relevante, de clase IgG, a 10 pg/ml,
asi como el primer control negativo con solo células y el segundo control so6lo con el
anticuerpo goat anti-mouse Ig-FITC mas las células. Finalmente, el ensayo fue

evaluado por citometria de flujo obteniendo los resultados presentados en la Figura 8.
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Fig. 8. Histogramas del ensayo de saturacion de anticuerpo. (a) Expresion de CD13 con el
anticuerpo 452 en la linea celular U-937, la cual fungié como control positivo de expresion. (b)
Expresion de CD13 con el anticuerpo C en la linea celular U-937. (c) Expresion de CD13 en
la linea celular HT1080 empleando el anticuerpo 452, (d) asi como el anticuerpo C. (e)
Expresién de CD13 en la linea celular A-375 empleando el anticuerpo 452. (f) Expresion de
CD13 con el anticuerpo C en la linea celular A-375.

9.2 Ensayo de proliferacion celular
Para llevar a cabo los ensayos de cierre de herida, fue necesario primero asegurar
gue las células detuvieran su replicaciéon durante el periodo del experimento, con el
propdsito de poder asociar el cierre de la herida Unicamente a la actividad migratoria
de las células y no como consecuencia de un aumento en el nimero de células. Por
esta razon, se realiz6 un ensayo de proliferacion celular empleando Mitomicina C, un
inhibidor de la sintesis de DNA. La mitomicina se emple6 a dos concentraciones
diferentes: 10 y 25 pg/ml. Las células se incubaron con estas concentraciones de
mitomicina por dos y cuatro horas para inducir Optimamente la detencion de la
division celular. Después del tratamiento con el farmaco, se evalud el efecto sobre la
densidad celular a las 24, 48 y 72 horas empleando MTT, el cual al ser oxidado por

las células produce un compuesto colorido que se puede cuantificar
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espectrofotométricamente. La lectura de la absorbancia del MTT oxidado indicara si
aumento el nimero de células, lo que indicaréa si la mitomicina C detuvo la replicacion

celular. Las lecturas de las absorbancias obtenidas se presentan en las Tablas 1y 2.

Tablas 1y 2. Absorbancias medidas a 570 nm de los precipitados obtenidos por la oxidacion
del MTT por las células HT1080 y A-375 en el ensayo de proliferacion celular con cada una
de las placas correspondientes a las 0, 24, 48 y 72 horas con y sin los tratamientos con
Mitomicina C a 10 y 25 pg/ml por 2y 4 horas.

1)
HT1080 0h 24 h 48 h 72h
CONTROL 0.252 0.276 0.490 0.554
MitC 10 pg/ml 2 h 0.187 0.252 0.239 0.236
MitC 10 pg/ml 4 h 0.199 0.229 0.238 0.234
MitC 25 pg/ml 2 h 0.198 0.220 0.163 0.218
MitC 25 pg/ml 4 h 0.180 0.210 0.136 0.193

2)
A-375 0h 24 h 48 h 72h
CONTROL 0.203 0.268 0.430 0.555
MitC 10 pg/ml 2 h 0.203 0.259 0.311 0.320
MitC 10 pg/ml 4 h 0.164 0.264 0.311 0.314
MitC 25 pg/ml 2 h 0.212 0.256 0.196 0.255
MitC 25 pg/ml 4 h 0.165 0.224 0.175 0.189
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9.3 Ensayo de cierre de herida
Una vez obtenida la concentracion oOptima de mitomicina C para detener la
proliferacion de las lineas celulares, se realizaron los ensayos de cierre de herida con
la linea celular de fibrosarcoma HT1080 (Figura 9) y con células de melanoma A-375
(Figura 10). El cierre de la herida se monitore6 después de seis y 24 horas, siempre
en presencia de los anticuerpos anti-CD13 (mAb 452 y mAb C), mismos que se
emplearon a las concentraciones de 0.1, 1 y 10 pg/ml. Ademés, de acuerdo con la
metodologia, se emplearon también el anticuerpo de control de especificidad (IgG no

relevante) a las mismas concentraciones y la bestatina a 5, 10 y 20 pg/ml.

Se cuantific el area del cierre de herida de ambas lineas celulares a cada tiempo de
incubacion con el programa ImageJ estableciendo las unidades de medida a 1
pixel/mm. Los valores numéricos de las areas obtenidas se transformaron a valores
porcentuales tomando como un 100% de area abierta de las heridas al tiempo cero y
relacionando las areas de los tiempos 6 y 24 horas con respecto al primer tiempo.

Finamente se graficaron estos datos.

Las gréficas correspondientes a la linea celular HT1080 (Figura 9 a, b, c) sefialan que
no hubo efecto con ninguno de los anticuerpos a ninguna de las tres concentraciones
empleadas, comparando siempre contra las células sin estimulo o control en cada
tiempo. A diferencia de los anticuerpos, la bestatina si logré ejercer un efecto en el
ensayo de cierre de la herida a las concentraciones de 5 y 10 pg/ml (Figura 9 d),
provocando que ésta cerrara en mayor proporcion a las 6 horas de haberla realizado,

siendo mayor el efecto a la concentracion de 10 pg/ml.
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Fig 9. Graficas del ensayo de cierre de herida con la linea celular HT1080. Porcentaje de
herida abierta contra tiempo con y sin los anticuerpos IgG (a), mAb 452 (b) y mAb C (c) a las
concentraciones de 0.1, 1 y 10 pg/ml medidas a las 0, 6 y 24 horas. No se presento ningun
efecto con ninguno de los anticuerpos. (d) Grafica del cierre de herida con y sin bestatina a
las concentraciones de 5, 10 y 20 pug/ml a las 0, 6 y 24 horas. Se observa un efecto a las 6
horas de haber realizado la herida a los 5 y 10 pg/ml de concentracion contra el control. Se
realiz6 una Anova de dos vias y prueba de Dunnet (n=4). **** p < 0.0001

Los ensayos de cierre de herida empleando las células A-375 (Figura 10 a, b, ¢)
tampoco muestran efecto de ninguno de los anticuerpos, y también presentd un
efecto la presencia de bestatina (Figura 10 d), aumentando el cierre de la herida a la

concentracion de 5 pug/ml a las 24 horas.
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Fig 10. Graficas del ensayo de cierre de herida con la linea celular A-375. Porcentaje de
herida abierta contra tiempo con y sin los anticuerpos IgG (a), mAb 452 (b) y mAb C (c) a las
concentraciones de 0.1, 1 y 10 pg/ml medidas a las 0, 6 y 24h. Las graficas no muestran
ningun efecto con ninguno de los anticuerpos. (d) Grafica del cierre de herida con y sin
bestatina a las concentraciones 5, 10 y 20 ug/ml a las 0, 6 y 24h, presentandose un efecto a
las 24 horas a la concentracion de 5 pyg/ml. Se realiz6 una Anova de dos vias y prueba de
Dunnet (n=4). *** p < 0.001

Ademas de los ensayos de cierre de herida empleando los anticuerpos anti-CD13 y la
bestatina, se hicieron ensayos para observar el cierre de herida en células sin el
tratamiento con mitomicina C, para comprobar si la replicacion celular realmente
afectaba el cierre de herida como se esperaba (Figura 11). Estos ensayos se
realizaron unicamente con fines demostrativos. Los resultados obtenidos con estos
controles de proliferacién en las dos lineas celulares (Figura 11 a y b) nos revelan un
comportamiento similar a los resultados de los ensayos de cierre de herida

efectuados con células tratadas previamente con mitomicina C.
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Fig 11. Graficas del ensayo de cierre de herida para las lineas celulares HT1080(a) y A-375
(b). En estos ensayos se realizé el cierre de herida con células que no recibieron el
tratamiento con Mitomicina C para detener su proliferacion, ademas se emplearon las
méaximas concentraciones de anticuerpos, ya que estos experimentos solo se hicieron con
fines demostrativos.
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9.4 Ensayos de migracion en camaras de Transwell
También se estudié el efecto de los anticuerpos monoclonales anti-CD13 sobre la
migracion celular en camaras de Transwell. Estos ensayos se dividieron en dos
partes, estudiando en la primera la migracion inducida por entrecruzamiento de CD13
con los anticuerpos, y en la segunda si el entrecruzamiento de CD13 modula la

migracion de las células ante otro estimulo.

9.4.1 Migracion inducida por CD13
En los ensayos correspondientes a la induccién de la migracion por CD13 para
ambas lineas celulares, se buscé determinar si los anticuerpos proveen un estimulo
gue provoque la migracién de las células, por lo que se us6 medio sin SFB en los
ensayos, recordando que el SFB se usdé como el control positivo por su efectiva
promocién de la migracion celular, mientras que el control negativo fue medio sin
SFB. Primeramente, para la linea celular HT1080 (Figura 11) se emplearon los
anticuerpos anti-CD13 y el anticuerpo de especificidad IgG a las concentraciones de
0.1, 1 y 10 pg/ml, asi como la bestatina a 5, 10 y 20 pg/ml. Sin embargo, como la
bestatina se ensayé como modulador de la migracion celular, en estos pozos las

células tuvieron como estimulo migratorio medio con SFB.

La migracién celular se monitored por ocho horas. Al término de este lapso, las
células que migraron se recuperaron y se cuantificaron por conteo en camara de
Neubauer. Ademas, se contaron dos volumenes iguales de cada muestra y se obtuvo
el promedio de ambas. Una vez obtenidos los resultados se calcul6 el indice de
migracion celular dividiendo el nimero de células que migraron en presencia del
estimulo entre el numero de células que migraron en el control negativo, de la

siguiente forma:

No.de células que migraron con el estimulo

Indice de migraciéon = ~ - -
No.de células que migraron en el control negativo

Este indice de migracion delimita un punto de referencia a partir del cual podemos
indicar si hubo o no migraciéon, considerando la migracién basal que hubo con las
células en el control negativo, es decir, sin ningun tipo de estimulo. Los resultados

revelan que Unicamente el anticuerpo IgG ejercio un efecto significativo a 10 pg/ml y
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gue éste es bajo (Figura 12 a), mientras que la grafica correspondiente a la bestatina

(Figura 12 d) revela un efecto a las concentraciones de 5y 10 pg/ml y un efecto

menor a 20 pug/ml, Por otra parte, la bestatina ejercid efectos significativos a las tres

concentraciones empleadas.
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Fig. 12 Gréficas de los ensayos de induccion de la migracion de células de la linea
HT1080por IgG o por anticuerpos anti- CD13. (a) El anticuerpo 1gG presenta un efecto a la
concentracion de 10 pg/ml contra el control negativo. Los anticuerpos 452 (b) y C (c) no
presentaron ningun efecto a ninguna de las concentraciones. (d) La bestatina por el contrario
presenta un efecto a las tres concentraciones manejadas contra el control positivo 2,



obteniendo el mayor efecto a las concentraciones de 5y 10 pg/ml. Analisis estadistico: Anova
de una via y una prueba de Dunnet (n=3). *p < 0.05 *** p < 0.001 **** p < 0.0001

Se hace referencia aparte a los ensayos de induccién de la migracion celular por
CD13 con la linea celular A-375 (Figura 12), ya que las concentraciones empleadas
de todos los anticuerpos fueron diferentes de aquellas empleadas para la linea celular
HT1080, siendo éstas de 0.02, 0.1, 0.5 y 1 pg/ml. No obstante, las concentraciones
usadas para la bestatina se mantuvieron sin modificaciones, al igual que la

metodologia y el tratamiento de los resultados.

Los resultados revelan que todos los anticuerpos tuvieron un efecto positivo en la
induccion de la migracion (Figura 13), tanto el anticuerpo control IgG como los
anticuerpos 452 y C, en donde el anticuerpo IgG (Fig. 13a) mostré un efecto
significativo a las concentraciones de 0.02, 0.1 y 1 pg/ml, y un menor efecto a 0.5
pg/ml, comparado con el control negativo. Estos efectos son muy similares a los que
indujo el anticuerpo 452 (Figura 13b), se observan efectos significativos a las cuatro
concentraciones empleadas, mientras que con el anticuerpo C (Figura 13c) solo a dos
concentraciones se observaron efectos significativos. La bestatina sélo presento
efecto significativo a la concentracion de 20 pg/ml.
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Fig. 13. Graficas de los ensayos de induccién de la migracién por anticuerpos anti-CD13 para
la linea celular A-375. Se afadieron o no los anticuerpos IgG (a) y 452 (b) a las
concentraciones de 0.02, 0.1, 0.5 y 1 pg/ml, presentdndose un efecto contra el control
negativo en todas las concentraciones para cada uno de los mismos. (c) Asimismo, se afiadid
0 no el anticuerpo C, el cual mostré un efecto en todas las concentraciones, excepto a 0.1
pg/ml comparando contra el control negativo. (d) La bestatina se afadio a las
concentraciones de 5, 10 y 20 ug/ml, presentando un efecto significativo a la concentracién
mayor contra el control 2 (+). Anélisis estadistico: Anova de una via mas prueba de Dunnet
(n=3). *p < 0.05 ** p < 0.01 ** p < 0.001 **** p < 0.0001
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9.4.2 Modulacion de la migracion por CD13
Como se refirid anteriormente, la segunda parte de los ensayos de migracion en
camaras de Transwell consistié en estudiar si el entrecruzamiento de CD13 modula la
migracion de las células HT1080 y A375. La Figura 13 muestra los resultados de los
ensayos con la linea HT1080. Como factor quimioatrayente se empleé SFB en la
camara inferior, mientras que las células en contacto con el anticuerpo respectivo se
colocaron en el pozo superior, a fin de evaluar si los anticuerpos modulan la
migracion de las células. En estos ensayos, los anticuerpos se emplearon con el
mismo propoésito que la bestatina, por o que la metodologia empleada fue la misma
tanto para la bestatina como los anticuerpos. Como en los ensayos de induccion de la
migracion, en estos se realizd el mismo tratamiento de resultados, obteniendo el

indice de migracion de la misma forma, segun se refirié anteriormente (Punto 8.4.1).

De acuerdo con las graficas correspondientes a la linea celular HT1080 (Figura 14),
se observa que se obtuvieron efectos significativos de todos los anticuerpos
empleados a cada una de las concentraciones. La grafica correspondiente a la
bestatina muestra que ésta tuvo efectos significativos a las tres concentraciones

empleadas en forma directamente proporcional a la concentracién.
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Fig. 14. Ensayos de modulacion de la migracion por CD13 para la linea celular HT1080. Se
afiadieron o no los anticuerpos IgG (a), 452 (b) y C (c) a las concentraciones de 0.1, 1y 10
pHg/ml presentandose un efecto a las tres concentraciones, comparadas contra el control (+).
(d) La bestatina se afiadié a las concentraciones de 5, 10 y 20 ug/ml. La grafica muestra un
efecto en forma directamente proporcional a las concentraciones contra el control (+). Analisis
estadistico de una via y una prueba de Dunnet (n=3). *p < 0.05 ** p < 0.01 ***p < 0.001 **** p

< 0.0001
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En los ensayos con la linea celular A-375 (Figura 14) se empled la misma
metodologia, aunque las concentraciones empleadas de los anticuerpos fueron de
0.02, 0.1, 0.5y 1 pg/ml. Los resultados obtenidos muestran efectos significativos con
todos los anticuerpos empleados, aunque con el anticuerpo 452 solo se obtuvo un
efecto a la concentracion de 0.5 pg/ml (Figura 15 b). En contraste, la bestatina

registro efectos significativos a las tres concentraciones empleadas (Figura 15 d).
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Fig. 15 Graficas de los ensayos de modulacién de la migracion de la linea celular A-375 por
anticuerpos anti-CD13 y por bestatina. (a) Se afiadi6 o no el anticuerpo IgG a las
concentraciones de 0.02, 0.1, 0.5 y 1 pg/ml observandose un efecto contra el control positivo
a todas las concentraciones. (b) Se afiadi® o no el anticuerpo 452 a las mismas
concentraciones. La grafica muestra que Unicamente se presentd un efecto a la
concentracion de 0.5 pg/ml comparando contra el control positivo. (c) Asimismo, se afadio el
anticuerpo C presentandose un efecto a las tres concentraciones comparadas contra el
control (+). (d) La bestatina se afiadi6 o no a las concentraciones de 5, 10 y 20 ug/ml,
encontrdndose un efecto a todas las concentraciones contra el control (+). Los analisis
estadisticos se realizaron mediante un Anova de una via y una prueba de Dunnet (n=3) *p <
0.05 ** p < 0.01 ***p < 0.001
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10.DISCUSION

El principal objetivo del presente trabajo, fue el estudio del papel de CD13 en la
migracion celular de lineas celulares de cancer humanas. Existen reportes con
evidencias que comprueban que la sobreexpresion de CD13 influye de manera
positiva para acelerar la migracion celular aumentando la capacidad invasiva de las
células de cancer (Wickstrom & Larsson, 2011)(Liu & Yang, 2014). Por tanto, era de
interés determinar si los anticuerpos anti-CD13 con que contamos en el laboratorio,
son capaces promover o modular la actividad migratoria de las células. Para ello, se
trabajé con dos lineas celulares de cancer; la HT1080 y la A-375, las cuales cuentan
con estudios de migracion e invasion celular basados en CD13 (Saiki I. et al, 1989,
Fuji H. et al, 1995).

Sin embargo, para llegar a los ensayos de migracion celular era necesario primero
comprobar la expresion de CD13 en la membrana celular de las lineas celulares de
cancer humanas que se emplearon. Estos ensayos comprobaron que como se
esperaba, ambas lineas celulares expresan CD13 en su membrana, siendo mayor la
expresion en las células HT1080 y menor en las A-375 (Fig. 8). De acuerdo con los
histogramas correspondientes a la linea celular HT1080 (Fig. 8 c y d), se observa que
el empleo de una concentracién de aproximadamente 1 pg/ml de los anticuerpos
especificos anti-CD13 (anticuerpo 452 y anticuerpo C) es suficiente para alcanzar la
fluorescencia maxima, que es la misma que se obtiene al emplear la concentracion
maxima de anticuerpo utilizada (10 pg/ml). Este resultado indica que los receptores
CD13 membranales de las células HT1080 se saturan a una concentracion alrededor
de 1 pg/ml de anticuerpo. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que al ser los
anticuerpos bivalentes y por tanto capaces de entrecruzar a CD13, la maxima union
del anticuerpo no necesariamente coincide con el maximo nivel de entrecruzamiento
(esto es, el maximo nivel de dimerizacion), que en muchos casos es lo que genera la

sefal activadora de algunos receptores.

A diferencia de las células HT1080, las células A-375 presentan el nivel maximo de
union de los anticuerpos 452 y C, a una concentracion alrededor de 0.1 pg/ml segun
lo indica la fluorescencia de los histogramas obtenidos (Fig. 8 e y f). Esto sugiere
fuertemente que el numero de receptores CD13 es mucho menor en la membrana de
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las células de melanoma A-375 que en las de fibrosarcoma HT1080. Dado que la
sobreexpresion de CD13 se ha asociado a mayor capacidad migratoria, se esperaria

que las células HT-1080 tuvieran una mayor capacidad migratoria que las A-375.

Una vez comprobada la expresion de CD13 en las lineas celulares HT1080 y A-375
se iniciaron los experimentos de migracion celular, comenzando con los ensayos de
cierre de herida. Como se mencioné en los resultados, era importante asegurar la
detencidén de la proliferacion celular durante los ensayos, con la finalidad de asociar el
cierre de herida Unicamente a la migracion de las células, y no a la proliferacion
celular (Pellegata D.M et al, 2012). Asi pues, se empleé mitomicina C, un compuesto
reportado en la literatura que detiene la proliferacion al interferir con la replicacion del
DNA celular (PubChem Compound Database). La mitomicina C al ser un
entrecruzador no reversible para las posiciones especificas guanina y citosina en las
cadenas complementarias del DNA, logra el arresto de la divisidbn celular
independientemente de la fase de la mitosis en la que se encuentren las células. Mas
no se debe olvidar que al detener la replicacion de las células como consecuencia de
un dano irreversible al DNA, también se induce estrés y apoptosis. Por esta razon,
era de gran importancia encontrar la concentracion 6ptima de Mitomicina C, a la cual
se indujera el arresto de la division celular sin que se produjera estrés y muerte

celular, o en su defecto, éstas quedaran reducidas al minimo.

Para encontrar esta concentracion optima de mitomicina C (Aeyung Kim, et al, 2013)
se realizaron ensayos de proliferacidon celular, en los cuales se probaron diferentes
concentraciones del compuesto a diferentes tiempos de incubacién y se cuantifico la
reduccibn metabolica del bromuro de 2,5-difeniltetrazolio-3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)
(MTT) efectuado por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, formando un
compuesto azul denominado formazan. Dicho método determina la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. Como cabria esperar, el formazan producido por
la reduccion del MTT aumentara en forma directamente proporcional al nUmero de

células en el pozo, indicando de manera indirecta, si hubo o no replicacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de proliferacion (Tablas 1y 2), se

observa un incremento en la absorbancia del formazan producido por la reduccion del
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MTT después de 24 horas de que las células recibieron el tratamiento con mitomicina,
independientemente de la concentracion de ésta. Este resultado indica que entre las
0 y las 24 horas se incrementa el niumero de células a pesar del tratamiento con
mitomicina C, aunque a partir de las 24 y hasta las 72 horas, los valores de las
absorbancias se mantienen constantes, siendo mas uniformes aquellos
correspondientes a la incubacion por 4 horas de las células con una concentracion de
10 pg/ml de mitomicina. Por otra parte, se puede apreciar que la concentracion mas
alta de mitomicina induce muerte celular, segun lo revelan los valores de las
absorbancias del formazan, los cuales disminuyen a distintos intervalos de tiempo.
Asi, tomando en cuenta que para ambas lineas celulares parece persistir la division
celular hasta por 24 horas de haber sido tratadas, se decidi6 realizar los ensayos de
cierre de herida 24 horas después de tratar a las células por cuatro horas con
mitomicina C a la menor concentracién. Al dejar de lado la incertidumbre de que
pudiera estarse llevando a cabo division celular, estamos asegurando ensayos de
cierre de herida funcionales, que retratardn de modo mas efectivo el comportamiento

de las lineas celulares durante el proceso de migracion.

Como se ha venido mencionando, la sobreexpresion de CD13 esta asociada a una
mayor capacidad migratoria, de acuerdo con esto cabria esperar que la linea celular
HT1080 migrara en mayor medida que la A-375, en presencia de los anticuerpos
monoclonales 452 y C, los cuales al entrecruzar CD13 podrian promover o inhibir la
migracion celular. Sin embargo, de acuerdo con los resultados obtenidos en los
ensayos de cierre de herida, ninguno de los anticuerpos tuvo efecto alguno sobre la
migracion de las células HT1080 y A-375, ya que, en ambas lineas celulares la herida
se comporta de la misma manera transcurridas 24 horas a todas las condiciones
probadas. No obstante, el efecto que se registré fue debido a la bestatina, la cual
modulé positivamente la migracion al mostrar un mayor porcentaje de cierre de

herida.

Tales efectos son opuestos a lo que se esperaba ya que, si se ha reportado que la
inhibicion de la actividad enzimatica de CD13 inhibe la actividad migratoria de las

células asociada a una actividad invasiva, era légico esperar que el empleo de la
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bestatina inhibiera la migracion celular (Fuji et al, 1995). Si retrocedemos un poco a la
metodologia, recordaremos que las células control para la bestatina tienen 20 pug/mi
de DMSO, debido a que éste es el vehiculo en el que se preparé la bestatina. De
acuerdo con la grafica, los datos sugieren que el DMSO por si solo provoca que las
células migren en menor proporcion, ya que el porcentaje de herida abierta es el
mayor de las cuatro barras mostradas en la grafica. Sin embargo, ni el DMSO evita

gue la herida se cierre por completo a las 24 horas.

Al igual que con la linea celular HT1080, se esperaba que al incubar las células A-375
en presencia de bestatina, ésta inhibiera la migracién. Sin embargo, el efecto fue el
contrario y las células A-375 también aumentaron el porcentaje de migracion en
presencia de bestatina, cerrando mas rapido la herida. No obstante, este efecto se
registr6 después de 24 horas, a diferencia de las células HT1080 que mostraron
dicho efecto después de 6 horas. Este resultado podria estar relacionado con las
diferencias en la actividad metabdlica de las células, la cual es diferente de linea
celular a linea celular, demostrando ser mayor en las células de fibrosarcoma HT1080
en comparacion con las células de melanoma A-375, segun lo reveld el ensayo de
saturacion de anticuerpo. Por esta misma razén las células A-375 control que
contenian DMSO muestran todavia una actividad migratoria mucho mas baja que la
de las HT1080.

Ademas de haber probado los anticuerpos y la bestatina en los ensayos de cierre de
herida en las células HT100 y A-375, se probd aparte un control de proliferacion, al
cual no se le aplicé previamente el tratamiento con mitomicina C con la finalidad de
observar si efectivamente la herida cerraba mas rapido debido a la replicacién celular
como se pensaba. De acuerdo con los resultados obtenidos en la grafica (Fig 11.) es
perceptible que el porcentaje de herida abierta es practicamente el mismo a las 6
horas y a las 24 horas en ambas lineas celulares. Este resultado se puede apreciar
de mejor forma en las fotografias comparativas del cierre de herida con y sin
tratamiento con mitomicina (Apéndice, Fig All), en las cuales ademas, se logra
observar que aunque las células continuan replicandose lo hacen “hacia arriba” y no

lateralmente por lo que no intervienen en el comportamiento del cierre de la herida.
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Para la continuacion del estudio del papel de CD13 en la migracion celular se hicieron
los ensayos de migracion celular en camaras de Transwell. Se plantearon dos
objetivos, el primer objetivo fue evaluar la capacidad de CD13 para inducir la
migracion celular. Aqui, las células atravesarian la membrana de los insertos que
componen las camaras de Transwell en respuesta a una sefal quimiotactica, la cual,

seria llevada a cabo por el anticuerpo al entrecruzar CD13.

El segundo objetivo consistié en el estudio de la capacidad de CD13 de modular la
migracion en respuesta a una sefal quimiotactica, la cual seria ejercida por el SFB vy,
por tanto, al entrecruzarse CD13 se ejerceria el efecto de modulacion. Paralelamente
se evalud el efecto de la bestatina, misma que se afadio en la suspension celular en
el inserto, ya que recordemos la funcion de ésta es inhibir la actividad enzimética de
las células y con ella la migracion. Por este motivo, se debia afiadir el factor
guimioatrayente (medio con SFB) debajo del inserto para que se lograra observar el

efecto inhibitorio.

De esta forma, se obtuvieron las graficas de los ensayos correspondientes a la
migracion inducida por CD13 para la linea celular HT1080 (Fig. 12). Estas graficas
nos indican en primer término, que los dos controles positivos que se emplearon
resultaron promover eficazmente la migracion celular (éstos fueron medio al 10 y 20%
de SFB), siendo mas efectivo el segundo por lo menos para las células HT1080. En
segundo término, observamos que ninguno de los anticuerpos logré ejercer un efecto
significativo a ninguna de las concentraciones probadas. Por otra parte, la grafica
correspondiente a la bestatina (Fig. 12 d) revelé un efecto positivo, demostrando que
la inhibicion de la actividad enzimética logra disminuir la actividad migratoria de las
células, concordando con lo reportado en la literatura (Fuji, Nakajima, 1995) (lkao S et
al, 1993). En este caso, como lo que se queria comprobar era qué tanto la bestatina
inhibia la migracion celular, los resultados se debian comparar contra el control
positivo que obtuvo el mayor nimero de células que migraron, es decir, medio al 20%
SFB.

A continuacion, se realizaron estos ensayos con la linea celular A-375 cambiando las

concentraciones a las que se emplearon los anticuerpos obteniendo las gréaficas
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correspondientes (Fig. 13) las cuales nos muestran que los dos controles positivos
empleados también inducen eficazmente la migracion en esta linea celular, sin
embargo, a diferencia de las células HT1080, las células A-375 presentaron una
mayor migracion con medio al 10% de SFB. A pesar de que los anticuerpos
especificos anti-CD13 probados en la linea celular A-375 revelaron ejercer efectos
significativos a diversas concentraciones, tales los considerariamos inespecificos
debido a que el anticuerpo IgG registré también resultados significativos y
recordemos, éste es un anticuerpo de especificidad, el cual se une de manera
inespecifica a la célula y por tanto no ejerce ningun tipo de efecto sobre la misma, por

lo que si tal aparece es considerado como inespecifico.

Punto aparte es la bestatina (Fig. 13d), la cual no muestra ningun tipo de efecto
significativo de inhibicion contra el control positivo 2 (medio al 20% de SFB). Es
importante recalcar que estos resultados se compararon contra el control positivo 2
porque fue este medio el que se afiadié como factor quimioatrayente suponiendo que
tendria el mayor efecto migratorio.

Para finalizar con los ensayos de migracion en camaras de Transwell, se llevaron a
cabo los experimentos de modulacién de la migracién por CD13, segun se redacto
anteriormente. Se debe sefalar que estos ensayos se compararon contra el control
positivo, ya que lo que se pretendia era analizar el efecto inhibitorio del
entrecruzamiento de CD13 sobre la actividad migratoria de las células, es decir, qué
tanto se inhibia la migracién de las células en respuesta a la sefial quimiotactica
inducida por el SFB. Ademas, en vista de que en los ensayos de induccién de la
migracion quedo establecido cudl de los controles positivos ejercia el efecto mas
eficaz para promover la migracién dependiendo de la linea celular, en estos ensayos,

se empled unicamente dicho control.

De acuerdo con las graficas de la linea celular HT1080 (Fig. 14 a, b y c¢), se
obtuvieron efectos significativos con el anticuerpo IgG, asi como los anticuerpos 452
y C a todas las concentraciones empleadas. Al observar que el anticuerpo de
especificidad IgG registré efectos significativos (Fig. 14 a) se podria pensar que los

efectos obtenidos con los anticuerpos anti-CD13 se tomarian como inespecificos. Sin
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embargo, aqui es importante observar detenidamente las concentraciones de los
anticuerpos ya que los efectos obtenidos con los anticuerpos anti-CD13 (Fig. 14 by
C), se registraron a concentraciones muy por debajo de aquellas obtenidas con el
anticuerpo 1gG, indicando que el efecto podria ser significativo. Al realizar el analisis
estadistico de los resultados obtenidos con el anticuerpo IgG versus los anticuerpos
452 y C se mantienen los efectos estadisticamente significativos con los anticuerpos
anti-CD13 a todas las concentraciones excepto a 0.1 pg/ml con el anticuerpo 452,
demostrando que el empleo de estos logra modular la migracion celular con la linea
celular HT1080. Por otro lado, la bestatina mostré un marcado efecto inhibitorio a las
tres concentraciones empleadas, aumentando éste en relacion directamente
proporcional a la concentracion, probando una vez mas que la bestatina inhibe la

actividad migratoria de las células.

Finalmente, los resultados de los ensayos de modulacion de la migracion por CD13
para la linea celular A-375 (Fig. 15 a, b y c) revelan nuevamente efectos inespecificos
con los anticuerpos anti-CD13, mientras que la grafica de la bestatina (Fig. 15 c)
registré efectos significativos inhibitorios de la migracion celular obteniéndose los

mayores efectos a las concentraciones de 5y 20 ug/ml y el menor efecto a 10 pug/ml.

11. CONCLUSIONES

A pesar de que se detuvo la proliferacion celular durante los ensayos de cierre de
herida, quedd demostrado mediante los ensayos con los controles de proliferacion,

gue ésta Ultima no afecta el cierre de herida.

Asimismo, se concluye que los anticuerpos especificos anti-CD13: el anticuerpo
monoclonal 452 y el anticuerpo monoclonal C no ejercen ningun tipo de efecto sobre
la migracion celular en las lineas celulares HT1080 y A-375, segun lo revelan el
ensayo de cierre de herida. En cuanto a los ensayos de migracion en camaras de
Transwell, parece ser que los anticuerpos 452 y C modulan la migracion en la linea
celular HT1080.

En cuanto al empleo de la bestatina, se concluye que ésta aumenta la migracion

celular en los ensayos de cierre de herida, sin embargo, su uso en los ensayos de
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migracion en camaras de Transwell detiene la actividad migratoria de las células en
las lineas celulares HT1080 y A-375. Podemos mencionar ademas que estos efectos
inhibitorios no son dependientes de la concentracién en los rangos utilizados, ni para
los ensayos de cierre de herida ni para los ensayos de migracibn en cadmaras de
Transwell.

12. PERSPECTIVAS
De acuerdo con los resultados obtenidos en estos ensayos in vitro, es prudente
considerar probar sélo aquellos que se obtuvieron positivos en modelos animales, en

este caso, la bestatina para observar los posibles efectos in vivo.
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13. APENDICE

A continuacion, se muestran una serie de fotografias que ilustran los ensayos de
cierre de herida, asi como, los ensayos de proliferacion celular para las lineas
celulares HT1080 y A-375.

Figura Al. Cierre de herida ante el anticuerpo IgG con la linea celular HT1080
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Figura A2. Cierre de herida ante el anticuerpo 452 con la linea celular HT1080
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Figura A3. Cierre de herida ante el anticuerpo C con la linea celular HT1080
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Figura A4. Cierre de herida ante bestatina para la linea celular HT1080
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Figura A5. Cierre de herida ante IgG con la linea celular A-375
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Figura A6. Cierre de herida ante el anticuerpo 452 con la linea celular A-375

rrah $52

CONTROL

0.1 pgfmi

1.0 pgfmil

10.0 pgfenl

61




Figura A7. Cierre de herida ante el anticuerpo C con la linea celular A-375
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Figura A8. Cierre de herida ante bestatina con la linea celular A-375
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Figura A9. Células HT1080 con y sin tratamiento con Mitomicina C a las 72 horas

CONTROL (medio al 10% SFB) 72 h 10 pg/ml mitomicina 72h 25 pg/ml mitomicina 72h

2h

Vil

4h

En esta imagen se observa claramente que la Mitomicina C esta produciendo el
arresto de la division celular logrando detener la proliferacion, siendo el efecto més
visible después de 72 horas de haber aplicado el tratamiento. Ademas, es perceptible
qgue al emplear la Mitomicina a 25 pg/ml el numero de células disminuye, ya que a
una concentracion elevada se induce muerte celular.
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Figura A10. Células A-375 con y sin tratamiento con mitomicina a las 72 horas

Sin Tx Mitomicina 72h Con Tx Mitomicina 72 h

10 pg/ml

25 pg/ml

En esta imagen se logra observar que después de 24 horas de haber recibido el
tratamiento con Mitomicina, las células detienen su proliferacion celular comparadas
con aquellas que no lo recibieron. Del mismo modo que las células HT1080, las
células A-375 demostraron mayor viabilidad a una concentracion de Mitomicina de 10

pg/ml.
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Figura Al1l. Ensayo de cierre de herida con y sin tratamiento con Mitomicina con las
lineas celulares HT1080 y A-375

HT1080 Oh 6h 24h
CIERRE DE HERIDA

SIN Tx MIT

CON Tx MIT

A-375 Oh 6h 24h
CIERRE DE HERIDA

SIN Tx MIT

CON Tx MIT

En esta imagen se observa que a pesar de que la Mitomicina logra el arresto de la
division celular, ésta ultima no influye en el cierre de herida como se esperaba para
ninguna de las dos lineas celulares.
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