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Abreviaturas
ADN: Acido desoxirribonucleico.
ALL: Leucemia Linfoide Aguda
APM: Maquinaria de procesamiento de antigeno
CaCu: Cancer Cérvico Uterino
CD16: FcyRII
DDT: Diclorodifeniltricloroetano
DGA: Diacilglicerol
FcR: Receptores Fc
FcRn: Receptor neonatal Fc
FceRIl: receptor de tipo Il para IgE
HDACI: Inhibidores de la histona deacetilasa
IFN’s: Interferones
IFNa: Interferon alfa
IFNB: Interferdn beta
IFNy: Interferén gamma
Ig: Inmunoglobulina
IL-2: Interleucina 2
IL-10: Interleucina 10
IMF: Intensidad Media de Fluorescencia
IP3: Inositol trifosfato
IRS: Receptor de insulina
LIPI: Liposomas formulados con PI
LSP’s: Linfocitos de Sangre Periferica.
pH: Potencial de Hidrogeno
Pl Lipido
PI2K: Fosfatidilinositol-2-cinasa

PI3K: Fosfatidilinositol-3-cinasa
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PIK: Fosfatidilinositol cinasa

PIP: Fosfatidilinositol-4-fosfato

PIP2: Fosfatidilinositol 3, 4-bifosfato

PIP3: Fosfatidilinositol 3-4-5 trifosfato

PMA: Miristato acetato

Pre-BCR: Receptor pre B

RE: Reticulo endoplasmatico

RTG: Red trans-Golgi

SCAMP2: Proteina de membrana 2 de secrecion asociada a acarreador
SFB: Suero Fetal Bovino

SiARN: ARN de interferencia corto

SNARE: Receptor de fijacion soluble NSF

SOCS: Supresor de la sefalizacién de citosina

SYNJ1: Sinaptojanina 1

SYNJ2: Sinaptojanina 2

TAP: Transportadores asociados con proceso de antigenos
TCR: Receptor de las células T

VAMP2: Proteina de membrana 2 asociado a vesiculas
VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana

B2m: B-2-microglobulina
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Resumen
La Leucemia Linfoide Aguda (ALL) es una de las enfermedades malignas mas comunes
entre los nifios de 0-4 afos de edad. Se caracteriza por la proliferacion clonal,
acumulacién e invasion de tejido por células neoplasicas. Especificamente la ALL de
origen no T, no B es una leucemia derivada de precursores linfoides tempranos. Segun
datos internacionales, México ocupa el sexto lugar a nivel mundial en incidencia, mientras

que en la mortalidad ocupa el séptimo lugar.

Una estrategia terapéutica que actualmente se ha extendido y explorado contra el cancer
es el uso de liposomas como vehiculos de farmacos antineoplasicos. Los liposomas son
vesiculas en las que un volumen acuoso, que generalmente contiene el compuesto
activo, es rodeado por una membrana fosfolipidica cuya estructura, composicion y

proporciones son practicamente iguales a las de la membrana celular.

En el Laboratorio de Oncologia Celular de la UMIEZ de la FES Zaragoza se ha probado
el uso de liposomas formulados con fodfatidilinositol (LIPI) y del fosfatidilinositol (PI) libre
en la movilizacién de receptores de membrana en células linfoides y diferentes lineas

celulares de Carcinoma de cervix (CaCu)y de ALL.

En el presente trabajo se realiz6 la evaluacion del efecto de LIPI y el Pl libre, sobre la
expresion de los receptores HLA-I, FcRn y CD3 en células hematopoyéticas. Cada uno
de estos receptores cumple importantes funciones dentro de la respuesta inmune, pero

también tiene relevancia clinica en células neoplasicas.

Se evalud la expresion basal de estos receptores en Linfocitos de Sangre Periférica
(LSP’s) y en la linea celular Reh, comparada con la expresion en cultivos de ambos tipos
celulares tanto en presencia de LIPI como de Pl libre, observando el aumento de células
positivas en los cultivos en presencia de LIPI, y solo el aumento para los receptores HLA-

I y FcRn en los cultivos de células Reh en presencia de PI.

Los datos aqui descritos proporcionan informacion sobre el efecto que LIPI y PI tienen

sobre la expresion de receptores HLA-I, FcRn y CD3, y el impacto que puede tener en la
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movilizacion de receptores, de tal manera que en el futuro podemos proponer nuevas

terapias, para el tratamiento de enfermedades como el cancer.
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1. Marco Teérico

1.1 Cancer

El termino cancer se utiliza para describir enfermedades en las que los tejidos crecen y
se diseminan de manera incontrolada por todo el organismo. El cancer puede originarse
en casi cualquier organo; dependiendo del tipo celular implicado, se agrupan
dependiendo de su origen celular en: carcinomas (células epiteliales), sarcomas (tejidos

de soporte), linfomas y leucemias (células sanguineas) (Becker et al, 2007).

Independientemente de su origen, se define por una combinacion de ciertas
caracteristicas: proliferacion de manera incontrolada, inmortalidad, induccion de invasién
y metastasis, evasion de supresores de crecimiento, induccion de angiogénesis y
resistencia a la muerte por apoptosis, entre otras (Figura 1) (Hanahan et al., 2011; Becker
et al., 2007).

Sefiales Evasién de los
proliferativas supresores de
mantenidas crecimiento

Evitar la destruccion
por el sistema
inmune

Desregulacion
energética

Resistencia a la Capacidad
muerte celular proliferativa
ilimitada
Inestabilidad gendmica Inflamacion

y mutacion promovida por el

tumor

Induccion a la
angiogénesis

Activacion de la invasion
y metdstasis

Figura 1. Conjunto de ventajas adquiridas por las células tumorales durante el desarrollo

cancerigeno (Tomado de Aguilar 2016, Modificado de Hanahan & Weinberg, 2011).
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El cancer es un problema de salud a nivel mundial, ya que es la principal causa de muerte
en paises desarrollados y la segunda en paises subdesarrollados. La incidencia de este
padecimiento se va incrementando como resultado del envejecimiento, crecimiento de la
poblacién, asi como por la adquisicién de estilos de vida asociados con esta enfermedad,

como el alcoholismo, tabaquismo y una mala alimentacién (Jemal et al., 2011).

Entre las enfermedades cronico-degenerativas, el cancer ocupa el tercer lugar como
causa de muerte en México, solo superado por enfermedades cardiovasculares y
diabetes mellitus. Desde hace dos décadas México atraviesa por una transicidon
epidemioldgica relacionada con la disminucion de las enfermedades infecciosas vy el
aumento en la frecuencia de enfermedades crénico-degenerativas. Contribuye a esta
transicion, la transformacion de las zonas rurales en urbanas, cambios econdmicos,
demograficos y ambientales (Stevens et al., 2008). También, intervienen defectos
genéticos, como alteraciones de genes reparadores del ADN, o por la desregulacion de
genes que promueven el crecimiento normal de la célula denominados protooncogenes,
que suelen activarse por mutacion puntual, transformandose en oncogenes que
contribuyen en la progresiéon de crecimientos tumorales (Lodish et al., 2011; Pierce 2010;
Becker et al., 2007).

Aunque de manera natural el sistema inmune combate a las células tumorales, algunas
de esas células pueden evadir la respuesta antitumoral y sobrevivir. De esta manera, el
desarrollo de un tumor involucra una serie de procesos de control por parte del hospedero
para reducir el crecimiento tumoral el cual es bloqueado por las células tumorales, a
través de mecanismo de escape inmunologico como la adaptacién al microambiente o
adquiriendo resistencia al ataque de células inmunoldgicas efectoras (Rangel-Corona,
2003).

1.2 Leucemia Linfoide Aguda (ALL)

La LLA es una de las enfermedades malignas mas comunes entre los nifos de 0-4 afos
de edad y casi el 72% de los canceres en los nifios de esa edad son de este tipo. Se
caracteriza por la proliferacion clonal, acumulaciéon e invasion de tejido por células

neoplasicas (Aziz et al., 2015). La rapida acumulacion de los precursores linfociticos
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usualmente ocurre en la médula 6sea desplazando a la hematopoyesis normal vy
resultando en anemia, neurotropenia, trompocitopenia y diseminacion de las células
leucémicas a la sangre periférica. Existen muchos factores que promueven el desarrollo
de la enfermedad que incluyen radiacion nuclear, electromagnética y césmica, ademas
de agentes quimicos como los insecticidas, el diclorodifeniltricloroetano (DDT), y la
vitamina K (Cooney et al., 2015). Especificamente la ALL de origen no T, no B es una
leucemia derivada de precursores linfoides tempranos (Figura 2) (Foon et al., 1982).
Aunque la sugerencia es que la mayoria de los antecesores son representativos de

precursores inmaduros de células B (Korsmeyer et al., 1981).

Segun datos internacionales, México ocupa el sexto
lugar a nivel mundial en casos de incidencia, mientras
que en la mortalidad ocupa el séptimo lugar
(Fitzmaurice, 2017); por otro lado datos
proporcionados por el Instituto Mexicano del Seguro
Social entre 1996 y 2000, consideraban que la tasa de
incidencia de ALL en México correspondian entre 55.4

y 58.4 por millén (Mejia-Aranguré et al., 2005).

F_\
Figura 2. Morfologia de la linea
celular Reh, una ALL no T, no B. anuales de cancer en menores de 18 afios (Jiménez-

Actualmente, se diagnostican de 2600 a 3120 casos

Modificada de Manago etal., 2016.  Morales et al., 2017), y el 25 % de estos casos se
deben a ALL (Rivera-Luna et al., 2012). Sin embargo, es dificil saber las tasas reales de
incidencia de la ALL pues México al no contar con un registro poblacional, importa los
datos epidemioldgicos de la Organizacion Mundial de la Salud, o de reportes sobre la

experiencia y lo observado por alguna institucion (Santoyo-Sanchez et al., 2017).

1.3 Terapias

Como resultado de esto se tiene que el tratamiento del cancer como enfermedad ha ido
aumentando en prioridad, comenzando con terapias convencionales como lo son la
cirugia, la quimioterapia y la radioterapia; pero su empleo tiene grandes limitaciones,
principalmente la falta de especificidad y/o su ineficacia para el control de la enfermedad
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residual. Para superar estas limitaciones se propone utilizar el potencial del sistema
inmunoldgico y su capacidad de respuesta hacia las células tumorales. Esta estrategia
se basa en el uso de anticuerpos monoclonales o sus derivados, el empleo de citocinas
y el desarrollo de vacunas antineoplasicas. A estas estrategias se les llaman

inmunoterapias (Subiza et al., 1994).

En el caso de las citocinas, se ha estudiado ampliamente su efecto antitumoral para
combatir células tumorales. Tal es el caso de la Interleucina 2 (IL-2) (Mulé et al., 1985) o
los interferones INFa (Seliger et al., 2008) e IFNy, sin embargo su alta toxicidad o la
resistencia de los tumores hacia estas citocinas limita su uso en la inmunoterapia
(Briesemeister et al., 2011; Rangel-Corona et al., 2014).Ante estos problemas surge la

busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para combatir el cancer.

1.4 Liposomas

Actualmente se estudian modelos de transportadores para dirigir farmacos antitumorales
a tejidos especificos disminuyendo los efectos secundarios que pueden tener los
farmacos administrados via sistémica aumentando la actividad antitumoral y favoreciendo
su metabolismo y excrecion rapida, garantizando la liberacion especifica y controlada de
estos agentes antitumorales. El uso de un vehiculo lipidico (liposoma) para administrar
agentes antineoplasicos, ha sido estudiado como alternativa terapéutica contra el cancer
ya que pueden alcanzar tejidos especificos y mandar compuestos especificos para lograr
los resultados clinicos deseados (Hu et al.,, 2015). Los liposomas son vesiculas con
volumen acuoso, en el que se encapsula el compuesto activo. Son fabricados como una
membrana fosfolipidica cuya estructura, composicién y proporciones son practicamente
iguales a las de la membrana celular. Dichos liposomas se han utilizado desde la década
de los 90°s para la entrega de medicamentos. Estas vesiculas pueden ser muy pequefias,
incluso mas que los pros vasculares de los tumores sélidos, por lo que son excelentes

trasportadores de agentes quimioterapéuticos a sitios blanco (Clavijo et al., 2007).

La funcionalidad de los liposomas esta dada por su composicion ya que al estar formada
por fosfolipidos, este vehiculo es similar a la membrana celular que esta compuesta por

fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, esfingomielina y fosfatidilinositol
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(Figura 3). La cara externa esta constituida por fosfatidilcolina, esfingomielina vy
fosfatidiletanolamina, mientras que la interna la constituyen la fosfatidilserina, la
fosfatidiletanolamina y el fosfatidilinositol que junto con la fosfatidilserina le confieren una

carga negativa neta a la membrana (Kierszenbaum, 2008).

Agua

) S
PO O 55 cC s S

Agua

Interior oxS 20
acuoso Oun %0

“f‘if
Liposoma e’? %%’7% L::%Exterlor
éfgg %%%% acuoso

Figura 3. Estructura de un liposoma integrada por fosfolipidos. Tomada de Urias, 2016. Modificada de
Alberts et al., 2008.

Actualmente los liposomas han sido utilizados en la terapia génica para muchos
propoésitos como el introducir ADN exdgeno a las células (transfeccion), introducir
moléculas o acarrearlas o introducir siARNs. Ademas, su composicion es variada ya que
pueden ser neutros, poseer carga positiva o carga negativa, introduciendo una gran

variedad para la terapia celular (Hosseinkhani et al., 2014).

1.5 Lipidos membranales

La membrana plasmatica de las células esta compuesta por una bicapa lipidica, con
grupos de cabeza polar hidrofilica que estan expuestos hacia la superficie extracelular y
hacia el interior de las células, asi como colas hidrofébicas que estan contenidas en el
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espacio entre las cabezas hidrofilicas. Los principales lipidos dentro de la membrana son
los fosfolipidos, los glicolipidos y los esteroles. De estos los mas abundantes dentro de
la membrana son los fosfolipidos (Becker et al., 2007; Pérez-Burgos et al., 2010). Estos
fosfolipidos contienen un esqueleto de glicerol, dos cadenas de acidos grasos y un
alcohol fosforilado (Figura 4). En las células los principales fosfolipidos son la
fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina, la fosfatidilcolina y el fosfatidilinositol (Berg et al.,
2008); de todos estos fosfolipidos, solo el que posee el grupo inositol no tiene un grupo
amino que esta protonado, por lo que no esta cargado al pH celular. La presencia de
cargas yuxtapuestas de un fosfato cargado negativamente y un amino cargado
positivamente, convierte a estos fosfolipidos en moléculas eléctricamente neutras, y con
una cabeza altamente polar. La combinacion de la cabeza polar y dos cadenas no polares
confiere la caracteristica anfipatica y que es critica para desempefar su funcién en la

estructura de la membrana celular (Becker et al., 2007).

— ‘ Inositol ' Lt
) 1
Grupo polar s
FOSFATO o

(hidrofilico)
de la cabeza 1

Q
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Figura 4. Estructura de un fosfolipido, fosfatidilinositol. Tomada de Urias. Modificada de Alberts et al.,
2008.
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1.6 Fosfatidilinositol

El fosfaditilinositol cumple un importante rol dentro de la monocapa interna de la
membrana, pues esta implicado en una gran variedad de acontecimientos relacionados
en la transmisién de varios tipos de sefales desde la membrana plasmatica hacia el
interior de la célula (Becker et al., 2007). La forma mas comun del fosfatidilinositol en la
membrana plasmatica se encuentra en forma de fosfatidilinositol 3-4-bifosfato (PIP2) o
de fosfatidilinositol-4-fosfato (PIP). Es de gran interés pues tiene distintas actividades
como segundo mensajero. Una de ellas corresponde cuando existe una hidrolisis por
parte de la fosfolipasa C que convierte al PIP2 en inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DGA). El IP3 es liberado al citoplasma donde interactua con receptores localizados en
los depositos de Ca?* del reticulo endoplasmatico y estimula la liberacién del ion (Page
et al., 1998), este proceso regula importantes procesos celulares como la diferenciacion
y crecimiento celular, la apoptosis, el trafico de vesiculas, la activacion de canales y
transportadores i6nicos, activacion de insulina, y cambios en el citoesqueleto.
(McLaughlin et al., 2005; Eyster, 2007). En el caso del diacilglicerol (DGA), activa a
proteinas de la familia de enzimas proteina cinasa C que puede fosforilar grupos
especificos de serina y treonina en diversas proteinas diana y que estimulan el
crecimiento celular, la regulacion de canales id6nicos, cambios en el citoesqueleto,
incrementos del pH celular, y efectos en la secrecion de proteinas y otras sustancias
(Becker et al.,, 2007). La via activada por la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), esta
involucrada en el crecimiento y la supervivencia celular (Hiles et al., 1992). Esta via es
estimulada como consecuencia de la activacion de receptores de membrana tirosin-
cinasa, los cuales autofosforilan y fosforilan el sustrato del receptor de insulina (IRS),

quien fosforila la subunidad p85 de la PI3K activandola. La PI3K activa al PIP2 y lo
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convierte en fosfatidilinositol 3-4-5 trifosfato (PIP3), el cual, corriente abajo, activara a la
proteina Akt (Figura 5) (Pinzén et al., 2009).
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Figura 5. Via de sefalizacion de la PI3K/Akt. Puede observarse como la IRS es fosforilada por
factores de crecimiento y otras moléculas. Cuando IRS es activada fosforila la regién p85 de la
PI3K quien fosforila a la PIP2 para formar el PIP3 que, posteriormente, activa a la proteina Akt
(Tomada de Pinzon et al., 2009. Modificada de Hennessy et al., 2005).

La enzima PI3K también parece estar relacionada al transporte vesicular ya que la via
constitutiva parece estar regulada por cinasas relacionadas a PI3K como PI2K
(fosfatidilinositol-2-cinasa), PIK (fosfatidilinositol cinasa) y la propia PI3K, pues la
ausencia o bloqueo de estas cinasas afecta directamente el transporte vesicular
constitutivo (Schu et al., 1993).

1.7 Transporte Vesicular

La mayor parte de las células secretan proteinas, estas proteinas destinadas para la
secrecion son ensambladas y glicosiladas conforme pasan a través del reticulo
endoplasmatico (RE) y las cisternas del aparato de Golgi. En el complejo morfolégico de
vesiculas y tubos que forman la red trans-Golgi (RTG), las proteinas que seran
secretadas son segregadas por enzimas lisosomales en las células animales. Estas

enzimas tienen senales que determinan la localizacién intracelular. Cuando estas sefales
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no estan o no se pueden leer, las enzimas son secretadas en vez de ser secuestradas

intracelularmente (Kelly, 1985; Burgess et al., 1987).

Existen dos maneras para esta secrecion, que pueden ser a través de vesiculas no
reguladas (vesiculas secretoras constitutivas) o vesiculas reguladas. La primera consiste
en una descarga continua de vesiculas en la membrana plasmatica, mientras que la
segunda se caracteriza por la descarga rapida y controlada, generalmente en respuesta

a una sefial extracelular (Beker et al., 2007; Lodish et al., 2011).

1.8 Transporte vesicular regulado por Fosfoinositidos

Ciertos derivados del fosfatidilinositol cumplen una importante funcion en el transporte
vesicular en ciertos pasos, uno podria ser en la definicion de la locacion donde las
vesiculas deben formarse, y otro durante el transporte y salida de estas vesiculas. En el
primer caso, el fosfatidilinositol puede difundirse rapidamente desde el sitio donde se cred
para formar un gradiente local de lipidos dentro de la bicapa, las proteinas que
encuentren este gradiente podrian acarrear maquinaria para la formacion de vesiculas
(Roth et al., 1997).

Para el transporte y salida de las vesiculas, estas son transportadas por la proteina Myo2
del motor de miosina V a través de filamentos de actina hacia el sitio de exocitosis. Este
proceso es regulado por el PIP. Cuando la vesicula llega a la membrana plasmatica, los
componentes adicionales del complejo exocitico son ensamblados para anclar la vesicula
a la membrana en el sitio de expulsion; este sitio es determinado por una variedad de
proteinas y lipidos, principalmente PIP2, donde actua como un lipido activador de

proteinas en la membrana (Martin, 2012; Schink et al., 2016).

Se han identificado ciertos complejos activados por el PIP2 como el receptor de fijaciéon
soluble NSF (SNARE), la proteina de membrana 2 asociado a vesiculas (VAMP2), la
proteina de membrana 2 de secrecion asociada a acarreador (SCAMP2), la
sinaptotagmina, la sinaptojanina 1y 2 (SYNJ1 y SYNJ2) entre otras (Takenawa et al.,

2001; Vicinanza et al., 2008; Martin, 2012), que estan involucradas en el trafico vesicular
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y que alteran su actividad en funcion de la concentraciéon de PIP2 en la membrana (Figura

6) (Suh et al., 2005; Martin, 2012; Martin 2015).

Membrana Células de Mamifero
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Figura 6. Exocitosis vesicular regulada por Fosfoinositidos. Via regulada principalmente por PIP y PIP2

donde se muestra parte de la maquinaria necesaria para llevar a cabo el anclaje y la expulsion.

Modificada de Schinko et al., 2016.
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Se ha sugerido que los sitios en la membrana ricos en PIP2 son favorables para la
exocitosis vesicular, el cual podria contribuir a la fusion de la membrana por medio de
diversos mecanismos (Martin, 2012; Martin, 2015). Algunos estudios han demostrado que
la distribucion en la membrana de este lipido es irregular y que este se encuentra en
microdominios con concentracion correspondiente de aproximadamente 6% molar,

aunque no se ha demostrado a que se deba (James et al., 2008).
1.9 Superfamiliadelas Ig’s

El concepto de Superfamilia de Inmunoglobulinas se propuso en 1982. Las moléculas de
esta familia desempefian un amplio espectro de funciones, destacando su control del
comportamiento celular (Arnaiz-Villena et al., 1995). Algunas de estas proteinas son
conocidas por su capacidad de reconocer o adherirse especificamente a células (Huang
et al., 2009), mientras que algunos miembros estan involucrados en la ubicacion,
reconocimiento y activacion de antigeno por parte de la célula. Por tanto, es de esperar
que sean proteinas de membrana, aunque pueden existir formas solubles (Arnaiz-Villena
et al., 1995).

Cadena Ligera

Cadena pesada

Figura 7. Estructura de una inmunoglobulina. Modificada de Kapur & Barbosa-Portela, 2012.

Las inmunoglobulinas estan formadas por dos polipéptidos diferentes llamados cadenas
pesadas y ligeras (Figura 7) (Parham, 2005). Aunque evolutivamente han evolucionado
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a partir de un dominio inmunoglobulinico ancestral, que ha ido duplicandose y
diversificandose. Este dominio se compone de 70 a 110 aminoacidos, organizados en
dos laminas (3 paralelas y estabilizado por puentes disulfuro caracteristicos. Mantiene una
estructura terciaria muy conservada y se cree que es debido a su resistencia a proteasas
y su posibilidad de supervivencia en un medio extracelular hostil (Arnaiz-Villena et al.,
1995).

Algunas de las moléculas mas importantes son: el TCR, CD3, moléculas MHC clase | y
II, CD4, CD8, ICAM-1, LFA-3, Thy-1, CTH, grande grupos de adhesinas, correceptores y
VCAM-1 (Galaktionov, 2003; Lépez-Martinez et al., 2005).

1.9.1 CD3

El receptor CD3 comprende las subunidades CD3y, CD30, y CD3¢, que estan presentes
durante su transcripcion en el interior de los timocitos. Estas subunidades se unen a las
subunidades a y B del receptor de las células T (TCR, por sus siglas en ingles) en el
reticulo endoplasmatico y posteriormente viajan a la membrana celular, si no existe esta
relacion el complejo TCR/CD3 es degrado en el interior del timocito. En la region
extracelular se forman asociaciones CD3yg, d¢, mientras que en la parte intracelular
forman unidades de senalizacioén {C; las formas CD3ye y CD3d¢ forman complejos con el
TCRaB y el TCRy®d (Figura 8) (Brenner et al., 1985; Samelson et al., 1985; Alarcon et al.,
1988; Clevers et al., 1988; Sussman et al., 1988, Wegener et al., 1995; Kuhns et al.,
2006).

Las proteinas del complejo TCR/CD3 se encargan de la senalizacion intracelular que
resulta en la activacion de las células T e inician la respuesta especifica antigeno-célula
T que responde a patdgenos y vacunas, asi como trasplantes, tumores y autoantigenos;
ademas puede producir efectos como el incremento de Ca?* intracelular, un estimulo del
flujo de K*, incremento de los fosfoinosidos, activacién de la proteina cinasa C, y el
incremento del pH intracelular (Clevers et al., 1988). Las células T no pueden reconocer
antigenos si el complejo TCR/CD3 no esta correctamente ensamblado, transportado y

expresado eficientemente en la superficie celular (Lefranc et al., 2001; Kuhns et al., 2006).
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El modelo por el cual el complejo TCR/CD3 se activa ha sido tema de discusion pues no
se ha logrado dilucidar. Existen muchos modelos, aunque tienen diferencias, pero todos
convergen en la idea de un cambio conformacional que cambia y activa al complejo
(Kuhns et al., 2006).

afTCR ySTCR

Figura 8. La anatomia del aTCR/CD3 y del yoTCR/CD3. Se observan las diferentes variantes
de los dimeros de CD3 presentes en la membrana celular y su conjugacién con TCR. Ademas
se muestra la comparacion entre una inmunoglobulina humana (lg) y el receptor CD3 Modificada
de Kuhns et al., 2006.

1.9.2 Complejo HLA-I
El complejo HLA-I comprende una serie de genes que codifican las proteinas HLA-A,
HLA-B y HLA-C y son expresados en la mayoria de las células humanas. Las moléculas
HLA-I son heterodimeros formados por una sola cadena de polipéptido transmembranal
no covalente unido a una subunidad de 3-2-microglobulina (32m) (Figura 9) (Pamer et
al., 1998; Vukmanovic et al., 2001).
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Figura 9. Estructura de los genes HLA-I. Modificada de

http://medweb4.unige.ch/immunologie/home/HSC/transplantation_barriers/structures_recognized/majo

r_histocompatibility _antigens/genetic.php

La funcion principal de estas moléculas es presentar péptidos para activar a las células
T CD8". (Janeway et al., 2001; Lépez-Martinez et al., 2005; Smith et al., 2011). Para
lograr esto las moléculas de HLA-I de la célula presentadora interaccionan con el
complejo TCR/CD3 del linfocito CD8*, pero ademas de esto, la molécula de HLA-I
también interacciona con el receptor CD8 lo que aumenta el reconocimiento de las
moléculas de HLA-I por parte de los linfocitos CD8* (Janeway, 1992; Garcia et al., 1996).
Para la presentaciéon del péptido, los dimeros de la cadena pesa/ 32m se unen a los
péptidos generados en citosol via degradacion por proteinas del proteosoma. Estos
péptidos son translocados hacia el lumen del RE por la ayuda de transportadores
asociados con proceso de antigenos (TAP, por sus siglas en ingles), este transportador
esta conformado por dos subunidades, TAP1 y TAP2. Los péptidos son cargados en los
dimeros nacientes cadena pesada/ 2m. Esta union permite a las moléculas HLA-I salir
del RE por una via secretora y alcanzan la superficie celular (Smith et al., 2011).

Actualmente HLA-I es de relevancia clinica ya que se ha observado una minima o
completa perdida de estas moléculas en una gran variedad de tumores solidos y
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hematopoyéticos humanos (Bukur et al., 2012). Esta pérdida puede dividirse de dos
maneras, reversible e irreversible. Los irreversibles son producto de defectos
estructurales de HLA-I, la lamina B2 y los genes APM (maquinaria de procesamiento de
antigeno, por sus siglas en inglés) o la perdida de TAP. Los reversibles son aquellos que
se encuentran a nivel transcripcional como la represion del gen, que pueden ser operados
por oncogenes activos, y/o esta asociado a modificacion en las histonas (Zhu et al., 1999;
Georgopoulos et al., 2000; Fong et al., 2008, Koopman et al., 2000; Garrido et al., 2010;
Lampen et al., 2011; Mimura et al., 2011).

1.9.3 FcRn
Brambell (1958, 1966) teorizo que un receptor podia cumplir tres fenémenos
relacionados, llamados, el catabolismo de las inmunoglobulinas circulantes, la
transmision pasiva de la inmunidad de la madre al feto, y la sensitizacion anafilactica.
Algunos afos después se demostrd que la union de IgG en los
FCcRn intestinos de las ratas neonatales era altamente dependiente
de pH, y que ocurrian a diferentes rangos en varias regiones
(Rodewald, 1976; Rodewald, 1984). Asi en 1985, Simister y
cols., caracterizaron por primera vez un receptor Fc en el
intestino de las ratas neonatales. Esta molécula la llamaron,
FcRn.

FcRn se diferencia de los demas receptores Fc, tanto en
TR IR RRRRRER, SR estructura como en funciéon y cumple un rol clave en las
BOOBOOOHAAACO00. SO0 respuestas inmunitarias mediadas por anticuerpos, que se
especializa en la unién con IgG (Aguilar, 2016). FcRn tiene una
estructura parecida a las moléculas MHC-| pues pose una
Figura 10. Representacion cadena pesada y una cadena ligera de 2m (Figura 10), y a
esquematica de FcRn. diferencia de las moléculas MHC-I, FcRn no puede presentar
Modificasa de Boross etal.,  péptido pues esta region esta ocluida (Roopenian et al., 2007).
2008 La funcion mas estudiada de FcRn es la transferencia de

anticuerpos IgG de la madre hacia el feto a través de los sincitiotrofoblastos presentes en
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la placenta. Esta union de las IgG con el FcRn es dependiente de pH y solo se da en un
ambiente acido y no a pH fisiolégico (Roopenian et al., 2007; Boross et al., 2008). Este
receptor es expresado en células epiteliales, sincitiotrofoblastos de la placenta y células
endoteliales (por ejemplo, hepatocitos), ademas de que en afos recientes se ha
observado su expresion en leucocitos (Blumberg et al., 1995; Israel et al., 1997; Zhu et
al., 2001; Chaudhury et al., 2003; Roopenian et al., 2003; Mi et al., 2008), y también se
ha observado su expresion en algunos canceres (cancer colorectal, el cancer de mama
y el cancer cervico uterino) (Palma et al., 2011; Aguilar, 2016). Aun se desconoce si esta

presentes en células de ALL.

Otras funciones de FcRn es evitar el catabolismo de la IgG circundante y mediar la
trancitosis de IgGs a través de las células epiteliales polarizadas en las superficies
mucosas, ademas de jugar un rol critico en el sistema inmune (Baker et al., 2014). De
todos los roles anteriores, FcRn es conocido ampliamente por el primero, sin embargo,
se descubrié FcRn se encontraba en hepatocitos adultos de rata lo que indicaba que la
funciéon del FcRn no estaba limitado al sistema neonatal y fue corroborado al
documentarse la expresion de FcRn en células de epitelio intestinal adulto humano
(Blumberg et al., 1995; Israel et al., 1997). Dentro de los roles criticos en el sistema
inmune se encuentran dos muy importantes que son la fagocitosis y la presentacion de
antigeno. En el caso de la fagocitosis se ha observado que FcRn se encuentra presente
en granulos especificos en neutrofilos y que media la fagocitosis de bacterias
opsonizadas con IgG, todo es dependiente de pH e independiente del reciclaje de 1gG
(Vidarsson et al., 2006). En el caso de la presentacién de antigeno FcRn juega un
importante rol en las células dendriticas ya que se ha observado que puede mediar la
presentacion de antigeno a través de moléculas del MHC-I y MHC-IlI (Roopenian et al.,
2003, Qiao et al. 2008; Montoyo et al., 2009). Se ha observado cémo estas células
dendriticas activan linfocitos T CD4* y CD8* en presencia de distintos patdégenos como
Citrobacter rodentium (Yoshida et al., 2006), Francisella tularensis (Gosselin et al., 2009;
Iglesias et al., 2013); y virus como el VIH, influenza y herpes simple (Bai et al., 2011; Li

et al., 2011; Lu et al., 2011), y no solo distintos patégenos sino que en el caso del cancer
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se ha observado que las células dendriticas median la respuesta inmune contra el tumor

a través de la presentacion de antigeno dependiente de FcRn (Baker et al., 2013).
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2. Antecedentes Directos

e DiSanto et al. (1989), observaron como afectaban los compuestos formol miristato
acetato (PMA, por sus siglas en ingles), y la fitohemaglutinina en la modulacion de
la expresion de marcadores de membrana (CD4 y CD8) de Linfocitos T y células
L de ratén.

e Sackstein (1993), midio los cambios de expresion de marcadores como LECAM-
1, CD44, y LFA-1, tras un estimulo con Metilprednisolona (un corticosteroide) para
dilucidar el porqué de la linfopenia inducida por esteroides.

e Zhang et al. (1994), observaron el efecto del PMA sobre marcadores como CD5,
CD8, CD4, MHC |, y MHC I, en linfocitos equinos; solo CD4 parecia responder
ante este estimulo.

e Haczku et al. (1996), compararon el efecto de las drogas Dexametosona y
ciclosporina A, en la regulacion de los marcadores de membrana CD3, CD4, CD8
y CD25 haciendo una correlacion con la inhibicion de la proliferacion.

e Kabelitz et al. (1996), compararon el efecto de un antigeno de Fas, OKT3 y el PMA
sobre la expresion de diversos marcadores como CD3, CD4, CD7, CD8, CD44,
CD62L, CD69, CD70, LFA-1a y LFA-1B.

e Urias (2016), demostré que los liposomas formulados con un lipido ciclico tienen
la capacidad de aumentar la expresion del receptor FcyRIIl (CD16) en dos lineas
celulares de cancer de cérvix CALO e INBL.

e Aguilar (2016); demostré que la IL-2 puede aumentar significativamente la
expresion del receptor FcRn, pero no de CD16 en dos lineas de Cancer Cervico-
uterino.

e Garcia (2017) demostré que LIPI, pero no el Pl libre, puede inducir la movilizacion
del receptor opiode & (DOR) en LSP’s, la linea celular HepG2 vy la linea celular
Reh.
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3. Justificacion
La ALL es una de las enfermedades malignas mas comunes entre los nifios de 0-4 afos
de edad y casi el 72% de los canceres en los nifios de esa edad son de este tipo. Por
esto se han estudiado terapias alternativas para combatir este tipo de leucemias sin los

efectos secundarios recurrentes.

El empleo de liposomas como biotransportadores de sustancias antitumorales presenta
diversas ventajas que han impulsado su utilidad en el campo de las terapias alternativas

contra el cancer.

En el Laboratorio de Oncologia Celular de la UMIEZ en la FES Zaragoza ha probado el
uso de liposomas formulados con PI (LIPI) y del PI libre en la movilizaciéon de receptores
de membrana en células linfoides y de diferentes lineas celulares de Cancer Cérvico
Uterino (CaCu) y de ALL.

Por lo anterior, el presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto de estos
liposomas y del lipido libre sobre la linea celular de Leucemia Linfoide Aguda Reh y su
papel en la regulacién de la expresion de los receptores de membrana HLA-I, FcRn y
CDa3. Los cuales cumplen importantes funciones dentro de la respuesta inmune, y tienen

relevancia clinica en células tumorales.
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4. Hipotesis
Se ha observado que los liposomas formulados (LIPI) y el Pl libre tienen capacidad para
movilizar marcadores de membrana presentes en las células de cancer cérvico uterino,
por lo tanto si usamos LIPI y el Pl libre en células de la linea Reh, entonces observaremos

cambios en la expresion de los receptores CD3, HLA-l y FcRn.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo General
e Observar el efecto del lipido libre (P1) y de los liposomas formulados (LIPI) sobre
la expresion de los receptores HLA-I, FcRn y CD3 a través del analisis con

anticuerpos y su evalacién por citometria de flujo en la linea celular Reh y

Linfocitos de Sangre Periférica (LSP’s).

5.2 Objetivo Particular
e Obtener cultivos celulares de la linea celular Reh y los LSP’s.

¢ Analizar la expresion basal de los receptores CD3, HLA-l y FcRn en la linea celular
Rehyenlos LSP’s

e Evaluar el efecto de Pl y LIPI sobre la expresion de los receptores CD3, HLA-l y

FcRn en la linea celular Reh y los LSP’s.

e Analizar si existe alguna diferencia entre el Pl y el LIPI.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

6. Metodologia
6.1 Material Biologico

6.1.1 Linea celular de LLA Reh
La linea celular Reh fue una de las primeras ALL no T, no B en ser aisladas y
caracterizada; data de la década de los 70°s por el grupo de Rosenfeld et al. (1977) y
contiene el siguiente inmunofenotipo: CD3 A, B, C, CD4, CD10, HLA-DR, CD19, CD22,
CD38, CD79a, CD135, y la parte A5 de la cadena subrogada ligera del receptor pre B
(pre-BCR) (Matsuo, 1998; Tsuganezawa et al., 1998; Manago et al., 2016). No contiene
el virus de Epstein-Barr. Ha sido utilizada para el estudio de farmacos para combatir este

tipo de leucemias o su estudio en general (Mohammad et al., 1991; Sun et al., 2011).

6.1.2 Obtencion de Linfocitos de Sangre Periférica (LSP’s) Humanos.
Los LSP’s fueron obtenidos a partir de una muestra de sangre periférica normal, obtenida
por puncién venosa, la cual fue heparinizada. La separacidén se realizé siguiendo el

método de gradiente de Ficoll-Histopaque (Sigma Aldrich®).

En condiciones de esterilidad se obtuvieron 10-15mL de sangre periférica, utilizando el
sistema vacutainer (BD Biosciences®), se utilizé el tubo vacutainer morado de 4 mL con
7.2 mg de K2-EDTA. Una vez recolectadas las muestras se trasladaron al Laboratorio de
Oncologia Celular (L-4 PB) de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria Experimental
Zaragoza (UMIEZ). Se coloco la sangre en un tubo coénico de 15 mL (Corning) en
proporcion 1:1 con Ficoll-Histopaque-1077 (Sigma Aldrich), teniendo extremo cuidado en
no mezclar las dos fases, y se centrifugd por 30 minutos a 400g. Transcurrido el tiempo
de centrifugado, se observaron las tres fases de separacion, situando a las células
mononucleares en la interfase, entre el paquete de eritrocitos, Ficoll-Histopaque y el
plasma. Se colecto el halo blanco de células y se transfirié a un tubo de vidrio de 15 mL
con 2mL de RPMI-1640 (MICROLAB®) frio, para realizar un lavado, se obtuvo el boton
celular y se resuspendié en RPMI al 20% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO®) y se
pasaron a cajas Petri (Corning®) de 100x20 mm. Se esperdé 3 horas a que los monocitos
se pegaran, posteriormente se tomo solo el medio con las células en suspensién y se
dejaron con medio RPMI-1640 al 20% de SFB. Los LSP’s fueron mantenidos en
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incubadora (Form Scientific, EUA) con una temperatura de 37° C,ypH 7.2 a 7.4; con una

atmosfera humeda saturante al 5% de CO2 hasta su uso.

6.2 Cultivo celular
La linea celular Reh se cultivd con medio RPMI-1640 al 10% de SFB. La linea celular fue
mantenida en incubadora (Form Scientific, EUA) con una temperatura de 37° C, y pH 7.2

a 7.4; con una atmosfera himeda saturante al 5% de COa.

La linea celular Reh se cultivo en cajas de cultivo para células en suspension de 25 cm?
y 75 cm? (Ultra Cruz®). La resiembra se realizé cada 48 hrs con una densidad celular de
200,000 células por mL. A la hora de la resiembra se obtenia el medio con las células y
se colocaba en un tubo coénico esteril de 15 mL (Corning®) y se centrifugaba por 5
minutos a 2000 rpm en una centrifuga clinica (Thermo Cientific®) para obtener un boton,
el cual se resuspendia en 1mL de RPMI-1640, a continuacion se evalué la viabilidad
celular por exclusién con azul de Tripano (Sigma ®), estableciendo como valor minimo
de viabilidad el 95%, posteriormente se calculé la densidad celular por conteo en la
camara de Neubauer (American Optical, EUA) para asi obtener 1x10° células para cada

condicion a evaluar por citometria de flujo.

Las células fueron transferidas a cajas Petri (Corning®) de 100x20 mm; tratadas para
cultivo en suspensién, con medio RPMI-1640 en ausencia de SFB, incubadas durante 24
horas, con el fin de sincronizarlas en GO, para que entraran al ciclo al mismo tiempo en
G1.

6.3 Tratamiento celular con Pl libre y liposomas formulados con PI (LIPI)

Se realizaron tres ensayos experimentales continuos, partiendo de 1x10° células de la
linea celular Reh y los LSP, estos fueron puestos en tubos de 1.5 mL (Eppendorf®) y
fueron estimulados con la dosis A de LIPI o la dosis B de PI. Los tubos fueron dejados en
la incubadora a 37°C, y pH 7.2 a 7.4; con una atmésfera humeda saturante al 5% de CO2

por 30 minutos.

El tiempo utilizado fue elegido de acuerdo a un trabajo previo donde por 30 minutos se

evaluo el efecto del LIPI y Pl sobre la via de sefializacién PISK/AKT y la expresion del
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receptor FcyRIII (CD16), pasado los 30 minutos se observaba un aumento en la expresion
de CD16 (Urias, 2016).

6.4 Marcaje con Anticuerpos y visualizaciéon por citometria de flujo

Posteriormente al tratamiento con LIPlI o PI, se realizé6 un lavado con PBS y se
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos. Se decanté el PBS y el botdén fue
resuspendido en 50 pl de anti-HLA-I (Sigma Aldrich®) (1:10), se homogenizé suavemente
la suspension, se incub6 a 4°C y en oscuridad por 45 minutos. Para la deteccion del
FcRn, se utilizé un anticuerpo anti-FcRn (Santa Cruz Biotechnology®) (2.5:100) y un
anticuerpo secundario donkey anti-goat IgG FITC (Santa Cruz Biotechnology®) (6:100).
Para la deteccion de CD3, se utilizé un anticuerpo anti-human CD3 (DAKO®) (1:10) y un
anticuerpo secundario mouse anti-human IgG FITC (Sigma Aldrich®) (1:64). Se sigui6
con el protocolo establecido por el proveedor. Cumplido el tiempo de incubacién se coloco
1 mL de Perm Wash (BD Biosciences®) para HLA-l y FcRn, y 1mL de PBS-10% SFB
para CD3, se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos, el pellet celular fue resuspendido
en 500 pl de solucion FACS para evaluar en el Citdmetro de Flujo FACS ARIA Il (BD
Biosciences®). Los resultados fueron analizados con el software Flowing Software 2.5.1

y con el software FlowJo version 10 (Free).
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7. Resultados
Determinacion de los receptores HLA-I, FcRn y CD3, en Linfocitos de Sangre Periférica
(LSP’s) y la linea celular Reh, por medio de citometria de flujo. Los datos obtenidos fueron
analizados mediante el software Flowing Software 2.5.1 y el software FlowJo versiéon 10

(free).
7.1. Linfocitos de Sangre Periférica

Los resultados muestran que los experimentos en que los LSP’s fueron cultivados en
presencia de LIPI se observaron incrementos en los receptores para HLA-I, FcRn y CD3,
a diferencia de los resultados obtenidos en los cultivos con Pl libre, en donde se observo
que la expresién de los receptores antes citados se mantiene, indicando que Pl libre tiene

una actividad baja.

e Expresion de HLA-I en celulas cultivadas en ausencia y presencia de LIPly
Pl

Se analizd la expresion basal del receptor HLA-I en LSP’s y el efecto de liposomas
formulados con PI (LIPI) y de PI libre sobre dicha expresion. Se realizaron cultivos de
LSP’s en presencia y ausencia de LIPI y Pi libre por 30 minutos. En el caso de los
linfocitos cultivados con LIPI (azul) se observa el aumento tanto en el porcentaje de LSP’s
positivos a HLA-lI como en la intensidad media de fluorescencia (IMF) de HLA-I (Figura
11A), mientras que para los linfocitos cultivados con Pl (verde) el porcentaje de LSP’s
positivos a HLA-I disminuyo y la IMF de HLA-I se mantuvo (Figura 11B) en comparacion

del basal (rojo).

Respecto a la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF), para los cultivos en presencia
de LIPI, se increment6 de 194 (basal) a 906, mientras que en los cultivos en presencia
de Pl la IMF paso6 de 194 a 205. (Grafica 1y Tabla 1). El porcentaje de LSP’s positivos
a HLA-I en los cultivos en presencia de LIPI aumento de 95.4% (basal) a 97.9%, mientras
que para los cultivos con Pl disminuy6 de 95.4% a 94.6% de LSP’s positivos a este

receptor (Tabla 1).
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Figura 11. Expresion del receptor HLA-l en LSP’s. Se observa que hay un aumento de LSP’s
positivos a HLA-l y en la Intensidad Media de Fluorescencia en los cultivos en presencia de
LIPI (Azul), por su parte los LSP’s cultivados en presencia de Pl (verde) mantienen la
expresion en comparacion de la expresion basal (rojo). n= niumero de experimentos

realizados.
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Grafica 1. Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) del Receptor HLA-I en LSP’s. Se observa
el incremento de la IMF en los cultivos en presencia de LIPI (Azul), por su parte los LSP’s
cultivados en presencia de Pl (Verde) mantienen la IMF en comparacién de la IMF basal
(Rojo).
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Basal Pl LIPI
Porcentaje de
Células positivas 954 94.6 (-0.8)* 97.9 (+2.5)*
(%)
Intensidad Media
de Fluorescencia 194 205 906

(X)
Tabla 1. Porcentaje de LSP’s positivos a HLA-I e Intensidad Media de Fluorescencia.

LSP’s cultivados por 30 minutos en presencia de LIPI o PI. *Diferencia del % de LSP’s

positivos a HLA-I con respecto al basal.

e Expresion de FcRn en células cultivadas en ausencia y presencia de LIPly
Pl

Se analizé la expresion basal del receptor FcRn en LSPs y el efecto de LIPIl y de Pl libre
sobre dicha expresién. Se realizaron cultivos de LSP’s en presencia y ausencia de LIPI
y el Pl libre por 30 minutos. En el caso de los linfocitos cultivados con LIPI (azul) tanto el
porcentaje de LPS’s positivos a FcRn como la IMF de FcRn aumentaron (Figura 12A),
mientras que para los linfocitos cultivados con Pl (verde) el porcentaje de LSP’s positivos
a FcRn disminuyo, y la IMF de FcRn se aument6 (Figura 12B) en comparacion del basal

(rojo).

Para la IMF, observamos que en los cultivos en presencia de LIPI la IMF aumenté de 163
(basal) a 443, mientras que los cultivos en presencia de Pl la IMF pasé de 163 (basal) a
183.(Grafica 2 y Tabla 2). En el porcentaje de LSP’s positivos a FcRn, los cultivos en
presencia de LIPlI aumentd de 98.3% (basal) a 98.6%, mientras que para los cultivos con
Pl el porcentaje de LSP’s positivos disminuyé de 98.3% (basal) a 98.2% de LSP’s
positivos a este receptor (Tabla 2).

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

) ] LSP FcRn Basal. ) 1 LSPFcRnBasal. \
201 Lsp Fern LIPI 260 B FeRn PI I\
200 -
- . = ]
8 150 ] 8 150 =
Q _ 3 :
100 = n_3 100 -
50 . 50 -
0] 0]
— P .
10° 10! 10° 10° 104 10°
FITC-A FITC-A

Figura 12. Expresion del receptor FcRn en LSP’s. Se observa que hay un aumento de LSP’s
positivos a FcRn y en la Intensidad Media de Fluorescencia en los cultivos en presencia de
LIPI (Azul), por su parte los LSP’s cultivados en presencia de Pl (verde) la expresion se ve
afectada en comparacion de la expresion basal (rojo). n= numero de experimentos

realizados.
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Grafica 2. Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) del Receptor FcRn en LSP’s. Se observa
el incremento de la IMF en los cultivos en presencia de LIPI (Azul), por su parte los LSP’s
cultivados en presencia de Pl (Verde) también aumenta la IMF en comparacién de la IMF
basal (Rojo).
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Basal Pl LIPI
Porcentaje de Células
. 98.3 98.2 (-0.1)* 98.6 (+0.3)*
Positivas (%)
Intensidad Media de
Fluorescencia 163 183 443

(%)
Tabla 2. Porcentaje de LSP’s positivos a FcRn e Intensidad Media de Fluosrescencia.

LSP’s cultivados por 30 minutos en presencia de LIPI o PI. *Diferencia del % de LSP’s

positivos a FcRn con respecto al basal.

e Expresion de CD3 en células cultivadas en ausenciay presencia de LIPly Pl

Se analiz6 la expresion basal del receptor CD3 en LSP’s y el efecto de LIPIl y de Pl libre
sobre dicha expresién. Se realizaron cultivos de LSP’s en presencia y ausencia de LIPI
y Pl libre por 30 minutos. En el caso de los linfocitos cultivados con LIPI (azul) se observa
el aumento tanto en el porcentaje de LSP’s a CD3 como en la IMF de CD3 (Figura 13A),
mientras que para los linfocitos cultivados con PI (verde) tanto el porcentaje de LSP’s
positivos a CD3 como la IMF de CD3 se mantuvo (Figura 13B) en comparacion al basal

(rojo).

Con respecto a la IMF, en los cultivos en presencia de LIPI se incrementd de 21 a 1804
con respecto al basal, mientras que en los cultivos en presencia de Pl libre se disminuyo
la IMF de 21 a 20 con respecto al basal (Grafica 3 y Tabla 3).El porcentaje de LSP’s
positivos a CD3 en los cultivos en presencia de LIPI aument6 de 15.1% (basal) a 99%,
mientras que para los cultivos con Pl libre disminuyo de 15.1% (basal) a 14.7% de LSP’s

positivos a este receptor (Tabla 3).
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Figura 13. Expresion del receptor CD3 en LSP’s. Se observa que hay un aumento de LSP’s
positivos a CD3 y en la Intensidad Media de Fluorescencia en los cultivos en presencia de
LIPI (Azul), por su parte los LSP’s cultivados en presencia de Pl (verde) disminuyeron la
expresion en comparacion de la expresion basal (rojo). n= numero de experimentos

realizados.
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Grafica 3. Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) del Receptor CD3 en LSP’s. Se observa
el incremento de la IMF en los cultivos en presencia de LIPI (Azul), por su parte los LSP’s
cultivados en presencia de Pl (Verde) mantienen la IMF en comparaciéon de la IMF basal
(Rojo).
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Basal Pl LIPI
Porcentaje de Células Positivas
15.1 14.7 (-0.4)* 99 (+83.9)*
(%)
Intensidad Media de
Fluorescencia 21 20 1804
(%)

Tabla 3. Porcentaje de LSP’s positivos a CD3 e Intensidad Media de Fluorescencia.
LSP’s cultivados por 30 minutos en presencia de LIPI o PI. *Diferencia del % de LSP’s

positivos a CD3 con respecto al basal.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

7.2. Linea Celular Reh

Los resultados muestran que los experimentos donde las células Reh fueron cultivadas
en presencia de LIPI se observaron incrementos en los receptores de para HLA-I, FcRn
y CD3, a diferencia de los resultados obtenidos en los cultivos con Pl libre , en donde solo

se observaron incrementos en los receptores HLA-I y FcRn solamente.

e Expresion de HLA-I en células cultivadas en ausenciay presencia de LIPly
Pl

Se analizé la expresion basal del receptor HLA-I en la linea celular Reh y el efecto de
LIPIl y de PI solo sobre dicha expresién. Se realizaron cultivos de la linea celular Reh en
presencia y ausencia de LIPI y el PI libre por 30 minutos. Tanto en las células Reh
cultivadas en presencia de LIPI (azul), como en las células Reh cultivas en presencia de
Pl (verde) se observa el aumento tanto en el porcentaje de células Reh positivas a HLA-
| como en la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de HLA-I (Figura 14A y Figura
14B) con respecto al basal, aunque el efecto es mayor con las células en presencia de
LIPI.

La IMF de HLA-I en los cultivos en presencia de LIPl aument6 de 65 a 224 con respecto
al basal, mientras que en los cultivos en presencia de Pl el aumento fue de 65 a 112 con
respecto al basal (Grafica 4 y Tabla 4). Para el porcentaje de células Reh positivas a
HLA-I encontramos que en los cultivos en presencia de LIPI aumenté de 54.6% a 74.5%
con respecto al basal, mientras que para los cultivos con Pl se muestra el aumento de
54.6% a 63.2% de células Reh positivas a HLA-I en comparaciéon a la expresién basal
(Tabla 4). Estos resultados demuestran que la linea celular Reh tiene disminuida la
expresion de HLA-I, ya que mientras en los linfocitos la expresion basal fue de 90.897%,
Reh tuvo una expresion de 54.0433%, casi 40% menos en relacion a los linfocitos,

entrado en el rango de 30-80% de expresion menor (Garrido et al., 2010).
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Figura 14. Expresion del receptor HLA-I en la linea celular Reh. Se observa que hay un
aumento de las células Reh positivas a HLA-I y en la Intensidad Media de Fluorescencia en
los cultivos en presencia de LIPI (Azul), por su parte las células Reh cultivadas en presencia
de PI (verde) también incrementan la expresion en comparacion de la expresion basal (rojo).

n= numero de experimentos realizados.
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Grafica 4. Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) del Receptor HLA-I en la Linea Celular
Reh. Se observa el incremento de la IMF en los cultivos en presencia de LIPI (Azul), por su
parte los LSP’s cultivados en presencia de Pl (Verde) también incrementan la IMF en
comparacion de la IMF basal (Rojo).
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Basal Pl LIPI
Porcentaje de Células Positivas
54.6 63.2 (+8.6)* 74.5 (+19.9)*
(%)
Intensidad Media de
Fluorescencia 65 112 224

(X)
Tabla 4. Porcentaje de células Reh positivas a HLA-I. Células Reh cultivadas por 30

minutos en presencia de LIPI o PI. *Diferencia del % de células Reh positivas a HLA-I con

respecto al basal.

e Expresion de FcRn en células cultivadas en ausencia y presencia de LIPly
Pl

Se analizé la expresidn basal del receptor FcRn en la linea celular Reh y el efecto de LIPI
y de PI libre sobre dicha expresion. Se realizaron cultivos de la linea celular Reh en
presencia y ausencia de LIPIy Pl libre por 30 minutos. Tanto en las células Reh cultivadas
con LIPI (azul), como en las células Reh cultivas con Pl (verde) se observa un en el
porcentaje de células Reh positivas asi como de la IMF de FcRn (Figura 15A y Figura
15B) con respecto al basal, aunque el efecto es mayor con las células en presencia de
PI.

Con respecto a la IMF de FcRn, en los cultivos en presencia de LIPI incrementé de 84 a
167 con respecto al basal, mientras que en los cultivos en presencia de Pl libre la IMF
incrmento de 84 a 95, observandose el aumento en ambos casos (Grafica 5y Tabla 5).
En contraparte, el porcentaje de células Reh positivas a FcRn en los cultivos en presencia
de LIPI aumento de 87.4% a 88.2%, mientras que para los cultivos con Pl se aumenté de
87.4% a 90.8% en comparacion al basal (Tabla 5). Es importante resaltar que mientras
Pl induce una mayor cantidad de células positivas a FcRn, LIPI induce una mayor
expresion del receptor en las células que previamente ya lo tenian. Ademas la expresion

basal de este receptor es un dato completamente nuevo ya que este receptor no ha sido
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caracterizado en esta linea celular y podria funcionar como un marcador en el diagndstico

de esta leucemia.
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Figura 15. Expresion del receptor FcRn en la linea celular Reh. Se observa que hay un
aumento de las células Reh positivas a FcRn y en la Intensidad Media de Fluorescencia en
los cultivos en presencia de LIPI (Azul), por su parte las células Reh cultivadas en presencia
de PI (verde) también aumentaron la expresion en comparacion de la expresion basal (rojo).

n= numero de experimentos realizados.
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Grafica 5. Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) del Receptor FcRn en la Linea Celular
Reh. Se observa el incremento de la IMF en los cultivos en presencia de LIPI (Azul), por su
parte los LSP’s cultivados en presencia de Pl (Verde) también incrementan la IMF en

comparacion de la IMF basal (Rojo).
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Basal Pl LIPI
Porcentaje de Células Positivas
87.4 90.8 (+3.4) 88.2 (+0.9)*
(%)
Intensidad Media de Fluorescencia
84 95 167

(X)

Tabla 5. Porcentaje de células Reh positivas a FcRn e Intensidad Media de
Fluorescencia. Células Reh cultivadas por 30 minutos en presencia de LIPI o PI.

*Diferencia del % de células Reh positivas a FcRn con respecto al basal.

e Expresion de CD3 en células cultivadas en ausenciay presencia de LIPIy Pl

Se analizé la expresion basal del receptor CD3 en la linea celular Reh y el efecto de LIPI
y de PI libre sobre dicha expresion. Se realizaron cultivos de la linea celular Reh en
presencia y ausencia de LIPIy Pl libre por 30 minutos. En el caso de las células Reh
cultivadas con LIPI (azul) se observa el aumento en el porcentaje de ‘celulas Reh
positivas a CD3 asi como de la IMF de CD3 (Figura 16A), mientras que para las células
Reh cultivadas con PI (verde) el porcentaje de células Reh positivas a CD3 disminuyo
pero no asi la IMF que aumenta (Figura 16B) en comparacién de la expresiéon basal

(rojo).

La IMF en los cultivos en presencia de LIPI aument6 de 61 a 354 con respecto al basal,
mientras que en los cultivos en presencia de Pl aument6 de 61 a 72. Para el porcentaje
de células Reh positivas a CD3, en los cultivos en presencia de LIPI aumento de 3.4% a
76.7%, mientras que para los cultivos con Pl se disminuyé de 3.4% a 3.2% de células

Reh positivas a este receptor en comparacioén a la expresion basal (Tabla 6).

Estos datos muestran que Pl puede inducir una mayor expresion CD3 en células Reh,
pero disminuye el porcentaje de células positivas a CD3, mientras que LIPI favorece en
ambos casos al receptor CD3.
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Figura 16. Expresién del receptor CD3 en la linea celular Reh. Se observa que hay un aumento de
las células Reh positivas a CD3 y la Intensidad Media de Fluorescencia en los cultivos en presencia de
LIPI (Azul), por su parte las células Reh cultivadas en presencia de Pl (verde) mantuvieron la expresion

en comparacion de la expresion basal (rojo). n= nimero de experimentos realizados.
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Grafica 6. Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) del Receptor CD3 en la Linea Celular
Reh. Se observa el incremento de la IMF en los cultivos en presencia de LIPI (Azul), por su
parte los LSP’s cultivados en presencia de Pl (Verde) también incrementan la IMF en

comparacion de la IMF basal (Rojo).
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Basal PI LIPI
Porcentaje de Células Positivas
3.4 3.2(-0.2%)  76.7 (+73.3)*
(%)
Intensidad Media de Fluorescencia
61 72 354

(X)
Tabla 6. Porcentaje de células Reh positivas a CD3 e Intensidad Media de Fluorescencia.

Células Reh cultivadas por 30 minutos en presencia de LIPI o PI. *Diferencia del % de células Reh

positivas a CD3 con respecto al basal.
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8. Discusion de Resultados
Se sabe que los receptores HLA-I tienen como funcidn principal presentar péptidos para
activar a las células T CD8*. (Janeway et al., 2001; Lépez-Martinez et al., 2005; Smith et
al., 2011). En condiciones fisiologicas las moléculas HLA-I son expresadas en todos los
tejidos y células nucleadas adultas, con la excepcion de 6rganos inmunes privilegiados.
Esta expresion puede ser regulada por diferentes citocinas como los interferones (IFN’s)
e IL-10. Ademas se ha descrito que Pl juega un importante rol en el transporte vesicular
(De Camilli et al., 1996; Siddhanta et al., 1998; Huijbregts et al., 2000). Por lo que
pensamos que son muy importantes nuestros resultados donde se demuestra que los
LSP’s cultivados con liposomas formulados con PI (LIPI), regulan de manera positiva la
expresion de receptores HLA-I. En un efecto comparable con el inducido por los IFN’s,

potentes estimuladores de la expresion de estas moléculas. (Evans et al., 2006).

El saber que LIPI puede aumentar la expresion de moléculas HLA-I genera una gran
expectativa por su posible uso en las enfermedades en las que hay una baja expresiéon
de estas moléculas. Por ejemplo se sabe que los receptores HLA-I juegan un papel
fundamental en la progresién del cancer ya que se reporta una baja expresion o completa
perdida de estas moléculas en una gran variedad de tumores solidos y hematopoyéticos
humanos (Bukur et al., 2012). Esta deficiencia en la expresién de HLA-I es de importancia
clinica, ya que esta asociada al grado, estado y progresidén del tumor asi como a la
supervivencia del paciente, donde a menor expresion de HLA-I se le asocia una menor
sobrevida (Carretero et al., 2008; Kasajima et al., 2010; Reinis, 2010; Garrido et al., 2011;
Lampen et al., 2011).

Por lo tanto, el encontrar que existe una induccién en la expresion del receptor HLA-I, al
usar LIPI es de gran relevancia ya que podemos regular la sobre expresion de estos
receptores en células tumorales para que sean reconocidas de manera mas eficiente por
el sistema inmunoldgico y de esta manera eliminarlas, con lo que podemos aumentar la

supervivencia de pacientes que padecen cancer.

En este sentido se puede destacar el resultado obtenido en las células de la linea Reh,
las cuales después de haber sido cultivadas en presencia de los LIPI, incrementaron
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notablemente la expresion de receptores HLA-I, lo que indica que no existen defectos
irreversibles en estas células. El haber logrado la induccién de la expresion de receptores
de HLA-I en esta célula, nos hace pensar que las células Reh, no tienen dafado el
proceso de sintesis de proteinas sino el mecanismo de transporte hacia la membrana, es
decir cuando estas células se transforman existe un elemento que impide que las
moléculas HLA-I sean movilizadas adecuadamente a la superficie celular. Efecto que

demostramos que puede ser revertido al utilizar la composicion liposomal LIPI.

También, debemos mencionar que ya se ha reportado que la terapia génica, con la
introduccién de vectores virales que codifican y restauran el transportador TAP o la lamina
B2 (del Campo et al., 2009; Li et al.,, 2009 ; o que la modulacién epigenética con la
modulacién de las histonas a través de algunas sustancias que modifican su
conformacién como el acido valproico, Tricostatina A, ambos son HDACi (inhibidores de
la histona deacetilasa por sus siglas en inglés), y regulan positivamente la expresién de
HLA-I (Khan et al., 2008); y que el uso de los interferones tipo | (IFNa y IFNB) y tipo I
(IFNy) tienen un estimulo potencial en la presentacion de antigeno mediada por HLA-I
por la via de activacion transcripcional (Lampen et al., 2011) y pueden, en el caso del
cancer, los INFa (Seliger et al., 2008) e IFNy (aunque este ultimo tiene sus limitantes
debido a sus efectos adversos) (Briesemeister et al., 2011) favorecer la expresion de
HLA-I en células cancerigenas. Sin embargo, los canceres pueden producir resistencia a
los interferones (Xi et al., 2006; Komyod et al., 2007; Rodriguez et al., 2007). Es por ello
que el contar con un liposoma especialmente formulado con un efecto parecido al del
interferon es importante porqué podemos usar una molécula con composicion semejante
a la de las membranas biologicas de tal manera que se pueden reducir los efectos
adversos que presentan los interferones. Después de lo antes expuesto podemos decir
que el LIPI puede ser una posible terapia para inducir la expresién del receptor HLA-I en

células donde existe una baja expresion del mismo.

Por otra parte, el FcRn es un receptor que juega un papel importante en la transferencia
de IgG materna hacia el feto a través de la placenta (Roopenian et al., 2007), evita el

catabolismo de la IgG circundante y media la trancitosis de IgGs a través de las células
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epiteliales polarizadas en las superficies mucosas, ademas de ser importante en la
regulacion del sistema inmune (Baker et al., 2014). Actualmente, se tiene documentado
que el FcRn se expresa en células de intestino, sinsitiotrofoblastos, hepatocitos, células
endoteliales, células B, macrofagos, y células dendriticas (Zhu et al., 2001; Chaudhury et
al., 2003; Roopenian et al., 2003; Mi et al., 2008). Existe una alta expresion en células B,
la cual se puede comparar con la expresion, de este receptor, en LSP’s cuando son
cultivados en presencia de LIPI (Tabla 2). Estos datos son de interés cientifico ya que,
actualmente, no existe una técnica para aumentar la expresion de receptores FcRn en
células B, de tal forma que contariamos con un novedoso método para regular el transito
de anticuerpos a través del citoplasma para modular la respuesta inmune, asi como
regular la expresion de FcRn en células dendriticas o macrofagos, que también

pertenecen al linaje hematopoyético y son presentadores de antigeno.

En las células dendriticas el receptor FCRn media la presentacion de antigeno a través
de moléculas del MHC-I y MHC-II (Roopenian et al., 2003, Qiao et al. 2008; Montoyo et
al., 2009) y la sobreexpresion del mismo puede combatir multiples enfermedades
parasitarias (Yoshida et al., 2006; Gosselin et al., 2009; Iglesias et al., 2013; Bai et al.,
2011; Li et al., 2011; Lu et al.,, 2011), o el cancer colorectal (Baker et al., 2013). Al
respecto se sabe que el incremento en la expresion de FcRn favorece la respuesta
inmune humoral y aumenta la actividad de las células presentadoras de antigeno
(Cervenak et al., 2011; Végh et al., 2012). Ademas el receptor FCRn se ha observado en
cancer colorectal, cancer de mama (Palma et al., 2011) y en cancer cérvico uterino
(CaCu). Si bien es posible que los tejidos de origen de dichos tumores ya tengan la
expresion de este marcador, como en el caso del CaCu (Aguilar, 2016), su presencia en
las etapas preliminares puede afectar el trafico subcelular de IgG, el metabolismo y la
disposicion general del tumor (Palma et al., 2011) lo que favorecia la evasion del sistema
inmune y la progresion del tumor. Por esto la relevancia de este receptor en las células
Reh, pues a pesar de ser células de origen linfoide, por sus propias caracteristicas (no B,
no T) no se esperaria la expresidon del receptor FcRn, lo cual indica que este receptor

esta jugando un papel vital en el proceso y avance de este tipo de leucemias.
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En el caso del receptor CD3, este se encarga de la sefializacion intracelular para la
activacion de las células T e iniciar la respuesta especifica antigeno-célula T que
responde a patdbgenos y vacunas, asi como trasplantes, tumores y autoantigenos. Las
células T no pueden reconocer antigenos si el complejo TCR/CD3 no esta correctamente
ensamblado, lo cual le permite ser transportado y expresado eficientemente en la
superficie celular (Lefranc et al., 2001; Kuhns et al., 2006). Por lo tanto, el detectar que
los LSP’s en presencia de LIPlI aumentan significativamente la expresion de CD3 nos
hace pensar que contamos con una via externa para inducir la formacion del complejo
TCR/CD3 para un mejor reconocimiento del antigeno. Alarcon y cols. (1988) han
reportado que cuando se unen CD3 y TCR se forma un complejo estable que evita su
degradacion permitiendo que las células T reconozcan antigenos especificos. Dado que
nuestros resultados muestran un aumento de CD3, al usar el LIPI, pensamos que el
liposoma usado favorece el transporte de este receptor hacia la membrana celular,
colaborando en la formacion del complejo TCR/CD3 que evita su degradacion. Lo que
significaria que los LSP’s puedan reconocer de mejor manera antigenos para optimizar
la respuesta inmunoldgica. Es decir que el liposoma formulado con Pl puede proponerse
como vehiculo farmacéutico para aumentar la expresion del receptor CD3 que puede

servir como una alternativa de diagndstico o terapia en enfermedades hematoldgicas.

En este sentido en el presente trabajo evaluamos el efecto de LIPI sobre la expresion de
CD3 en la linea leucémica Reh no T, no B. Con una baja expresién del receptor CD3
(Rosenfeld et al., 1977), que se atribuye a una deficiencia en el transporte de este
receptor hacia la membrana como se ha reportado para la Leucemia Linfoide Aguda (ALL)
que nos hace pensar que la baja expresion de CD3 es un mecanismo molecular que
permite el avance y progreso de las células leucémicas. (Link et al., 1985; Campana et
al., 1987). Existen reportes que indican que CD3 se expresa a nivel citoplasmatico pero
no a nivel de membrana en las células de ALL tipo T (Link et al., 1985). Por lo tanto, el
que nosotros hayamos demostrado que el LIPI puede aumentar la expresién de CD3 en
la membrana de las células de la linea Reh, significa que podemos favorecer el transporte

de este receptor hacia la membrana. Ademas es sustancial sefalar que el anticuerpo
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anti-CD3 utilizado fue especifico para la subunidad € lo que nos indica que se expresan
las diferentes variantes del receptor CD3, pues en la membrana celular el receptor CD3
con su dimeros ye y o€ interaccionan con los heterodimeros af del TCR, mientras que los
dimeros ye de CD3 interaccionan solamente con heterodimeros yd del TCR (Brenner et
al., 1985; Samelson et al., 1985; Sussman et al., 1988; Alarcon et al., 1988; Wegener et
al., 1995). Como puede observarse la subunidad € es comun en todas las variantes, por

lo cual seria prudente corroborar si existe expresion del TCR en estas células leucémicas.

Actualmente no existen reportes de la funcion que LIPI y Pl tienen sobre la expresion de
los receptores HLA-lI, FcRn y CD3, por lo que nuestros resultados pueden tener
implicaciones notables en tratamientos pre-existentes o creando nuevas terapias contra

diferentes enfermedades como el cancer.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

9. Conclusiones

Se observo el efecto del Pl y del LIPI sobre la linea celular Reh y Linfocitos de
Sangre Periférica (LPS’s) a través del analisis con anticuerpos y su visualizacién
por citometria de flujo.

La linea celular Reh expresa de manera basal HLA-I, FcRn y CD3.

Se encontré que en todos los casos los cultivos en presencia de LIPI aumentan la
expresion de los receptores evaluados.

Se encontré Pl aumenta unicamente a los receptores FcRn y HLA-I en la linea
celular Reh.

Los resultados sugieren que LIPI es mejor que Pl para aumentar la expresion de

los receptores evaluados.

10. Perspectivas

Evaluar la presencia del TCR en la linea celular Reh, para corroborar la formacion
del complejo TCR/CD3.

Evaluar el efecto del LIPI sobre la expresion de FcRn en cultivos de células
dendriticas.

Evaluar el efecto de LIPI sobre la expresion de HLA-I en diferentes lineas celulares
de LLA o cualquier otro cancer.

Dilucidar el papel que juegan los receptores FcRn y CD3 en las funciones de la

linea celular Reh.
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