oo UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

LOCALIZACION DE LA PROTEINA HMGB1
EN CARCINOMAS PULMONARES

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

VERONICA ROJO LEON

MEXICO, D.F. ANO 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE:

VOCAL:

SECRETARIO:

ler. SUPLENTE:

2° SUPLENTE:

Profesor:

Profesor:

Profesor:

Profesor:

Profesor:

José Sulivan Lopez Gonzalez
Ana Esther Aguilar Cardenas
Enrique Ortega Soto

Jorge Fernando Paniagua Solis

Madnica Berenice Heras Chavarria

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: LABORATORIO DE CANCER PULMONAR,

DEPARTAMENTO DE

ENFERMEDADES CRONICO DEGENERATIVAS, UNIDAD DE

INVESTIGACION, INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS ISMAEL

COSIO VILLEGAS

ASESOR DEL TEMA: JOSE SULIVAN LOPEZ GONZALEZ

SUPERVISOR TECNICO: DOLORES AGUILAR CAZARES

SUSTENTANTE: VERONICA ROJO LEON




Dedicatorias

A mi familia...

Este trabajo se lo dedico a las personas mas importantes en mi vida, mi

mama Benita Rojo, mi abuelita Manuela y mis hermanos Javier, Miguel y
Fernanda.

... Gracias

"El amor es la fuerza mas humilde, pero

la mas poderosa de que dispone el mundo."
Mahatma Gandhi



Agradecimientos

A mi mamad, abuelita y hermanos, por TODO el apoyo y carifio que siempre me han brindado.
Gracias por estar siempre conmigo. Mama y Javier, les agradezco el esfuerzo que han

realizado para que cada uno de los proyectos de mi vida se pudiera realizar.

A la M en C. Dolores A, gracias por los consejos, conocimientos transmitidos y el apoyo, en
todos los aspectos, para poder concluir este trabajo, porque también es tuyo. Al Dr. Sullivan
L, por haberme dado la oportunidad de formar parte de su grupo de trabajo, por el tiempo

dedicado y por transmitirme parte de sus conocimientos.

A mis compaferos del laboratorio, Angeles C, Paty R, Susana G, Heriberto P Manuel M y
Osvaldo G, por enriquecer este trabajo con sus comentarios. En especial agradezco a Manuel

por el apoyo técnico.

A mis amigos: Ana P, Bertha Z, lleana A, Sarahi R, Narenthzy D, Patty L, Jovani V, Edder F
y Rafael F, gracias por su amistad, su apoyo, confianza y por compartir tantos momentos
juntos, dentro y fuera de la facultad. A mis amigos que encontré en el camino, Andrea M,
Ingrid de la P, Marisol J, Flor S y Marco A, gracias por su amistad. Siempre les tendré un
carinio muy especial a aquellos que fueron y siguen siendo una parte muy importante en mi

vida.

No podian faltar los amigos que he encontrado en el laboratorio, Eréndira P, Edith B,
Liliana S, Norma S, Lorenzo |, y Rodolfo S, gracias por su compafiia, apoyo y consejos;

jaméas olvidaré los momentos que ocurrieron dentro y fuera del laboratorio.

iGracias a todos!



INDICE

1. INTRODUCCION ...cuoiiiiiiiiiiietiteteie ettt ettt ettt et e et e et et ene e seneeaenas 3
1.1 ASPECTOS GENERALES DEL CANCER.......c.ccciiieieeeeeecte e, 3
1.2 CANCER PULMONAR .......ooiitiiteeteeeeeeeeeeeee et eteeteste et stestesteeaeetesaestesaesaesaeenes 4
3 I T (0 =0 [ 1= o o U 5
1.2.2 Tipos histoldgicos del cancer pulmonar ..............ccceiiiieeeiieeeiiciie e, 6

1.2.2.1 Adenocarcinoma PUIMONAT ...........uiiiieeeeiiieiiie e e e e e e e e e e e 7
1.2.2.2 Carcinoma de CElulas €SCaAMOSAS .........ccceeeeeeeeiieie e 7
1.2.2.3 Carcinoma pulmonar de células grandes..........ccccccevviiiiiiiieeeeeees s 8
1.2.2.4 Carcinoma pulmonar de células pequefas.........cccccoevviiiviiiiieieeeeniisiiiee 8
1.3 RESPUESTA INMUNE Y CANCER.......ccecoiiitiieeite e, 8
1.3.1 Respuesta inmune antitumoral............cccoooeoiiiiiiiiiiii e 9
1.3.2 MOdEl0 de daR0. .ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeee 12
1.4 HIGH MOBILITY GROUP BOX 1 (HMGB1)......oooe e, 15
1.4.1 Estructura de HMGBL ........ccoooeiiiiiiiiiiieee e 15
1.4.2 Funcion biologica de HMGBL...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 16
1.4.3 Liberacion de HMGBL.........cooooiiiiiii e, 18
1.4.3.1 LIDEracCiOn PASIVA ......uuuiiiie et e e e e 18
1.4.3.2 LIDEracion @CliVa .........ccceeeeeieeeeeee e 18
1.4.4 Receptores y sefalizacion de HMGBI1..............cceiiiiiiiiiiiiiiiiin e, 20

2. ANTECEDENTES ... 22
2.1 Expresion de HMGBL €N CANCEN .........uuiiiiiieaeeiiiiiieieeeee e e e e e e e 22
2.2 Localizacion subcelular y secrecion de HMGBL ..o 24

3. JUSTIFICACION ...ttt sttt sttt ee et e enenas 27

A, HIPOTESIS ..ottt 28

S. OBUIETIVO ... 29



6. MATERIALES Y METODOS......coiiiitiiiieieeieeeeteee ettt 30

6.1 MATERIAL BIOLOGICO ...ttt 30
6.1.1 COrtes NiStOIOQICOS. ....uuuieieeeieieeeeiie et e e e e e e e e e e e e e e 30
6.2 INMUNOHISTOQUIMICA ..ottt 30
6.2.1 Observacion de la distribucion de HMGB ...........cccovvvvvveiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 31
6.3 CULTIVO CELULAR ..ot e e e e e e eaeees 31
6.4 INMUNOFLUORESCENCIA ... .o 32
6.5 WESTERN BLOT ... 32
6.5.1 Obtencion de extractos CelUlares.........ccccocvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 32
6.5.2 Aislamiento de microvesiculas derivadas de células tumorales (tMVs)..... 33
6.5.3 Western blot de las fracciones celulares y tMVS............cccceeeeiieieieeeeiinnnnnnn. 33
7. RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e eaaes 35
7.1 Distribucibn de HMGB1 en epitelio pulmonar normal, en epitelio
pulmonar adyacente al tumor y en adenocarcinomas . G 1
7.2 Distribucion de HMGB1 en lineas celulares de adenocarcmomas
[OTU L[ g0 g F= T (=TS 39
7.3 HMGBL liberada en tMVs por la linea 1.3.15.......ccccooeiiriiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiin, 41
8. DISCUSION ....ouiiiiiiieieieiet ettt ettt e st ene s 43
0. CONCLUSIONES ...t e et e e e e e e e e e eaaaes 47

10. BIBLIOGRAFIA .ot 48



1. INTRODUCCION

1.1 ASPECTOS GENERALES DEL CANCER

La proliferacion y diferenciacion en las células estan basadas en mecanismos
complejos de comunicacion intercelular. Los mecanismos que le permiten a las
células reconocer a las de su misma estirpe, que limitan su expansién hacia sitios
poblados por distintas células, que les indican cuando dividirse o diferenciarse para
llevar a cabo funciones especializadas, estdn sumamente controlados y se ha
demostrado que la pérdida en el control de dichos mecanismos se asocia al

desarrollo del cancer M,

El cancer es considerado una enfermedad genética caracterizada por la proliferacion
celular descontrolada que resulta de la acumulacién de alteraciones (mutaciones
puntuales, deleciones, translocaciones cromosomicas o inserciones de genes viricos)
que conducen a: |) pérdida de funcién de genes supresores de tumores, Il) activacion
de oncogenes, lll) desregulacién de la apoptosis, IV) angiogénesis sostenida e V)

invasion a otros tejidos Bl

. Sin embargo, para el desarrollo del cancer se requiere
que de forma continua y acumulativa se presenten multiples cambios genéticos y
epigenéticos que conduzcan a la transformacion de una célula con fenotipo normal a
adquirir un fenotipo maligno. Este proceso de transformacion celular, llamado
carcinogénesis, generalmente lleva afios para su desarrollo y para su estudio se ha

dividido en tres etapas: iniciacion, promocién y progresion E#IP],

La etapa de iniciacion comienza cuando se presentan alteraciones o mutaciones en
el material genético de una célula (célula iniciada) que forma parte de un tejido. Las
alteraciones son el resultado de la actividad genotdxica de un agente carcinogénico
(agente quimico, fisico o biolégico) y ocasionan mutaciones en genes que estan
implicados en mantener la viabilidad celular y el control del ciclo celular como:
protooncogenes y genes supresores de tumores, “IPI¥ Algunos protooncogenes
regulan los procesos de division celular y cuando se encuentran mutados favorecen
la sobreexpresion de moléculas que estimulan la division celular. Por otra parte, los

genes supresores de tumores se oponen a la proliferacion celular desmedida al

3



INTRODUCCION

regular los puntos de control del ciclo celular e iniciar el proceso de apoptosis cuando
es requerido. Cuando los genes supresores estan mutados, se inactivan y pierden su
funcidn, por lo tanto, conducen a que la célula no pueda responder a los sistemas de
control del ciclo. Las mutaciones en ambos procesos provocan que la célula
transformada no inicie el proceso de apoptosis, lo que favorece la proliferacién
celular incontrolada asociada al cancer. Las alteraciones producidas en esta etapa

son irreversibles, persistentes y transmisibles a las células hijas .

La promocién es una etapa reversible que es modulada continuamente por factores
del medio externo y es caracterizada por la multiplicacion selectiva de las células
iniciadas . Durante esta etapa se requiere de la presencia continua del mismo u otro
agente carcinégeno (agente promotor), que al actuar sobre las células iniciadas
favorece que las células adquieran nuevas alteraciones genéticas que finalmente
dardn origen a una poblacion de células precancerosas heterogéneas. Para el
desarrollo de esta etapa se requiere en un periodo largo (afios) I,

La transformacion en lesiones malignas es la dltima etapa y se conoce como
progresion. En esta etapa, el nimero de células malignas estd aumentado, las
células presentan alteraciones de forma, tamafio y funciébn, ademas poseen la
capacidad de invadir tejidos aledafios que dan lugar a tumores malignos. En si, el
proceso es una combinacion de mutacion y seleccion, donde la mutacion se da de
manera aleatoria, mientras que la seleccion favorece el crecimiento de aquellas
células con mayor autonomia, ya que no dependen en su totalidad de las sefiales del

microambiente para proliferar P,
1.2 CANCER PULMONAR

El cancer pulmonar, por su alta mortalidad, se ha convertido en un importante
problema de salud publica a nivel mundial. En el afio 2002 se registraron en el
mundo 1.35 millones de casos nuevos de cancer pulmonar, que represent6 el 12.4%
del total de casos y 1.18 millones de muertes por esta enfermedad, representando el

17.6% del total de muertes en todo el mundo ©°,
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En México, en el periodo de 1998-2004, el cancer pulmonar también represento la
principal causa de muerte por neoplasias malignas en varones y se ha incrementado

el nimero de muertes en mujeres 1%,
1.2.1 Factores de riesgo

Los estudios epidemiologicos han identificado diversos factores que de forma
aislada, aditiva o sinérgica, lesionan el epitelio respiratorio. Dentro de los factores
ambientales asociados al desarrollo del cancer pulmonar se incluye: el tabaquismo
(activo o pasivo), la exposicién al radon, al humo de lefia o carbon, asbestos y
metales pesados P, Ademas de los factores ambientales, los factores genéticos
también contribuyen a la susceptibilidad del cancer pulmonar. En este contexto, los
polimorfismos genéticos que reducen la actividad de enzimas como la glutation S
transferasa, encargadas de la detoxificacion, o que incrementan la actividad de la
familia de enzimas del citocromo P450 que activan los carcinégenos derivados del
tabaco y los polimorfismos en genes involucrados en la capacidad de reparar el ADN,
como los sistemas de reparacion por escision de bases o nucleétidos, son factores

adicionales que incrementan el riesgo a desarrollar cancer ©It42

. Sin embargo, de
todos ellos, el principal factor de riesgo implicado en el desarrollo del cancer

pulmonar es el tabaquismo, incrementando en un 80-90% el riesgo en fumadores
[11][13]

La razon por la que el tabaquismo es el principal factor de riesgo para el desarrollo
del cancer pulmonar se debe a que el humo del cigarro contiene alrededor de 60
compuestos considerados carcinogénicos, como los hidrocarburos aroméaticos
policiclicos (del inglés, PAHSs), las N-nitrosaminas y las aminas aromaticas. Los
carcindbgenos que se han relacionado directamente al cancer pulmonar son: el
benzo[a]pireno y la nitrosamina 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona también

conocida como nitrosaminocetona derivada de la nicotina (NNK) ™2,

Estos compuestos derivados del humo del cigarro, son absorbidos vy
biotransformados por los procesos de detoxificacibn para ser eliminados del

organismo. Sin embargo, durante este proceso, los carcinégenos son activados
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metabdlicamente (por las enzimas del citocromo P450) para convertirse en
intermediarios o metabolitos altamente reactivos con la capacidad de reaccionar con

el ADN y formar productos enlazados covalentemente con el ADN, llamados aductos.

Los aductos inducen una mutacion, generalmente la transversion G por T, que
puede, en algunos casos, ser reparada, llevar a la célula a apoptosis o bien persistir.
Si las mutaciones persisten, conducen a errores de codificaciébn de genes como ras o

p53 y eventualmente pueden conducir al desarrollo del cancer B2 (Figura 1).

Activacion Errores de
metabdlica codificacién
Humo de tabaco Carcindgenos: Formacién de Mutaciones
—> (PHA, NNK, etc) — aductos con ADN —> (P53, Kras, etc)
Destoxificacion Reparacion Muerte
metabolica del dafio celular

CANCER
PULMONAR

Aotnoma ApoptOSiS

Figura 1. Carcindégenos del tabaco y patogénesis del carcinoma pulmonar.

Adaptado de Minna J et al [8]

1.2.2 Tipos histologicos del cancer pulmonar

La clasificacion de los carcinomas pulmonares propuesta por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se basa en las caracteristicas histoldgicas de los tumores
observadas principalmente por microscopia de luz. En base a estas caracteristicas,
los carcinomas pulmonares se han clasificado en dos grupos: carcinoma pulmonar
de células pequefas (del inglés, small cell lung cancer, SCLC) y carcinoma pulmonar

de células no pequefias (del inglés, non-small-cell lung cancer, NSCLC) ),

El grupo de NSCLC representa el 85% de todos los casos de carcinomas
pulmonares y estd compuesto por un grupo heterogéneo de carcinomas, incluidos el
adenocarcinoma pulmonar, carcinoma de células escamosas y el carcinoma de

células grandes /1€,
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1.2.2.1 Adenocarcinoma pulmonar

El adenocarcinoma es la forma mas comun de carcinoma pulmonar en el mundo y

representa el 40% de todos los casos de cancer de pulmon.

De acuerdo a la clasificacion de la OMS, los adenocarcinomas pueden ser
clasificados en cinco subtipos: acinar, papilar, bronquioloalveolar (BAC),
adenocarcinoma sélido con formacién de mucina y adenocarcinoma mixto ™, | os
adenocarcinomas suelen ser muy heterogéneos, presentando dos o mas subtipos
histolégicos en un mismo caso, pero la formacién de glandulas y produccion de
mucina (intra o extracelular) son caracteristicas que distinguen histolégicamente al
adenocarcinoma de otros tipos de carcinomas. Su localizacibn es en zonas
periféricas del pulmon, sitios centrales o endobronquiales, es decir, en bronquios
pequefios y bronquiolos 18 Ademas, de acuerdo al grado de diferenciacion
histoldgica, los adenocarcinomas pueden ser bien, moderadamente y pobremente
diferenciados. El término "diferenciado" describe hasta que punto las células
neoplasicas se asemejan a las células normales del tejido que le dieron origen, tanto

morfoldgica como funcionalmente !

. Con base a lo anterior, los tumores acinar y
papilar pueden ser bien, moderadamente y pobremente diferenciados, el patron del
BAC es usualmente bien diferenciado, mientras que el adenocarcinoma sdélido es,

por definicién, pobremente diferenciado ™.
1.2.2.2 Carcinoma de células escamosas

El carcinoma de células escamosas, también llamado carcinoma epidermoide, es el
segundo tipo histolégico mas frecuente del cancer pulmonar y representa el 30% de
todos los casos. Histolégicamente se caracteriza por presentar queratinizacion de
células tumorales con formacion de perlas de queratina y puentes intercelulares,
estas caracteristicas son observadas cuando el carcinoma es bien diferenciado, pero
son dificiles de observar en los tumores pobremente diferenciados ™. Sin
embargo, las células escamosas no estan presentes normalmente en el epitelio
respiratorio (la transformacion resulta de la exposicibn al humo del cigarro). La

mayoria de los carcinomas epidermoides (alrededor del 70%) se presentan como
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tumores centrales y frecuentemente se localizan en los bronquios principales o en
ramas mayores, la consecuencia de la formacién de una masa tumoral en esta zona

comUnmente es la obstruccién del lumen bronquial 7.
1.2.2.3 Carcinoma pulmonar de células grandes

El carcinoma de células grandes es un carcinoma desdiferenciado y es diagnosticado
por exclusion debido a que no presenta las caracteristicas histologicas del carcinoma
epidermoide, adenocarcinoma o SCLC. Representa alrededor del 9% de todos los
canceres pulmonares y su morfologia es caracterizada por células tumorales grandes
con abundante citoplasma, ndcleos alargados y nucléolos prominentes.
Generalmente los tumores son de localizacion periférica e invaden la viscera pleural,

cavidad torécica o estructuras adyacentes *°117,

1.2.2.4 Carcinoma pulmonar de células pequefias

El carcinoma de células pequefias ocurre con una frecuencia del 15% entre todos los
canceres de pulmén. Los SCLCs tipicamente son de localizaciéon peribronquial y se
caracterizan por tener células epiteliales pequefias con cromatina finamente granular,
un tamafo aproximado de 24 um y en ellas la mitosis ocurre frecuentemente. Por
ello, estas células crecen mas rapido e invaden rapida y extensamente la pared
bronquial y el parénquima adyacente. Comunmente este tipo de tumor se disemina
de manera temprana por via linfatica y sanguinea. Por su capacidad metastasica
temprana, los tumores de las células pequefias son los de peor prondstico entre los

carcinomas pulmonares *°117,
1.3 RESPUESTA INMUNE Y CANCER

La principal funcion del sistema inmunoldgico es proteger al organismo de patégenos
infecciosos provenientes del medio ambiente y de la formacién de células alteradas o
transformadas (células infectadas o tumorales). Para ello, la respuesta inmune utiliza
complejos mecanismos de proteccion formados por un conjunto de células y

moléculas que funcionan de forma cooperativa para controlar y eliminar la infeccion
[19][20]
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En general, la respuesta inmune se ha dividido en respuesta inmune innata y
respuesta inmune adaptativa. La respuesta inmune innata se considera la primera
linea de defensa del organismo, debido a que las células que la integran estan
preparadas para actuar con rapidez ante una infeccion y sus principales
componentes son: barrearas fisicas y quimicas, factores solubles como proteinas del
complemento y células como granulocitos, macréfagos (M@s), células dendriticas
(DCs) y células asesinas naturales (NK). Por otro lado, la funcién de la inmunidad
adaptativa es aumentar en magnitud y capacidad la respuesta inmune del organismo
y lo realiza a través de los linfocitos B y T. Los linfocitos T, a su vez, se dividen en
linfocitos TCD4" o T cooperadores (Ty) y TCD8" o T citotéxicos (CTL) o202,

1.3.1 Respuesta inmune antitumoral

Las células efectoras del sistema inmune tienen la capacidad de reconocer a células
tumorales y actuar mediante diversos mecanismos para matar a dichas células. Sin
embargo, la eliminacion de las células tumorales representa Unicamente una parte de

la compleja relacién entre el sistema inmune y el desarrollo del cancer 22123124,

El reconocimiento de las células trasformadas inicia cuando las células del sistema

r 251261 ' yna forma de iniciar la

inmune innato son alertadas del crecimiento del tumo
respuesta antitumoral es que las células tumorales expresen, debido al proceso de
transformacién celular, antigenos tumorales (TAs) en la superficie de su membrana
celular para ser reconocidos por las células del sistema inmune innato y que éstas
lleven a cabo su funcién efectora. La segunda posibilidad es la propuesta en el
“‘modelo de dano”, la cual considera que debido a la remodelacion del estroma,
causado por dafio o estrés celular, las células tumorales liberan sefiales de peligro
qgue alertan y reclutan células del sistema inmune en la zona donde se desarrolla el
tumor. Finalmente, las dos posibilidades conducen a la activacion de células NK,

M@s, DCs y linfocitos T para la eliminacién del tumor 2%2€],

Células NK. La activacion de las células NK esta regulada por un equilibrio entre las
sefales generadas por los receptores de activacion e inhibicion. Los receptores de

inhibicion reconocen las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (del
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inglés, MHC) de clase | que se expresan normalmente y de forma constitutiva en las
células sanas. Cuando ambos receptores, inhibidores y activadores, estan unidos a
su ligando, domina la influencia de los inhibidores y las células NK no se activan
231271 'En cambio, cuando las células pierden o alteran la expresion de las moléculas
del MHC de clase |, un evento que ocurre durante el proceso de carcinogénesis,
dominan los ligandos activadores y las células NK se activan y llevan cabo su funcion
efectora induciendo la muerte por apoptosis en la célula blanco. Los receptores de
activacion reconocen moléculas similares a las moléculas de clase | que pueden
expresarse unicamente en células sometidas a estrés o en células transformadas,
por ejemplo, las moléculas MICA y MICB que son ligandos de receptor NKG2D y
cuando se da la interaccion ligando-receptor, las células NK se activan y eliminan a
las células tumorales empleando granzimas/perforinas o a través de los receptores
de muerte como Fas/FasL provocando la apoptosis de las células; ademdés, durante
su activacién, las células NK producen citocinas como el IFN-y que ayudan a la

posterior activacion de otras células inmunes (M@s y linfocitos T) 211261,

Células presentadoras de antigeno profesionales (APCs). Las APCs tienen un
papel importante en el proceso de eliminacion del tumor; capturan cuerpos
apoptoticos y antigenos provenientes de células tumorales y los presentan a los
linfocitos T. Las APCs involucradas en la respuesta antitumoral son los M@s y las
DCs, sin embargo, las DCs son mas eficaces para inducir la respuesta de los

linfocitos T naive 28,

Macrofagos (M@s). Para el reconocimiento y eliminacion de las células tumorales,
los M@s deben aumentar su metabolismo, movilidad, fagocitosis y la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias como: interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-a etc.,
para activar la respuesta inflamatoria, reclutar células del sistema inmune vy,
posteriormente, eliminar células tumorales. La activacion clasica de los Mds es
favorecida por las citocinas presentes en el microambiente tumoral como la IL-12, el
IFN-y y el TNF-qa, las cuales ) incrementan la capacidad fagocitica de los M@s para
capturar e internalizar restos celulares y cuerpos apoptéticos (derivados de las

células tumorales que murieron por la actividad citotoxica de las células NK) y sean

10
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degradados en los lisosomas por enzimas proteoliticas, especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno vy Il) inducen la produccién de TNF-a que directamente provoca
la muerte celular por apoptosis en las células tumorales ya que poseen el receptor
del TNF-a (TNFR) 241251128]

Células dendriticas (DCs). Las DCs participan en el inicio y regulacion de la
respuesta inmune antitumoral mediada por los linfocitos T y su funcion en este
proceso consiste en: |) Fagocitar cuerpos apoptoticos derivados de células tumorales
y migrar a los ganglios linfaticos. Durante este proceso, las DCs maduran
(expresando moléculas de coestimulacion como CD40, CD80/CD86) para ser mas
eficientes en la presentacion de antigeno y la activacion de linfocitos T; II) Procesar
TAs, es decir, convertir proteinas en péptidos que seran asociados a las moléculas
del MHC. Los antigenos proteicos que provienen de las células tumorales en
apoptosis son capturados y procesados como antigenos exdgenos por las DCs a
través de la via endocitica para ser asociados a las moléculas del MHC clase Il y
posteriormente ser presentados a los linfocitos TCD4"; por otro lado, estos antigenos
exdgenos también pueden asociase a las moléculas de clase |, lo que ocurre cuando
los péptidos son regurgitados del compartimiento endosomal o cuando son
desviados de la via endocitica y son presentados a los linfocitos TCD8" por la via de
procesamiento de las moléculas del MHC de clase | (presentacién cruzada) 27y 111
Presentar péptidos asociados a las moléculas del MHC de clase Il y clase | a los
linfocitos TCD4" y CD8" naive, respectivamente, en los ganglios linfaticos para

activarlos 241251261

Linfocitos T. Los linfocitos T son las principales células del sistema inmune
encargadas de eliminar a las células tumorales. Para su activacion se requiere de la
sefal producida por la interaccion del péptido asociado a las moléculas del MHC con
el receptor de células T (TCR), la sefal entre las moléculas de coestimulacion CD28
en el linfocito T y CD80/CD86 en la APC y un microambiente propicio para su
activacion. Cuando los linfocitos TCD4" y CD8" son activados por las APCs se
diferencian para realizar funciones especializadas, que dependera de las citocinas

presentes durante el proceso de activacion; en el inicio de la respuesta antitumoral,
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las citocinas presentes principalmente en el microambiente son la IL-12 y el IFN-y, las
cuales favorecen la diferenciacion de los linfocitos Ty0 o naive a Tyl para producir
citocinas como IL-2, IL-12 e IFN-y, que estimulan la activacion de un mayor nimero
de M@s, células NK y permiten la diferenciacién de los linfocitos TCD8" naive a CTLs
efectores que eliminan a las células tumorales empleando los mismos mecanismos

citotéxicos que utilizan las células NK [20124126]

Este proceso de reconocimiento y eliminacion de las células tumorales debe ser
continuo y debe repetirse cada vez que surjan nuevas células neoplésicas y para ello
se requiere de la coordinacion de todos los elementos del sistema inmune, de lo

contrario, las células tumorales pueden continuar su progresion 24126,

1.3.2 Modelo de dafo

En 1994 Matzinger propuso el modelo de dafio y postulé que el sistema inmune
también responde a la muerte celular inducida por dafio o estrés !, Este modelo
surgid porque el “modelo de lo extrano” de Janeway no explicaba la respuesta
inmune que se genera en los trasplantes de tejidos y tumores, donde no hay un
componente microbiano evidente (aunque en algunos casos, los microorganismos
pueden ayudar a iniciar estas respuestas). En su modelo, Janeway propuso que el
sistema inmune protege al organismo en contra de microorganismos y discrimina
entre lo infeccioso y lo no infeccioso. Asi, cuando las APCs reconocen moléculas
altamente conservadas en los microorganismos, definidas como patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs), a través de los receptores de
reconocimiento a patrones (PRRS) se inicia una respuesta inflamatoria. En cambio,
Matzinger propuso que la muerte de las células anormales, como las células
tumorales, conduce a la liberacion de sefiales de dafio o patrones moleculares
asociados al dafio (DAMPSs), que al igual que los PAMPs, activan a las APCs a traves

de los PRRs y estimulan la respuesta inmune 2%,

Los DAMPs o alarminas son moléculas endégenas de origen no microbiano que en
células vivas estan localizados dentro de los compartimentos celulares cumpliendo

una funcion intracelular definida; sin embargo, durante la muerte celular por necrosis,
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la célula pierde la integridad de su membrana celular y como consecuencia se libera
el contenido intracelular al medio extracelular (esto también puede ocurrir cuando las
células apoptéticas no son eliminadas rapidamente). En el medio extracelular, los
DAMPs son reconocidos por las APCs y funcionan como una sefal de muerte celular

para la activacion del sistema inmune innato Bo3H32,

Ademas, se ha observado que algunos DAMPs pueden ser secretados por las
células del sistema inmune innato, por lo que se han descrito cuatro caracteristicas
que los definen: 1) Las sefiales de alarma son rapidamente liberadas después de la
muerte por necrosis, pero no por apoptosis; 2) Las células del sistema inmune
pueden producirlas y secretarlas, sin que esto implique su muerte; 3) Reclutan APCs
e inducen la expresion de moléculas de coestimulacibn para favorecer su
maduracién y posteriormente promover la respuesta inmune adaptativa; 4) Por
ultimo, restablecen la homeostasis mediante la promocién de la reparacion del tejido
que fue destruido por los efectos de la inflamacion BY (Figura 2).

Célula viva

7,
an Célula del sistema
inmune innato
Muerte celular Muerte celular
por apoptosis por necrosis
Necrosis
90

secundaria (\C\? »
B0 — (O
D =Y
il (™
DAMPs Liberacion de | /
o

Retenidos DAMPs

Fagocitosis /

N

Expresion de moléculas 28 _
de co-estimulacion \ Ganglio

linfatico

Maduracion
deDCs

l Migracion a ganglio
linfatico
No se activa la Activacion de la
respuesta inmune respuesta inmune

Figura 2. Los DAMPs son normalmente retenidos dentro de las células vivas, pero cuando son
liberados, por necrosis o por células inmunes, son reconocidos por receptores presentes en las
células de la inmunidad innata. En DCs, los DAMPs inducen la expresion de moléculas de
coestimulacién (CD80/CD86) y su maduracion que favorece la presentacion de antigenos con
la posterior activacion de la respuesta inmune adaptativa. Sin embargo, cuando una célula
muere por apoptosis, los DAMPs son retenidos dentro de los cuerpos apoptéticos que
posteriormente seran fagocitados sin la activacion de la respuesta inmune, A%Ptade de Kono Hetal[30]
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Se ha estudiado la funcién que desempefian los DAMPs en cancer y se ha propuesto
que pueden funcionar como moléculas adyuvantes capaces de iniciar una respuesta
inmune antitumoral cuando son liberados por células tumorales que mueren en
respuesta a un dafio, como la muerte celular inducida por tratamientos con

quimioterapia y radioterapia FOFEHE3

. Sin embargo, cuando las células mueren, los
DAMPs no sélo alertan al sistema inmunolégico del “peligro”, también pueden inducir
una respuesta inflamatoria cronica y en algunos tumores se ha observado que los
DAMPs se encuentran sobreexpresados y se ha asociado con la induccion de una

respuesta inflamatoria crénica PHE2R4,

La inflamacién participa en el inicio de la respuesta inmune en contra del tumor, sin
embargo, la inflamacion exacerbada puede facilitar el proceso de transformacion
maligna al favorecer un ambiente propicio para el desarrollo del tumor 2°B% | o
anterior se debe a que las células de la inmunidad innata, durante el proceso
inflamatorio, producen un gran numero de citocinas, quimiocinas, factores de
crecimiento, factores angiogénicos y metaloproteasas que pueden contribuir al
desarrollo y progresion del cancer invasivo caracterizado por: estromageénesis,

angiogénesis y la supresién de la respuesta inmune adaptativa 2?37

. Si bien, se ha
reconocido que las células inmunitarias innatas pueden potenciar el desarrollo y
progresion tumoral, los factores moleculares precisos que regulan la respuesta

inflamatoria siguen siendo motivo de estudio BF4EIE8,

En los dltimos afios se han estudiado varias moléculas consideradas como DAMPs y
entre éstas se encuentra la proteina nuclear (high mobility group, HMG) HMGBL1, las
proteinas de choque térmico (HSP), la familia de moléculas S100 y los metabolitos
derivados de las purinas como el acido urico. Se ha demostrado que estas moléculas
activan al sistema inmune y actian como adyuvantes endégenos. Sin embargo, en el
presente trabajo Unicamente se describira la funcion que desempeiia HMGB1 ya que
es la unica molécula que cumple con las cuatro caracteristicas antes mencionadas y

ha sido definida como un DAMP clasico BOIE3IE4,
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1.4 HIGH MOBILITY GROUP BOX 1 (HMGB1)

La proteina HMGB1, como ya se menciond, es considerada un DAMP o alarmina
clasico por su capacidad de inducir la activacion de la respuesta inmune. Por tal

motivo es interesante estudiar su funcidon en el contexto del cancer.
1.4.1 Estructura de HMGB1

La proteina HMGB1 pertenece a una familia de proteinas no-histonas conocidas
como proteinas del grupo de alta movilidad (del inglés, HMG) y es la mas abundante
dentro de este grupo. Todas las proteinas HMG comparten varias caracteristicas
estructurales; sin embargo, cada una de ellas tiene una secuencia caracteristica
funcional (la secuencia funcional es el principal sitio de interaccion entre la proteina
HMG y el ADN) que las hace Unicas y, por lo tanto, las distingue de otras proteinas
cromosémicas P44 HMGB1 esta formada por 215 aminoacidos y tiene un peso
molecular de 30 kDa. Estructuralmente estd compuesta por tres dominios: dos
homélogos de carga positiva, llamados caja A y caja B, que se unen a la secuencia
del ADN y un dominio rico en residuos acidos que le confieren una carga negativa.
Cada dominio, caja A y B, se compone de aproximadamente 80 aminoacidos (a.a.)
de caracter hidrofébico y cada uno forma una estructura tridimensional en forma de
L. Estas caracteristicas le permiten a la proteina HMGBL1 interactuar y unirse

exclusivamente al surco menor formado por la doble cadena del ADN 39140

La proteina HMGB1 presenta modificaciones post-transduccionales como:
fosforilacion, metilacion, acetilacion y ADP ribosilacion. Se ha reportado que las
modificaciones que tiene HMGBL1 por acetilacion influyen en la actividad biol6gica de
la proteina 23 Por ejemplo, cuando HMGBL1 se acetila, permite la formacion del
tetramero histona-histona, la formacién del complejo entre el ADN y la polimerasa en
el proceso de replicaciéon del ADN. Ademas, en células fagociticas la modificacién
por acetilacion tiene un papel muy importante en la regulaciéon del potencial
inflamatorio de HMGB1, puesto que de esta manera se regula la entrada y salida del

nicleo H“3IA41145]
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1.4.2 Funcion biolégica de HMGB1

La proteina HMGB1 es considera una proteina pleiotrépica y multifuncional ya que
esta involucrada en diversos procesos biologicos y patolégicos, como transcripcion y

reparacion del ADN, en la respuesta a la infeccion, la inflamacion y dafio tisular #3144,

En el nucleo, HMGB1 facilita los cambios estructurales del ADN y la cromatina
necesarios para llevar a cabo diversas actividades relacionadas con la transcripcion,
la replicacién, recombinacion y reparacion del ADN B7). Sin embargo, en 1979 Bustin
y cols 2 mostraron que bajo ciertas circunstancias, HMGB1 puede ser localizada en
el citoplasma y en el medio extracelular, y desde entonces, se ha reconocido que

tiene funciones adicionales a las que realiza en el nucleo.

La HMGBL1 puede ser liberada activa o pasivamente del nucleo de la célula (ver mas
adelante) y, una vez en el medio extracelular, activa el sistema inmunoldgico y
contribuye al proceso inflamatorio estimulando diversas células como:

[461471 | a estimulacion de M@s con

monocitos/M@s, DCs y células endoteliales “**!
HMGBL1 induce la sintesis de quimiocinas y citocinas pro- inflamatorias como, TNF-a,
IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, MIP-1a y MIP-1p M47#8] En DCs se ha observado que
HMGB1 estimula su maduracion, al incrementar la expresion de moléculas
coestimulatorias como, CD40, CD54, CD58, CD80, CD83 y CD86; promueve la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias, que incluyen al TNF-a, IL-1a, IL-6, IL-8 e IL-
12 y también se ha observado que HMGB1 funciona como un estimulo para la
polarizacion a linfocitos Tyl, promoviendo la produccion de IL-12 por DCs e IL-2 e
IFN-y por los linfocitos T #4749 En ambas células, M@s y DCs, HMGB1 acttia como
un factor quimiotactico y autdcrino para la activacion de las mismas. La HMGB1
también estimula la proliferacion de células endoteliales humanas e induce la
expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina, requeridas
para el reclutamiento de leucocitos durante el proceso inflamatorio. Ademas, HMGB1
participa en el proceso de re-epitelizacion al inducir la migracion de precursores de

células endoteliales, por lo que HMGB1 participa en la reparacion del tejido 5%,
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Con respecto a la inflamacion aguda, se ha demostrado que HMGB1 participa en
diferentes procesos patolégicos como: sepsis, heumonia y endotoxemia. En
pacientes con sepsis, los niveles séricos de HMGB1 aumentan significativamente y
son mayores en pacientes con mal pronéstico “"®2. También se ha estudiado que
HMGB1 tienen un papel importante en condiciones inflamatorias crénicas; en
modelos experimentales de artritis y en artritis reumatoide humana se ha reportado
gue en el tejido sinovial de sujetos con esta patologia, la localizacion de HMGB1 es
citoplasmatica, mientras que en el tejido sinovial normal se encuentra estrictamente

en el nGcleo de las células ©74eI52]

Por otro lado, recientemente se ha observado que después del tratamiento con
radioterapia o0 quimioterapia, la HMGB1 es liberada del nucleo de las células
tumorales y se ha sugerido que participa induciendo la activacién de la respuesta
inmune en contra de las células que mueren B3P4B% Apetoh y cols P® han sugerido
que la muerte de las células tumorales, después del tratamiento, es caracterizada por
la liberacion y expresion de moléculas endégenas capaces de re-activar la respuesta
inmune en contra del tumor. Se ha descrito que las moléculas que son expresadas
en la membrana de las células tumorales dafiadas son las HSPs (HSP70 y 90) y
calreticulina (CRT), que funcionan como una sefales de “comeme” para facilitar el
reconocimiento y la captura de las células tumorales por parte de las APCs; también
las células tumorales liberan la HSP70, HSP90 y la proteina HMGB1 al medio
extracelular, que actuan como sefiales de “encuéntrame” para activar diferentes
células del sistema inmune. Este tipo de muerte se ha denominado muerte celular

inmunogénica B3I5I5e],

Se ha propuesto que la participacion de HMGB1 en este proceso es atraer a las DCs,
inducir la captura de material apoptético y favorecer su maduraciéon para hacer mas
eficiente la presentacion de antigeno y activar a los linfocitos TCD4" para su posterior
diferenciacion hacia el fenotipo Tyl, asi como estimular la maduracion y capacidad
citocida de los CTLs en contra de las células tumorales. Por lo anterior, HMGB1 se

ha propuesto como una molécula que puede ayudar al sistema inmune a reconocer y
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eliminar a las células neoplasicas con el fin de mejorar los efectos de la terapia

convencional B3I5I57]

Lo planteado anteriormente solo es una parte de lo que se conoce de la actividad
biologica de HMGBL1 en tumores y en la seccion de antecedentes se mencionara la

relacion de esta molécula con la progresion del tumor.
1.4.3 Liberacién de HMGB1

La liberacion extracelular de la proteina HMGB1 ocurre por dos procesos diferentes:
) liberacion pasiva por las células que mueren por necrosis o Il) secrecién activa por

células inflamatorias OS85,

1.4.3.1 Liberacion pasiva

Durante la muerte celular por necrosis, la célula presenta diferentes cambios
bioguimicos como: alteracion en la permeabilidad de las mitocondrias y la produccién
de especies reactivas de oxigeno; degradacion de lipidos por la activacién de
fosfolipasas; incremento en la concentracién citosélica de calcio y cambios nucleares
como picnosis (condensacion del nucleo), cariorrexis (fragmentacion de la cromatina)
y cariolisis (disolucién de la cromatina) ®®%. Ademas, las células que mueren por
necrosis son morfolégicamente caracterizadas por presentar aumento en el volumen
del citoplasma y organelos, ruptura de la membrana plasmatica y la subsecuente
pérdida del contenido intracelular. Todas estas caracteristicas que presenta la célula
durante la necrosis conducen a que se liberen factores, entre ellos la proteina
nuclear HMGBL1, que alertan al sistema inmune innato. Por lo anterior, la necrosis es
considerada como una muerte celular inmunogénica y parte de este efecto es debido
a la liberacion de HMGB1 13211501561,

1.4.3.2 Liberacion activa

En monocitos/M@s se ha descrito el mecanismo por el cual HMGB1 es secretada

[59]

activamente del nucleo al medio extracelular La union de citocinas pro-

inflamatorias (IL-1p y TNF-o) o0 LPS a sus respectivos receptores presentes en la
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superficie de las células monociticas, activan diversas vias de sefalizacion como las
del factor nuclear-kB (NF-kB) y la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK),
gue a su vez, activan a las enzimas encargadas de acetilar o desacetilar proteinas
nucleares (incluyendo histonas y HMGB1). Cuando el balance entre acetilasas y
desacetilasas es a favor de la acetilacion, HMGB1 se hiperacetila en residuos de
lisina especificos. Los residuos que frecuentemente son acetilados estan ubicados
en las dos sefales de localizacion nuclear (NLSs) que posee HMGBL1, la NLS1 se
encuentra entre los a.a. 28-44 y la NLS2 en los a.a. 179-185. Después de la
acetilacion, HMGB1 sufre modificaciones que provocan la pérdida de la carga
positiva, por lo cual, ya no puede ser retenida en el nucleo y se trasladada al
citoplasma donde es capturada por vesiculas transportadoras (lisosomas secretores).
Los lisosomas que llevan en su interior HMGB1 se fusionan con la membrana
plasmatica y secretan su contenido hacia el medio extracelular por exocitosis. De
esta manera, la proteina HMGB1 es secretada por los macréfagos para llevar a cabo

su efecto biolégico &% (Figura 3).

Macrofago/monocito

&5 HMGB1
Ac

" CITOPLASMA

Figura 3. HMGBL1 es secretada activamente: 1) Transporte del nicleo hacia el citoplasma: la
activacion de las vias del NF-kB y las MAPKs, con mediadores inflamatorios, activan enzimas
acetilasas de histonas (HATSs) o inhiben a las desacetilasas, favoreciendo la hiperacetilacién de
HMGBL1 en residuos de lisina especificos. 2) Traslado de HMGBL1 en organelos citoplasmaticos:
HMGB1 acumulada en el citoplasma es transportada en lisosomas secretores. 3) Exocitosis de

HMGB1: los lisosomas se fusionan con la membrana plasmatica y liberan su contenido. A2
de Gardella S et al [59]
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1.4.4 Receptores y sefializacion de HMGB1

Se han reportado tres receptores para la proteina HMGBL1: el receptor de los
productos finales de la glucosilacion avanzada (RAGE) y dos miembros de los
receptores tipo Toll (TLRs): TLR-2 y TLR-4 [B0l61162]

El primer receptor identificado para HMGB1 fue RAGE, una proteina transmembranal
miembro de la superfamilia de inmunogloblinas, expresado en neuronas, endotelio,
fibroblastos, leucocitos y DCs inmaduras, que esta involucrado en homeostasis,
desarrollo e inflamacion PeHe2 posteriormente se identificaron los TLR-2 y TLR-4
como receptores de HMGB1; los TLRs son miembros de la familia de receptores
conocidos como PRRs y son expresados en una gran diversidad de células, incluidos

los M@s, DCs, neutrdfilos, células epiteliales y células endoteliales 3162,

La activacion de RAGE por HMGB1, induce la activacién de diversas MAPKs que
finalmente llevan a la actividad transcripcional dependiente del NF-kB. Por otro lado,
RAGE pude sefializar a través de la activacion de MAPK p38 y la cinasa reguladora
de la sefal extracelular 1 (ERK1) y ERK2, llevando a la fosforilacién y degradacion
del inhibidor del NF-kB (IkB) que conducen a la activacion del NF-kB Bo6H62 parg |a
activacion de los TLRs por HMGBL1 se requiere de la dimerizacion de los receptores
(el TLR-2 forma un heterodimero con el TLR-6 y el TLR-4 forma un homodimero)
para la posterior interaccion de los dominios citoplasmaticos TIR (receptor Toll/IL-1),
presente en los TLRs, con la proteina adaptadora citoplasmatica MyD88 (factor de
diferenciacion mieloide 88) necesaria para la transduccién de sefiales. Después son
reclutados los miembros de la familia IRAK (cinasa asociada al receptor IL-1), que a
su vez fosforila y activa a la cinasa TRAF-6 (factor 6 asociado al receptor TNF) para
formar un complejo con TAK1 (cinasa 1 activada por TGF-B) y TAB2 (proteina de
union a TAK) que finalmente lleva a la degradacion del IkB, lo que libera al NF-kB
para trasladarse al ndcleo e inducir la expresion de genes que codifican para
citocinas pro-inflamatorias (TNF, IL-1 y IL-12), quimiocinas (IL-8 y MCP-1) y
moléculas de adhesién endotelial (E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1) etc. [62l[64I[63IIs6]
(Figura 4).
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Figura 4. Via de sefializacién de HMGBL1 a través de los receptores RAGE, TLR-2 y TLR-4.
La via de sefializacion a través de RAGE, involucra a ERK1ly/o ERK2 y MAPK p38 que
promueve la activacién de NF-kB. La via de activacion a través del TLR-2 y TLR-4 involucra
la proteina adaptadora MyD88 y la activacion del complejo IKK, conduciendo a la
fosfotilacion de IkB para la liberacion del NF-kB y su posterior traslado al nicleo. En el

nacleo, NF-kB favorece la transcripcion de genes cuyos productos son moléculas pro-
inflamatorias Adaptado de Lotze M et al. [50]

21



2. ANTECEDENTES

2.1 EXPRESION DE HMGB1 EN CANCER

Diferentes grupos de investigacion han estudiado la alarmina HMGB1 en diversos
67][68]’ piel [69] | [71]’

y la han relacionado con la progresion del tumor. En los

tipos de céancer como: colon | , nasofaringeo "%, gastrointestina

mama [34][42] [34][42]

y prostata
reportes se ha sugerido que la sobreexpresion y la posterior liberacion de HMGB1
(posiblemente por hipoxia), estda asociada con la sobreexpresion del receptor RAGE

[72]

en células tumorales B2 Se ha demostrado que interaccién de HMGB1 con

RAGE activa diferentes vias de sefalizacion intracelulares para promover:

i) Supervivencia tumoral. Huttunen y cols ™) mostraron que la interaccién
HMGB1-RAGE es necesaria para el crecimiento, la invasion y metastasis de las
células tumorales al aumentar su supervivencia; en relacién a ello, se ha observado
gue HMGBL1 incrementa la expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-2. Ademas,
Volp y cols "% demostraron que HMGB1 esta relacionada con el incremento en la
expresion de la proteina c-IAP2 que inhibe la caspasa 3 y 7, por lo cual, se ha

sugerido que HMGBL1 tiene la capacidad de inhibir la apoptosis.

i) Angiogénesis. La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos
sanguineos que suministran los nutrientes necesarios para el crecimiento del tumor.
Recientemente se ha reconocido a la HMGB1 como un factor pro-angiogénico y
como tal, actia de manera indirecta o directa favoreciendo la angiogénesis tumoral.
Indirectamente, HMGB1 induce la activacion de Mds, que producen factores
angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) el cual
estimula la proliferacion de las células endoteliales. Se ha demostrado que HMGBL1
tiene el mismo efecto que el VEGF y estimula la migracion de los progenitores de
células endoteliales, incrementando de esta manera la neovascularizacion en el

tumor 521621,
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Ademas, la sobreexpresion de HMGB1 esta asociada con el fenotipo maligno de
muchos tipos de cancer “2" (Tabla 1), ya que HMGB1 al remodelar la cromatina,
hace posible que los factores de transcripcidn interaccionen con zonas promotoras

para que los genes se expresen, favoreciendo asi la sobreexpresion de genes.

Tabla 1. Localizacion y participaciéon de HMGB1 en diferentes tipos de cancer.

Localizacién
subcelular de HMGB1

Tipo de cancer

Participacion de HMGB1

Inhibe la apoptosis ya que induce la

Colon Nucleo expresion de la proteina anti-apoptética 67, 68
c-1AP2.
Regula la expresién de MIA (actividad

Piel Nucleo inhibitoria del melanoma), relacionada 69

con la progresion del melanoma.

La sobreexpresion de HMGBL1 se asocia
Nasofaringeo Nucleo* y citoplasma al mal prondstico en pacientes con 70
estadios tardios.
La ganancia en funcién del proto-
oncogen KIT (un evento genético comudn
en estos tumores) esta relacionada con
la sobreexpresion de HMGBL1.
La variabilidad en la respuesta al
tratamiento del cancer de mama
Mama ND estrogeno positivo podria depender de 34,42

HMGB1 como un modulador asociado a

la respuesta al estrogeno.

La coexpresion de HMGB1 y RAGE, en
Préstata ND la mayoria de los casos metastésicos, se 34, 42

incrementa.

Gastrointestinal Nucleo* y citoplasma 71

ND: No definido, se estudié6 el mRNA; (1) Localizacién empleando inmunohistoquimica; * La mayoria de las células
expresaron HMGBL1 en el nucleo

En cancer pulmonar, el Unico reporte de HMGB1 que existe es en lineas celulares;

en éste, Bartlin y cols [

indican que los factores solubles liberados por los
fibroblastos, como el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), influyen en
la localizacion celular de HMGB1. Los resultados sugieren que en las lineas
celulares, HMGB1 puede ser exportada al citoplasma y posteriormente liberada al
medio extracelular en repuesta a un estimulo exdgeno, como los factores liberados

por las células del estroma.
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2.2 Localizacién subcelular y secrecion de HMGB1

La localizacién subcelular, es decir, la distribucion nucleo-citoplasma de HMGBL1
depende del tipo y el estado de activacion de la célula. La localizacion de HMGBL1 en
una célula normal es nuclear, sin embargo, bajo ciertas circunstancias (como un

estimulo inflamatorio o dafio celular) puede localizarse en el citoplasma [“&IP0I76]

Como ya se menciond, en monocitos/M@s activados se ha observado que la
localizacion de HMGBL1 es preferentemente en el citoplasma ya que estas células
son capaces de secretar activamente la proteina °®. Sin embargo, se conoce que no
sélo los monocitos/M@s tienen la capacidad de secretar activamente la HMGBL, las
neuronas también pueden secretar la proteina, pero el mecanismo por el cual lo
realizan aun se desconoce ®%. Asimismo, se ha reportado que las lineas celulares de
cancer de colon humano HCT 116, Caco-2 y WiDr, secretan la HMGB1 al medio

r /778 En el caso de la linea HCT 116, donde la localizacion de HMGB1

extracelula
es exclusivamente nuclear, se observé que las células son capaces de secretar altas
cantidades de la proteina sin requerir de un estimulo exdgeno para su secrecion ',
De manera contraria, las lineas WiDr y Caco-2 pueden secretar, espontdneamente,
pequefias cantidades de HMGBL1, pero la cantidad de proteina secretada aumenta
después de que las células se estimulan con una mezcla de citocinas (TNF, IL-1p e
IFN-y). En el caso particular de la linea Caco-2, la células presentaron un patron de
tincién (empleando inmunofluorescencia) en forma de puntilleo en el citoplasma y en
ellas se observd, mediante microscopia electrénica, que HMGB1 se encuentra en el

interior de cuerpos multivesiculares (MVBs) 8.

Los MVBs son vesiculas de membrana que contienen en su interior microvesiculas
internas que, una vez secretadas son llamadas exosomas. Los exosomas son
estructuras esféricas que estan limitadas por una bicapa lipidica, contienen
componentes del citosol, asi como proteinas y lipidos presentes en la membrana de

la célula que le dio origen.
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Los exosomas son transferidos entre las células después del contacto directo célula-
célula y la transferencia de estas vesiculas incluye induccion, amplificacion y/o
modulacién de la respuesta inmune, asi como la adquisicion de nuevas propiedades
funcionales por las células receptoras; por ello, la transferencia de vesiculas de

791801 ) os

membrana es considerada un modo de comunicacion intercelular
exosomas son liberados por distintos mecanismos, pueden ser secretados por
gemacion o desprendimiento de la membrana plasmatica por plaquetas, células
tumorales, neutroéfilos y DCs o bien son secretados después de la fusion de los MVBs
con la membrana 188U Asimismo, la secrecién puede ser inducible o espontanea
y depende del tipo de célula y de los cambios en el ambiente. Una vez fuera de la
célula, los exosomas interaccionan con la célula receptora a través de moléculas de
adhesion o por la interaccion ligando-receptor y su destino final, después de la unién
a la superficie de la célula receptora, es desconocido; sin embargo, se sugiere que
los exosomas pueden fusionarse con la membrana plasmatica y posiblemente con

las membranas de endosomas internos "%,

Recientemente se ha reportado que las microvesiculas secretadas pueden promover
0 inhibir la respuesta inmune; diferentes estudios han mostrado que las
microvesiculas derivadas de lineas celulares tumorales (tMVs) inducen, in vitro, la
apoptosis de los linfocitos T a través del ligando de Fas (CD95L), ademas inhiben la
citotoxicidad de las células NK a través de la union del receptor NKG2D con sus
ligandos presentes en las microvesiculas. Por otra parte, cuando las tMVs son
administradas junto con adyuvantes, como ligandos de los TLRs y/o HSPs,
promueven eficientemente la respuesta inmune antitumoral. Finalmente, el efecto de

las tMVs dependera del estado inmune del paciente y del estado de progresion del
tumor [7elB1lE2]

Por dltimo, de acuerdo a la actividad biologica de HMGB1 extracelular, ya sea por
que fue liberada pasivamente o secretada activamente, se ha propuesto que posee
un efecto dual en el desarrollo del tumor (Figura 5): 1) Actia como alarmina
incrementando la inmunogenicidad de las células que mueren, promoviendo la

captura de material apoptdtico por las DCs, induciendo la maduraciéon de DCs,
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haciendo mas eficiente la presentacion de antigenos tumorales y estimulando
linfocitos Tyl que, posteriormente, estimulan a los CTLs dirigidos en contra de las
células tumorales P3PPIl |y De manera contraria, HMGB1 puede funcionar como un
mediador inflamatorio, al reclutar precursores de células endoteliales y M@s, los
cuales, una vez activados producen citocinas pro-inflamatorias y activan los procesos
de reparacion del tejido, favoreciendo la neoangiogénesis y un microambiente

tumoral donde se promueva el crecimiento del tumor y la metastasis P4ESI48I72]

Anti-tumoral Pro-tumoral

Quimioterapia/

radioterapia Células

necroticas

Liberacion
crénicade
Liberacion 09 O HMGB1
agudade O
HMGB1 0 OO
\“ A
MaduraciondeDCy Mo X X

activacion de linfocitos T

o ¢
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> 2’ ° .3
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antitumoral progresion del tumor

Figura 5. La liberacion extracelular de HMGB1 y su efecto dual en células tumorales. La
liberacion aguda de HMGB1 de células tumorales que mueren después del tratamiento
estimula la respuesta inmune induciendo la maduracion de DCs al aumentar la expresion de
moléculas de coestimulacion y la secrecion de IL-12, lo cual, contribuye a la polarizacion de
Tul de linfocitos T naive que, a su vez ayudan a la activacion de CTLs. La liberacidn crénica de
HMGBL1 de células que mueren por necrosis induce la activacion de células endoteliales al
aumentar la expresion de moléculas de adhesion e inducir la secrecién de citocinas pro-
inflamatorias y quimiocinas por M@s. La actividad del endotelio recluta leucocitos y precursores

de células endoteliales (ECP) que contribuye a la reparacion del tejidos y la angiogénesis.
Adaptado de Campana L et al [57] y Dumitriu I. et al [51]
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3. JUSTIFICACION

El cancer pulmonar es la principal causa de muerte relacionada al cancer en el
mundo, con una tasa de mortalidad del 17.6 % ®®. |a patogénesis del cancer
pulmonar es muy compleja y en ella participan diversos factores bioldgicos liberados
por las propias células tumorales, asi como por las del estroma que contribuyen a su
desarrollo. Por ello, es importante conocer que tipo de moléculas intervienen en la
patogénesis para controlar la progresion del tumor. Recientemente se han estudiado
las "sefiales de alarma enddgenas" en relacion al cancer y una de las proteinas de

mayor interés es la alarmina HMGB1 B3

. Se ha reportado que la sobreexpresion
de HMGB1 esta asociada con el fenotipo maligno de las células tumorales en una
gran variedad de tumores humanos, lo cual se debe a que la HMGB1, ademas de ser
una proteina de unién ADN, puede liberarse del nucleo, distribuirse en el citoplasma
y liberarse en forma activa o pasiva al medio extracelular para llevar a cabo diversas

funciones, incluyendo supervivencia celular [ [62]

, angiogénesis , migracion e
invasion de las células tumorales *¥ a través de la activacion del receptor RAGE "%,
En cancer pulmonar aun se desconoce si HMGB1 participa en el desarrollo y
progresién del tumor, puesto que no existen reportes de la proteina en esta
patologia; por lo cual, en el presente trabajo se determinara la localizacion subcelular
de HMGBL1 en el epitelio pulmonar normal, en el epitelio adyacente al tumor y en
adenocarcinomas pulmonares, ya que su localizacién celular parece estar
relacionada con su funcién intra y extracelular. Ademas, para complementar su
estudio, se determinara la localizacion de HMGBL1 en lineas celulares de este tipo
histolégico, asi como determinar si la HMGB1 puede ser secretada en tMVs y
analizar, posteriormente, su participacion biolégica en el desarrollo y progresion del

cancer pulmonar.
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4. HIPOTESIS

En células normales, la proteina HMGB1 se encuentra localizada en el nucleo; en
cambio, en las células tumorales de origen pulmonar la distribucion de HMGBL1 es

citoplasmatica y puede ser liberada en microvesiculas.
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5. OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL

Determinar la distribucion subcelular de la proteina HMGB1 en tejido pulmonar
normal y adyacente al tumor, asi como en adenocarcinomas pulmonares y en lineas
celulares de este tipo histologico; asi como la secrecion de HMGB1l en

microvesiculas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar la distribucion de HMGBL1 en tejido epitelial pulmonar normal

2. Estudiar la distribucion de HMGB1 en tejido epitelial pulmonar adyacente al

tumor

3. Estudiar la distribucion de HMGB1 en adenocarcinomas pulmonares

4. Comparar la localizaciéon de HMGBL1 en tejido pulmonar libre de neoplasia y en

adenocarcinomas

5. Estudiar la distribucion de HMGB1 en lineas celulares de este mismo tipo

histologico

6. Determinar si la proteina HMGBL1 es liberada en microvesiculas por las lineas

tumorales
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIAL BIOLOGICO

6.1.1 Cortes histologicos

El estudio incluyé tejido pulmonar obtenido de patologias no malignas considerado
como tejido normal, asi como 21 cortes histolégicos de tumores tipo adenocarcinoma
provenientes de autopsias. De los cuales se seleccionaron 13 adenocarcinomas
clasificados como bien y 8 como pobremente diferenciados con base a la morfologia
de las células tumorales. La clasificacion histologica de los tumores pulmonares se
baso en los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud. Los cortes histologicos,
obtenidos del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias (INER), fueron fijados en formol y embebidos en parafina.
6.2 INMUNOHISTOQUIMICA

Las secciones histolégicas se desparafinaron y rehidrataron. Se bloqueé la
peroxidasa enddgena incubando las secciones histoldgicas con H,0, al 3 % (v/v) en
metanol durante 20 min a temperatura ambiente (TA). Después se realizd la
recuperacion de antigeno empleando una solucion amortiguadora de citratos (0.01M,
pH 6) a ebullicion constante durante 20 min. Posteriormente las secciones
histoloégicas se incubaron con la solucién bloqueadora (amortiguador salino de
fosfatos (PBS) pH 7.3, suero de cerdo al 2% (v/v) y Tritdbn X-100 al 0.5% (v/v))
durante 30 min a TA. Las secciones se trataron con el anticuerpo (Ac) policlonal de
conejo anti-HMGB1 humana (reconoce la region carboxilo terminal de esta proteina)
obtenido de Abcam (Cambridge, UK), la dilucibon empleada fue 1:300 que se
establecio previamente como Optima. Las laminillas se incubaron toda la noche a 4°C
en camara humeda. Después de lavar con PBS, las laminillas se incubaron con el Ac
anti-conejo marcado con biotina (Dako Glostrup, Denmark) a 32°C por 1h; la dilucion
empleada fue 1:100 establecida previamente como 6ptima. Después de lavar, los

cortes histoldgicos se incubaron con el Complejo Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa
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(ABComplex/HRP) obtenido de Dako Glostrup a la dilucién 1:150 a 32°C durante 30
min en cémara humeda. Se revel6 con H,O, y como cromégeno se empled
tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) obtenida de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) durante 1.5 min. Posteriormente, las secciones histologicas se
contratifieron con hematoxilina de Harris, se deshidrataron y se montaron con una

resina sintética (Merck Darmstadt, German).
6.2.1 Observacioéon de la distribucién de HMGB1

Para evaluar la distribucion celular de la proteina HMGB1, de cada caso estudiado se
observaron 10 campos a un aumento total de x400. Los campos se observaron en un
microscopio 6ptico marca Leica modelo CME obtenido de Leica Geoystems (St.

Gallen, Switzerland) y las imagenes se analizaron con el software Leica QWin.
6.3 CULTIVO CELULAR

Se incluyeron un total de 6 lineas celulares tipo adenocarcinoma. Las lineas
celulares A-549, SK-LU-1 y A-427 se obtuvieron de la American Type Culture
Collection (ATCC) vy las lineas 1.3.15, 1.3.11 y 3B1A se establecieron a partir del
derrame pleural de pacientes con diagndstico de adenocarcinoma pulmonar sin

tratamiento previo.

Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
USA) suplementado con suero fetal bovino (HyClone, Utah, USA) al 10 % (v/v) y una
mezcla de antibidticos al 1% (estreptomicina y bencilpenicilina). Los cultivos celulares
se incubaron en un ambiente humidificado a 37°C con 5% de CO,. Después de
formar una monocapa a confluencia, las células se trataron con una mezcla de
Tripsina-Verseno (In Vitro, DF, México) al 0.05% y agitacion mecanica para facilitar
su desprendimiento. De la suspension celular obtenida se determiné su viabilidad
(mayor al 95%) y se procedié a cultivar en: |) portaobjetos con camara de 8 pozos
(Falcon Becton Dickinson, Bedford, USA) y II) botellas de 80 cm? (Thermo Fisher
Scientific, Roskilde Denmark).
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6.4 INMUNOFLUORESCENCIA

Después de formada la monocapa en portaobjetos con camara de 8 pozos, las
células se lavaron con PBS pH 7.4 estéril y se fijaron con etanol absoluto. Se
bloqued y permeabiliz6 como se indico en inmunohistoquimica. Posteriormente se
adicion6 el Ac anti-HMGBL1, la dilucion empleada fue 1:1000, que se establecio
previamente como Optima y se incubd toda la noche a 4°C en cdmara humeda. En
cada ensayo se empled un control negativo, que consistié en omitir el Ac primario.
Después de lavar, las células se incubaron con el Ac anti-conejo conjugado al
fluorocromo Alexa Fluor 488 (Molecular Probes California, USA) a 32°C por 1.5 h; la
dilucién empleada fue 1:300 establecida previamente como Optima. Las células se
lavaron y finalmente los portaobjetos se montaron con Vectashield (Vector
Laboratoties, CA, USA) para ser observadas en un microscopico de fluorescencia

marca Leica modelo CME Leica Geoystems.
6.5 WESTERN BLOT

Para el andlisis de HMGB1 por Western blot se obtuvieron los extractos nucleares y
citoplasmaticos de las lineas A-427 y 1.3.15, asi como las microvesiculas obtenidas

de los sobrenadantes del cultivo de estas dos lineas celulares.
6.5.1 Obtencion de extractos celulares

La fraccién de proteinas citoplasméaticas y nucleares se obtuvo empleando un kit de
extraccion de proteinas (Fermentas Ontario, Canada). Brevemente, después del
crecimiento a confluencia en botellas de 80 cm? se recuperé la suspensién celular
después de tripsinizar y se centrifugd a 1500 rpm a 4°C durante 10 min. El bot6n
obtenido se lavd con PBS frio y se centrifugd nuevamente en las mismas
condiciones. Posteriormente, las células se resuspendieron e incubaron en la
solucion de lisis (adicionado con DTT 0.1 M y una mezcla de inhibidores de
proteasas) por 10 min y se centrifugaron nuevamente a 10000 rpm a 4°C durante 10

min.
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Después de recuperar el sobrenadante se centrifugé a 14500 rpm a 4°C durante 30
min para eliminar restos celulares y se recuperd el sobrenadante el cual representd

la fraccion citoplasmaética.

El boton obtenido después de la incubacién con la solucion de lisis, se lavd dos
veces y se resuspendié en amortiguador de almacenamiento; esta fraccién se
consideré como extracto nuclear. Las fracciones celulares obtenidas se mantuvieron

en congelacion a -70°C hasta su uso.
6.5.2 Aislamiento de microvesiculas (tMVs) derivadas de células tumorales

Después de cultivar las lineas celulares a sub confluencia en botellas de 80 cm?, los
cultivos se incubaron por 72 h adicionales para recuperar los sobrenadantes, los
cuales se centrifugaron a 1500 rpm a 4°C por 15 min para remover restos celulares.
Después se lavar con PBS frio se centrifugd a 4000 rpm a 4°C por 15 min. El
sobrenadante se centrifugd a 40000 rpm a 4°C por 3 h y el botén conteniendo las
tMVs se resuspendié en 500 pL de PBS estéril.

6.5.3 Western blot de las fracciones celulares y tMVs

A cada extracto citoplasmatico, nuclear y de tMVs se determiné la cantidad de
proteinas totales por el método de micro BCA (Pierce, Rockford, IL, USA), siguiendo

el protocolo sugerido por el fabricante.

La electroforesis de las muestras se realizdé colocando en cada carril 16-30 pg de
proteinas totales. Como control positivo se empleé la proteina HMGB1 humana
recombinante (rhHMGB1) obtenida de Research & Diagnostics Systems (MN, USA).
Asi mismo, se emplearon marcadores de peso molecular, biotinilados y pretefidos
(caleidoscopio) ambos obtenidos de BioRad Laboraatories (CA, USA). La
electroforesis se realizd0 en condiciones desnaturalizantes en un gel de
acrilamida/bisacrilamida al 12% aplicando una corriente eléctrica de 100 V.
Posteriormente las proteinas se transfirieron a la membrana de nitrocelulosa en

condiciones semi-secas durante 1 h a 15 V. La membrana de nitrocelulosa se tratd
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con albumina sérica bovina (BSA) al 3 % (Sigma-Aldrich) e incub6 a TA por 1 h para
bloguear el pegado inespecifico.

Después de lavar, a cada tira se adiciono el Ac anti-HMGB1, el Ac monoclonal (mAc)
anti-actina o el Ac policlonal de conejo anti-lamina B1 (los dos ultimos obtenidos de
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) y se incubé a 4°C por toda la noche; las
diluciones empleadas de estos Ac’s se muestran en la Tabla 2. Los Ac’s anti-lamina
B1 y anti-actina se empelaron como marcadores de proteinas nucleares y

citoplasmaticas, respectivamente.

Posterior a los lavados, se incubd con el Ac secundario anti-especie especifico
marcado con biotina (Dako Glostrup) durante 1 h a TA. Las diluciones establecidas

como optimas se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Diluciones estandarizadas de los Ac’s empleados en Western blot

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
(dilucion optima) (dilucién optima)
Anti-HMGBL1 (1:450) Anti-Conejo (1:500)
Anti-Actina (1:200) Anti-Ratén (1:500)

Anti- Lamina B1 (1:200) Anti-Cabra (1:500)

Al finalizar la incubacion se lavé y se adicion6 el ABComplex/HRP incubando a TA
por 30 min, la dilucibn empleada fue 1:300 establecida previamente como 6ptima. Se
revel6 por quimioluminiscencia empleando el kit ECL Advance (Amersham
Biosciences, NJ, USA), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. La
deteccion de las bandas se registro en el sistema de imagen del fotodocumentador
ChemiDoc XRS (Bio-Rad).
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7. RESULTADOS

7.1 Distribucion de HMGB1 en epitelio pulmonar normal, en epitelio pulmonar

adyacente al tumor y en adenocarcinomas

En los cortes histologicos se observé la distribucion subcelular de HMGBL1 en las
siguientes zonas: 1) en el epitelio pulmonar normal libre de neoplasia, II) en el epitelio
bronquial y alveolar adyacente al tumor y Ill) en las células de adenocarcinomas
pulmonares bien y pobremente diferenciados. La distribucibon de HMGB1 en el
epitelio pulmonar normal se compard con el epitelio adyacente al tumor y con

adenocarcinomas.

[) En el epitelio pulmonar normal, la distribucion subcelular de HMGB1 se observo en
dos zonas: la regién bronquial y alveolar. En el epitelio bronquial, constituido por
células cilindricas ciliadas, células basales y células caliciformes (productoras de
mucina), la localizacion celular de HMGBL1 fue nuclear (Figura 6A y 6C). En la region
alveolar, constituida por los neumocitos tipo Il, la localizacion celular de la proteina

fue nuclear (Figura 6E).

II) En el epitelio pulmonar adyacente al tumor, la localizacion de HMGBL1 en las
células cilindricas ciliadas y células caliciformes se observd principalmente en el
citoplasma (Figura 6B y 6D). Sin embargo, las células basales conservaron la
localizacion de HMGBL1 en el nacleo. En cuanto a la regién alveolar cercana al tumor,
la localizacion subcelular de HMGB1 se mantuvo en el nucleo de todas las células
(Figura 6F).

[l) En los cortes histologicos de adenocarcinomas pulmonares, la distribucion de
HMGB1 se observo en la mayoria de los casos en el citoplasma de las células y en
algunos casos la localizacion fue en nucleo y citoplasma. De acuerdo al grado de
diferenciacion del tumor no se encontraron diferencias en la distribuciéon de HMGB1
(Figura 7).
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Al comparar la distribuciéon de HMGBL1 en las células del epitelio bronquial y alveolar
normal con la distribucion en los adenocarcinomas, se observé que la proteina se

encuentra en el citoplasma.

En la Tabla 3 se muestra el nUmero de casos y el porcentaje de adenocarcinomas
bien y pobremente diferenciados donde HMGB1 se localizé en los compartimentos

celulares antes mencionados.

Tabla 3. HMGB1 en adenocarcinomas pulmonares de acuerdo al grado de
diferenciacion.

o o Grado de diferenciacién
Distribucién

BD (%) PD (%)
Nucleo y/o citoplasma 8 (61.5) 6 (75.0)
Nucleo 1(8.0) 1(12.5)
Sin expresion 4 (30.5) 1(12.5)
Total de casos (n) 13 8

BD: bien diferenciado; PD: pobremente diferenciado

En las Figuras 7A-B se muestra la localizacion nuclear y citoplasmatica de HMGB1,
en las Figuras 7C-B la localizacion nuclear de HMGB1 y en las Figuras 7E-F la
localizacion citoplasmética de HMGBL1 en las células tumorales de adenocarcinomas
bien y pobremente diferenciados.

Por otro lado, en las células tumorales que mostraron caracteristicas invasivas
(células rodeadas de tejido conectivo), se observé la distribucion de HMGB1

exclusivamente en el nucleo. Figuras 8A 'y 8B.
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Figura 6. Localizacion nuclear y citoplasmética de HMGB1 empleando inmunohistoquimica. Panel de
la izquierda se observa la localizacion nuclear de la proteina HMGBL1 en el epitelio cilindrico ciliado
pseudoestratificado (A y C) y regién alveolar (E) normal y libre de neoplasia. Panel derecho, se
observa la distribucién citoplasmética de HMGB1 en células cilindricas ciliadas y nuclear en células
basales (B y D) y region alveolar (F) adyacentes al tumor. Aumento total x400 (A) y x1000 (B-F)
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Figura 7. Distribucion celular de la proteina HMGB1 empleando inmunohistoquimica. Panel de la
izquierda, se observa la localizacién nuclear y/o citoplasmatica de la proteina HMGB1 en
adenocarcinomas bien diferenciados (A, C y E). Panel derecho, se observa la distribucion nuclear y/o
citoplasmatica de la HMGB1 en adenocarcinomas pobremente diferenciados (B, D y F). Aumento total

x1000
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Figura 8. Distribucion celular de la proteina HMGB1 empleando inmunohistoquimica. Se observa la
localizacion nuclear de HMGBL1 en células tumorales invasivas. Aumento total x400 (A) y x1000 (B)

7.2 Distribucion de HMGB1 en lineas celulares de adenocarcinomas

pulmonares

La distribucion de HMGB1 en las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar se
observd en nucleo y/o citoplasma. En las lineas celulares A-549 y A-427, la
localizacion de HMGB1 se observo principalmente nuclear, con una ligera tincion en
el citoplasma. Bartlin y cols ™ reportaron previamente en la linea A-549 una tincion
nuclear similar a la observada en este estudio. Las lineas celulares SK-LU-1 y 3B1B
mostraron una localizacion exclusivamente nuclear de la proteina HMGB1, mientras
qgue las lineas celulares 1.3.11 y 1.3.15, mostraron una localizacién citoplasmatica.
En la Figura 9 se muestra el patrén de tincion para HMGB1 en las lineas celulares

estudiadas.

En las lineas celulares la tincibon de HMGB1, sin importar su localizacién subcelular,
mostré dos patrones: una tincibn homogénea observada Unicamente en la linea A-
427 y una tincion en forma de puntilleo observada en las cinco lineas restantes
(Figura 9).
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Localizacion Lineas celulares

Nuclear y
citoplasmatica

Nuclear

Citoplasmatica

Figura 9. Localizacién nuclear y/o citoplasmética de la proteina HMGB1 en lineas celulares de
adenocarcinoma pulmonar empleando inmunofluorescencia. Aumento total x1000.
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7.3 HMGBL1 liberada en tMVs por la linea 1.3.15

Como ya se menciono, la HMGBL1 se localizé en el citoplasma de la mayoria de las
células tumorales, por lo que es probable que las células puedan secretarla. Lo
anterior se basa en estudios previos en lineas celulares de cancer de colon 7178
donde demuestran que la HMGB1 esta contenida en tMVs. Por lo anterior, se decidio
estudiar esta posibilidad en lineas tumorales de origen pulmonar y para ello, se

obtuvieron las tMVs de las lineas celulares de adenocarcinoma A-427 y 1.3.15.

Se detectd mediante Western blot que las tMVs derivadas de la linea A-427 (la cual
mostré una tincién nuclear de HMGB1 por inmunofluorescencia) no mostraron una
banda que correspondiera al peso molecular de 30 kDa de la proteina rhHMGB1, por
lo cual, las tMVs pudieran no contener la proteina en estudio (Figural0OA); en cambio,
las tMVs derivadas de la linea 1.3.15 (que mostré una tincidn citoplasmatica de
HMGB1 por inmunofluorescencia) mostraron una banda con el mismo peso
molecular de la rhHMGB1, por lo tanto las tMVs de la linea 1.3.15 contienen esta

alarmina (Figura 10B).
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Figura 10. Andlisis de extractos celulares y microvesiculas (tMV) obtenidas de las lineas celulares A-
427 y 1.3.11 por Western blot. A. Las células tumorales de la linea A-427 no liberan HMGBL1 en tMVs
B. HMGBL1 es secretada por las células tumorales de la linea 1.3.15 en tMVs. Actina y lamina Bl
fueron empleados como marcadores de proteinas citoplasmaticas y nucleares, respectivamente.
rhHMGB1: HMGB1 humana recombinante.
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En este estudio, se observo la localizacion nuclear de HMGB1 en las células del
epitelio pulmonar normal, lo cual demuestra la principal funcion de la proteina como

140141 En cambio, la distribucién

un componente de la arquitectura de la cromatina
subcelular de HMGB1 en las células cilindricas ciliadas adyacentes al tumor fue
citoplasmatica, lo que pudiera deberse a que factores solubles liberados del estroma
o por las propias células tumorales pudieran influir en la distribucion nucleo-
citoplasma de HMGB1. Bartlin y cols [ reportaron que el bFGF liberado por una
linea celular de fibroblastos indujo la relocalizacion citoplasmatica de HMGB1 en la

linea de células epiteliales pulmonares H358.

Con respecto a las células basales del epitelio adyacente al tumor que mantienen la
proteina en el ndcleo, es probable que los factores presentes en el microambiente no
afecten la distribucion de HMGB1; otra posibilidad, es que estas células basales por
ser indiferenciadas mantienen la expresion nuclear de HMGB1 como ya se ha

observado previamente en células indiferenciadas de distintos tejidos [“I[7®),

Ademas, en las células de los adenocarcinomas pulmonares, independientemente
del grado de diferenciacion celular, la localizacion de HMGB1 se observé en ndcleo y
citoplasma o en citoplasma principalmente. En el primer grupo, los resultados
observados pudieran deberse a la sobreproduccion de HMGB1 por las células
tumorales. Con relacion a este punto, varios grupos de investigacion han observado
resultados similares y han demostrado que en células tumorales y lineas celulares
provenientes de distintos tipos de cancer, la HMGB1 se encuentra sobreexpresada

6771 algunos de estos reportes sugieren que la HMGB1 esta relacionada con

favorecer el proceso de la tumorigénesis [©717174],

43



DISCUSION

En relacion a la distribucion citoplasmatica en las células tumorales, una posibilidad
se debe a mutaciones o alteraciones en las sefales de localizacion nuclear (NLSSs),
gue controlan el transporte de HMGB1 del ndcleo al citoplasma, por lo que HMGB1
no puede entrar al nicleo después de que se ha sintetizado. El estudio realizado por
Bonaldi y cols ¥ mostré que en macréfagos, las modificaciones en los residuos de
lisina 27, 28, 29, 181, 182 y 183 (localizados en las NLSs) por alaninas
(2xKKK->AAA) o glutaminas (2xKKK->QQQ) provocan la distribucion de HMGB1 en
el citoplasma. Aunque no se ha demostrado que se presenten estas mutaciones en
las células tumorales, este mismo fenémeno podria estar ocurriendo. Otra posibilidad
es que la distribucion en citoplasma de HMGB1 observada en los adenocarcinomas
pudiera ser caracteristica de este tipo histoldégico o bien ser un evento general para
los NSCLC. Por lo que es necesario realizar estudios en otros tipos histolégicos del
cancer pulmonar para determinar si la localizacion citoplasmética de HMGB1 es un

evento particular de los adenocarcinomas.

Asimismo, la acumulacién de la proteina en el citoplasma (por su sobreproduccion)
pudiera estar relacionada con su liberacion pasiva, durante la muerte por hipoxia o
por secrecion activa al medio extracelular para favorecer la progresion del tumor

78771781 En |a mayoria de los tipos de cancer donde se ha estudiado HMGB1

0
[7]y

gastrointestinal ["Y la distribucién es nuclear y citoplasmética y nuestros resultados

reportan una localizacidbn nuclear, sin embargo, en céncer nasofaringeo

concuerdan con estos reportes previos. Es necesario analizar un mayor nimero de

tipos tumorales a fin de definir si este evento es general en la progresion del cancer.

Por su parte, la localizacion nuclear de HMGB1 en las células invasivas pudiera
favorecer la sobreexpresién de genes, ya que al remodelar la cromatina permite el
acceso e incrementa la afinidad de unién de diversos factores de trascripcion 174,

lo que favoreceria en estas células su capacidad metastasica.
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Al igual que en los cortes histoldgicos, la localizacion de la proteina HMGB1 en las
lineas celulares es nuclear y/o citoplasmatica, por lo que estos resultados apoyan la
utilizacion de las lineas celulares en la realizacion de estudios posteriores en relacion

al estudio de la actividad biolégica de la proteina en carcinomas pulmonares.

Con base en lo anterior, se consider6 que la linea celular 1.3.15 pudiera secretar la
HMGBL1 en tMVs y se encontrd que esta linea, donde la localizacién de HMGB1 fue
citoplasmatica, contiene a la HMGB1 en tMVs. Estos resultados sugieren que la
liberacion de HMGB1 en tMVs pudiera ser en respuesta a factores solubles que
libera esta linea en particular o bien que su liberacidon sea posiblemente constitutiva.
Con respecto a ello, Shiguang y cols ® indican que las células de la linea HCT 116
de cancer de colon liberan grandes cantidades de HMGB1 al medio extracelular sin
requerir un estimulo exégeno. En cambio, los resultados obtenidos por Wahamaa y
cols 'l indican que la secrecion de HMGBL1 en tMVs por la linea Caco-2 (de cancer
de colon), requiere de un estimulo exdgeno con citocinas pro-inflamatorias, ya que
sin el estimulo las células sélo liberan pequefias cantidades de HMGBL1. Por lo que
en el caso de la linea A-427, que demostramos que no libera la HMGB1 en tMVs, es

posible que requiera un estimulo para inducir la liberacion de HMGB1.

Por lo anterior, si las células tumorales pueden liberar activamente la HMGB1 al
medio extracelular en tMVs, es posible que estas células empleen un mecanismo de
liberacion similar al que llevan a cabo los M@s. La HMGBL1 extracelular podria tener
un efecto dual: antitumoral o pro-tumoral, que dependera de la composicion del
microambiente, del estado de progresiéon de la enfermedad y de la célula blanco. Se
ha reportado que las tMVs son liberadas de las células tumorales por lo que se
consideran componentes importantes del microambiente tumoral "% Sin embargo,
se desconoce si en cancer pulmonar, la HMGBL1 liberada en tMVs activa la respuesta
inmune antitumoral, lo cual se ha observado cuando las células tumorales mueren
después de tratamientos antitumorales con la quimioterapia y/o radioterapia P#1°°I¢],
En cambio, el efecto pro-tumoral de las tMVs se ha reportado por Wysoczynsky y
cols % que demostraron que las tMVs liberadas de lineas celulares de cancer

pulmonar funcionan como factores pro-angiogénicos, que estimulan la quimiotaxis de
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células endoteliales, la expresién de moléculas pro-angiogénicas (como el VEGF) en
células del estroma e incrementan la expresion de moléculas de adhesién. Por lo
que, es conveniente determinar si las lineas celulares empleadas en este trabajo
pueden liberar activamente la alarmina HMGB1 en tMVs, asi como su actividad

biolégica.
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9. CONCLUSIONES

La localizacion de HMGB1 en las células del epitelio bronquial y alveolar normal

es nuclear, lo que refleja su principal funcién como componente de la cromatina

En el epitelio pulmonar adyacente al tumor y en adenocarcinomas pulmonares
la distribucién celular de HMGBL1 es principalmente en el citoplasma y difiere de

la localizacion observada en el epitelio pulmonar normal

No existe una asociacion entre la localizacién subcelular de HMGBL1 y el grado

de diferenciacion del tumor

La HMGBL1 es secretada por la linea 1.3.15 de adenocarcinoma pulmonar en
tMVs. Sin embargo, se deberd estudiar si las células tumorales de origen
pulmonar secretan la proteina HMGB1 en tMVs de manera constitutiva o bien

es inducida por algun estimulo

Ya que en las lineas celulares y en la mayoria de las células tumorales de
cortes histolégicos presentan una localizacion citoplasmética de la proteina
HMGB1, las lineas celulares pueden emplearse en estudios posteriores a fin de

definir el papel biolégico de la HMGB1 en carcinomas pulmonares.
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