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RESUMEN

El glioblastoma (GBM) es el tumor cerebral primario mas frecuente, tiene mal
prondstico y es refractario al tratamiento actual. Recientemente, reportamos el uso de
la toxina pertussis (PTx) como adyuvante inmunoterapéutico en un modelo de glioma
C6; mostrando disminucion en el tamafo tumoral, apoptosis en los linfocitos T
reguladores (Tregs) y disminucion en los macrofagos infiltrantes de tumor. En el
presente trabajo, evaluamos en el modelo de glioma RG2, el efecto citotdxico de PTx
en combinacion con temozolamida (TMZ), asi como vacunacion con células de glioma
irradiadas (VAC) tanto in vitro como in vivo. Se determiné viabilidad celular, ciclo
celular, apoptosis y autofagia mediante citometria de flujo, inmunofluorescencia, y
Western blot. Posterior al implante intracraneal con células RG2, los animales fueron
divididos en grupos de 7 ratas por tratamiento: Control, TMZ, PTx, TMZ+PTx, VAC y
PTx+VAC. La determinacion de apoptosis mostrd incremento de 20% en las células
RG2 tratadas con PTx, TMZ y PTx+TMZ. Se determind la presencia de vesiculas
autofagicas, y no se observaron cambios en el ciclo celular en los grupos tratados con
TMZ+PTx. El analisis de supervivencia mostré un incremento en la sobrevida de las
ratas sometidas a los tratamientos individuales, mientras que este efecto se
incrementd en el grupo tratado con TMZ+PTx; sin embargo, el tratamiento PTx+VAC
no mostro incremento en la sobrevida. Los resultados correlacionan con las imagenes
obtenidas por resonancia magnética, observando una disminucién en el volumen
tumoral de los grupos tratados con PTx y VAC. Se evaluaron las subpoblaciones de
linfocitos T, macrofagos, células MDSC y células NK en sangre, bazo y tumor. En
tumor se observa una disminucion en los linfocitos Tregs con los tratamientos PTx y
PTx+VAC, asi como disminucién en las células MDSC con PTx, VAC y PTx+VAC;
ademas, PTx incrementé los linfocito T CD8+ y las células NK. Este trabajo
demuestra que el uso concomitante de la PTx con TMZ puede representar una
ventaja para mejorar el tratamiento del GBM. Sugiriendo que la PTx podria ser un
adyuvante inmunoterapéutico en la terapia integral para GBM, debido a sus multiples
propiedades, tanto directamente en las células de GBM asi como modulando

subpoblaciones inmunoldgicas.



ABSTRACT

Glioblastoma (GBM) is the most frequent primary brain tumor, it has poor prognosis,
and it remains refractory to current treatment. Recently, we report the use of pertussis
toxin (PTx) as adjuvant immunotherapy in a C6 glioma model; showing a decrease in
tumoral size, it induced selective cell death in regulatory T cells (Tregs), and it elicited
less infiltration of tumoral macrophages. Here, we evaluated the cytotoxic effect of
PTx in combination with temozolomide (TMZ) as well as vaccination with irradiated
glioma cells (VAC) for glioma treatment, both in vitro and in vivo RG2 glioma model.
We determined cell viability, cell cycle, apoptosis, and autophagy on treated RG2 cells
through flow cytometry, immunofluorescence, and Western blot assays. After
intracranial implantation of RG2 cells, animals were divided in 7 rats for each group
and treated with TMZ, PTx, TMZ+PTx, VAC and PTx+VAC. Animals without treatment
were considered as control. We found an induction of apoptosis in around 20 % of
RG2 cells, in both single treatments PTx, TMZ and their combination. Also, we
determined the presence of autophagy vesicles, without any modifications in the cell
cycle in the TMZ+PTx-treated groups. The survival analyses showed an increase due
to individual treatments; besides, in the group treated with the combination TMZ+PTx,
this effect was enhanced, while in the group treated with PTx+Vac did not improve the
survival, these results correlated with the images obtained by magnetic resonance,
observing a decrease in tumor volume in PTx and VAC groups. Tumor, blood and
spleen were taken for analysis of subpopulations of T cells, macrophages, MDSC, NK
cells. In tumor, we observed a significant decrease in the number of Tregs cells in the
treatment with PTx and PTx+Vac, while MDSC are decreased in PTx, VAC y
PTx+VAC. Besides, the treatment with PTx increased CD8+ T cells and NK in tumor.
We show that the concomitant use of PTx plus TMZ could represent an advantage to
improve the GBM treatment. Suggesting that PTx could be an immunotherapeutic
adjuvant in the integral therapy against GBM due their multiple properties either

directly in glioma cells and also modulating immunological subpopulations.



INTRODUCCION

1.1.- Gliomas: Origen, Caracteristicas y Clasificacion
Los gliomas son los tumores cerebrales primarios mas frecuentes en adultos. La

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los clasifica como astrocitomas,
oligodendrogliomas y oligoastrocitomas, debido a que presentan similitudes
histolégicas con las células de la glia, incluyendo astrocitos y oligodendrocitos. Con
base en su comportamiento biolégico y grado de malignidad se dividen en 4 grados (I
a |V), siendo el glioblastoma (GBM) el de mayor malignidad (Louis, Ohgaki et al.
2007, Siegel, Naishadham et al. 2013).

El GBM se caracteriza por tener gran heterogeneidad celular, ser altamente invasivo y
con capacidad de infiltrar el tejido cerebral sano. En el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia de México, el GBM representa el 9% de todos los tumores
cerebrales y el 45.7% de gliomas primarios (Lopez-Gonzalez and Sotelo 2000,

Velasquez-Perez and Jimenez-Marcial 2003).

El GBM puede surgir de novo (GBM primario) 6 evolucionar a partir de un astrocitoma
de bajo grado (GBM secundario); su desarrollo es a través de la alteracion en
diversas vias moleculares, constituyendo diferentes subtipos de la enfermedad. La
mayoria de los casos son GBM primarios (>90%), los cuales afectan principalmente
adultos mayores (55 afos) y se desarrollan rapidamente sin ninguna evidencia previa
clinica 6 histolégica de una lesién de menor grado de malignidad. Estos tumores se
caracterizan por pérdida de heterocigosidad del cromosoma 10q (70% de los casos),
amplificacion de EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidermal, por sus siglas
en inglés) (36%), delecidon en p16ink4a (31%) y mutaciones en PTEN (Gen homélogo
de fosfatasa y tensina, por sus siglas en inglés) (25%) (Watanabe, Tachibana et al.
1996, Biernat, Tohma et al. 1997, Tohma, Gratas et al. 1998, Ohgaki and Kleihues
2007). EI GBM secundario se manifiesta en adultos jévenes (<45 afos), las
alteraciones genéticas mas frecuentes son mutaciones en p53 (60% de los

astrocitomas de bajo grado) y sobreexpresion de PDGFRA (Receptor a del factor de
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crecimiento derivado de plaquetas, por sus siglas en inglés) (Hermanson, Funa et al.
1996, DeAngelis 2001). Durante la progresion a GBM se acumulan mutaciones
adicionales y existen diferentes patrones de metilacion entre ambos subtipos (Ohgaki
and Kleihues 2007).

Recientemente, se ha establecido una subclasificacion molecular del GBM, con base
en sus perfiles de expresion de genes, denominandolos: proneural (PN), neural (NL),
clasico (CL) y mesenquimal (MES) (Verhaak, Hoadley et al. 2010); los subtipos PN,
MES y CL se han asociado con alteraciones en PDGFRA/IDH1 (lIsocitrato
deshidrogenasa 1), NF1 (Neurofibromatosis 1) y EGFR, respectivamente. El subgrupo
proneural ha sido subdividido con base en el fenotipo metilador de las islas CpG (G-
CIMP, por sus siglas en inglés) asociado con IDH1 mutado con respecto a IDH1
silvestre (Turcan, Rohle et al. 2012). Los gliomas con subtipo proneural correlacionan
con un mayor sobrevida, mientras que los gliomas con expresidn mesenquimal
(subtipo MES) usualmente tienen pobre prondstico (1 afio para el subtipo proneural
en comparacion con 6 meses para el subtipo mesenquimal) (Vitucci, Hayes et al.
2011). Aunque los gliomas con caracteristicas proliferativas 6 mesenquimales tienen
peor prondstico, diversos estudios han confirmado que estos subtipos son mas
sensibles a la combinacion de radioterapia y quimioterapia (Gravendeel,
Kouwenhoven et al. 2009, Verhaak, Hoadley et al. 2010).

1.2.-Terapia actual
A pesar de la terapia multimodal actual, el prondstico sigue siendo desfavorable y la

sobrevida media es alrededor de 14.6 meses (Buckner 2003). El tratamiento
convencional consiste en cirugia, radiacion y quimioterapia (Stupp, Mason et al. 2005,
Stupp, Hegi et al. 2007, Ryu, Yoon et al. 2012).

La cirugia es el tratamiento inicial para eliminar la mayor cantidad posible de tumor y
confirmar patolégicamente el diagndstico; sin embargo, el GBM no es curable a través
de reseccion quirurgica, debido a su naturaleza invasiva. El tratamiento se combina
con radioterapia y quimioterapia, presentando una moderada respuesta, dafio

colateral en el tejido cerebral sano y alta toxicidad.



El quimioterapéutico de primera eleccion es el agente alquilante, temozolamida
(TMZ), un derivado de la imidazotetrazina. La TMZ es un profarmaco, capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica, a pH fisioldgico se hidroliza rapidamente en su
metabolito activo monometil triazenoimidazol carboxamida (MTIC), posteriormente
éste se degrada al ion metildiazonio, que es el componente activo, transfiriendo el
grupo metilo al ADN. La TMZ ejerce su accion citotdxica a través de la metilacion del
ADN en las posiciones O(6) y N(7) de la guanina, y la posicién O(3) de la adenina
(O'Reilly, Newlands et al. 1993).Esta metilacién resulta en un mal apareamiento de
bases, incorporandose una timina en lugar de una citocina, el error es reconocido por
el sistema de reparacién de bases mal apareadas (MMR, por sus siglas en inglés);
debido a que la metilacion persiste, se desarrolla una reparacion aberrante,
induciendo la muerte celular. El éxito del tratamiento con TMZ es limitado debido a
que los gliomas presentan quimio-resistencia (Carmo, Carvalheiro et al. 2011). Las
células tumorales pueden remover los aductos de metilo, por accién de la enzima de
reparacion MGMT (O-6- metilguanina-DNA-metiltransferasa, por sus siglas en inglés)
(Hotta, Saito et al. 1994, Gerson 2004, Omar and Mason 2010). El tratamiento con
TMZ presenta una modesta respuesta, incrementando la sobrevida solo 2.5 meses, y

no presentan beneficios en pacientes con sobreexpresién del gen MGMT.

Debido a la carencia de un tratamiento eficaz, en diversas disciplinas, entre ellas la
inmunologia, se estan desarrollando nuevas estrategias para mejorar la terapéutica

actual en el GBM.

1.3.-Respuesta inmune contra tumor e inmunosupresion
El sistema inmunoldgico estd implicado en la eliminacién de células tumorales en un

proceso denominado vigilancia inmunolégica(Vesely, Kershaw et al. 2011). La
presencia de infiltrado de linfocitos T se describe inicialmente en modelos tumorales
en rata inducidos con metil nitrosourea, y en muestras de gliomas humanos (Stavrou,
Anzil et al. 1977). El Sistema Nervioso Central (SNC) tiene un bajo nivel de infiltrado
de linfocitos T; sin embargo, en estados patoldgicos, la barrera hematoencefalica
actua de manera parcial permitiendo el trafico linfocitario (Louis, Ohgaki et al. 2007).

Se han descrito diversas células del sistema inmune que infiltran los tumores
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cerebrales, tales como linfocitos T CD4+, CD8+, células dendriticas, macréfagos,
microglia, células NK (Morimura, Neuchrist et al. 1990, Kiefer, Supler et al. 1994,
Watters, Schartner et al. 2005, Louis, Ohgaki et al. 2007).

Los linfocitos T CD8+, también denominados linfocitos T citotoxicos (CTL), tienen un
papel importante en la lisis de las células cancerosas (Kroemer, Galluzzi et al. 2013).
Estos linfocitos pueden reconocer péptidos antigénicos a través de receptores
especificos de linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés), los cuales son presentados
por moléculas HLA de clase | en la superficie de las células cancerosas (Fooksman,
Vardhana et al. 2010). La interaccion del TCR con el antigeno tumoral presentado, y
la presencia de moléculas co-estimuladoras como B7-1/2, inducira la liberacion de
granzimas y perforinas, induciendo apoptosis, ademas de la liberacion de otras
citocinas como interferon-y y el factor de necrosis tumoral a/f (TNF-a/B). La
respuesta de CTL es amplificada por interaccion con otras células del sistema
inmune, como las células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en inglés).
Las APC procesan los péptidos y proteinas asociadas al tumor, presentandolos a los
linfocitos T mediante las moléculas del HLA clase | y Il. La proliferacion de los
linfocitos T citotoxicos, también es inducida por los linfocitos T CD4+, secretando
citocinas como IL-2 y IFN-v, potenciando su efecto antitumoral (Guermonprez,
Valladeau et al. 2002).

Tedricamente, la eliminacion tumoral pudiera ser lograda por inmunizacién con
antigenos asociados al tumor. Sin embargo, la inmunoterapia activa en cancer ha
mostrado solo minima efectividad. Un obstaculo en el éxito del tratamiento para GBM,
es su microambiente tumoral altamente inmunosupresivo. Se ha observado la
presencia de células infilirantes que promueven el crecimiento tumoral, tales como
macrofagos fenotipo M2, linfocitos T reguladores (Tregs) y células supresoras
derivadas mieloides (MDSC) (Bhondeley, Mehra et al. 1988, Prins, Scott et al. 2002,
Watters, Schartner et al. 2005, Curtin, Candolfi et al. 2008, Sonabend, Rolle et al.
2008).



El microambiente tumoral del GBM esta constituido por multiples tipos celulares, entre
ellos células del parénquima asociadas al tumor (células vasculares, microglia,
células inmunes periféricas y células precursoras neurales), existen diversas
interacciones entre ellas, lo que favorece el crecimiento tumoral (Charles, Holland et
al. 2012). Las células de glioma secretan factores inmuno-moduladores como
interleucina-6 (IL-6) y factor estimulante de colonias 1 (CSF-1), que inducen una
respuesta Th2 (Weber, Sabel et al. 1996, Bigner, Matthews et al. 1999, Jenkins, Blair
et al. 2006). Existe ademas, un microambiente hipoxico debido a la inapropiada neo-
vascularizacion, flujo sanguineo irregular y alto consumo de oxigeno de las células
malignas con alta tasa de proliferacion (Jensen 2009); esto promueve la expresion de
genes involucrados en proliferacion y angiogénesis (Carmeliet, Dor et al. 1998). La
hipoxia tumoral puede activar la via inmunosupresiva de STAT3, asi como proteinas
que forman parte de la via de sefalizacion, como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y el factor inducible de hipoxia 1 (HIF1-a), este ultimo puede
incrementar el numero y las propiedades supresivas de las células Tregs (Gray,
Zhang et al. 2005, Jung, Lee et al. 2005, Griffin, Burger et al. 2006, Ben-Shoshan,
Maysel-Auslender et al. 2008).

Los linfocitos Tregs (CD4+ CD25+FoxP3+), son linfocitos T (CD4+) que expresan la
subunidad a del receptor de IL-2 (CD25+) y actian como inmunosupresores celulares
(DeAngelis 2001, Riemenschneider and Reifenberger 2009). Se ha demostrado que
los linfocitos Tregs infiltrantes de tumor, contribuyen a la patogénesis y progresion
tumoral, siendo necesaria su eliminacion para alcanzar una efectiva respuesta
inmune(Garcia-Lora, Algarra et al. 2003). En el microambiente tumoral los linfocitos
Tregs pueden ejercer su accion supresora sobre los linfocitos T CD4+ 6 CD8+
mediante diversos mecanismos: ya sea a través de su interaccion con las células
dendriticas (DCs) para inducir un fenotipo inmunosupresivo evitando la activacién de
los linfocitos T CD4+ 6 CD8+; por otro lado, producen IL-10 y TGF-f que actuan
directamente sobre los linfocitos T efectores disminuyendo su accion citotoxica; y
pueden interactuar directamente con los linfocitos T efectores para inducir anergia

(Ostrom, Gittleman et al. 2013). Ademas, se ha descrito que su disminucion,



incrementa la sobrevida en modelos experimentales de ratones con tumores

cerebrales (DeAngelis 2001, Ostrom, Gittleman et al. 2013).

Los macréfagos (CD68+) han sido asociados con tumores de alto grado y baja tasa
de supervivencia en pacientes con tumores cerebrales (Strojnik, Kavalar et al. 2009).
La infiltracién tumoral por macréfagos esta generalmente asociada con neo-
angiogénesis y consecuencias negativas ya que éstos liberan sustancias tales como
las metaloproteasas membranales de tipo | (MT1-MMP), enzimas que actuan
rompiendo las uniones intercelulares y permitiendo la invasiéon de las células de
glioma en el parénquima cerebral. Estas enzimas se sobreexpresan por estimulacion
con sustancias liberadas por las células del glioma via estimulacion de receptores tipo
Toll (TLR’s) (Markovic, Vinnakota et al. 2009, Siveen and Kuttan 2009).

Las células MDSC forman parte del microambiente tumoral y tienen efectos inmuno-
supresores (Nigro, Baker et al. 1989, Li, Yen et al. 1997). Se ha observado que la
inmunizacién con antigenos tumorales induce su expansidon en medula Osea,
inhibiendo la respuesta inmune y facilitando el crecimiento tumoral y la metastasis
(Talmadge 2007, Jia, Jackson-Cook et al. 2010). Estas células son fenotipicamente
dobles positivas para marcadores de granulocito y monocito (His48+/CD11bc+) en
rata 6 (Gr1/CD11b) en ratén. Las células MDSC humanas también han sido descritas
en otras neoplasias tales como melanoma y carcinoma de células renales (Zea,
Rodriguez et al. 2005, Filipazzi, Valenti et al. 2007, Ko, Zea et al. 2009). Existen
multiples mecanismos por los cuales las células MDSC ejercen efectos reguladores
sobre los linfocitos T, algunos de los cuales incluyen el catabolismo de aminoacidos
esenciales como triptéfano ¢ arginina por la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) 6
arginasa |, respectivamente; la produccion de oOxido nitrico ¢ citocinas
inmunosupresoras como TGF- (Mazzoni, Bronte et al. 2002, Munn and Mellor 2004,
Rodriguez and Ochoa 2008, Xiang, Poliakov et al. 2009). En ratas inmunizadas con
células tumorales de glioma, se observd un incremento en las distintas
subpoblaciones de células infiltrantes de tumor, entre ellas las MDSC; estas células
generaron una disminucion en los linfocitos T, a través de la produccion de 6xido

nitrico, induciendo apoptosis (Jia, Jackson-Cook et al. 2010).



1.4.-Nuevas estrategias terapéuticas
En el campo de la inmunologia se estan desarrollando diversas estrategias para

mejorar el tratamiento actual. La inmunoterapia representa una alternativa atractiva
debido a que es capaz de inducir una respuesta inmune segura y eficaz, con menos
efectos adversos y mayor selectividad. El principio basico de los enfoques
inmunoterapéuticos en cancer es inducir una respuesta inmune celular especifica de
tumor que provoque la eliminacion selectiva de células cancerosas. Se ha
demostrado que la vacunacion con antigenos tumorales incrementa la respuesta
inmune (Mahaley, Bigner et al. 1983, Sampson, Archer et al. 1996, lwadate, Yamaura
et al. 2003, Reardon, Wucherpfennig et al. 2013).

Por otra parte, existe gran interés por identificar nuevos agentes terapéuticos para ser
utilizados como adyuvantes solos 6 en combinacidén con la quimioterapia actual. Asi
como disminuir la inmunosupresion tumoral y generar una respuesta inmune efectiva
contra el tumor (Black, Chen et al. 1992, Thaci, Ahmed et al. 2014).

Se ha demostrado que la toxina pertussis (PTx) tiene un efecto selectivo sobre la
poblacion de células Tregs, induciendo una notable reduccién en la frecuencia y
actividad inmunosupresora de linfocitos T CD4+CD25+ de bazo in vivo (Cassan,
Piaggio et al. 2006, Chen, Howard et al. 2007). Por otra parte, se ha demostrado que
el tratamiento con PTx inhibe la quimiotaxis de macréfagos in vitro (lineas celulares
RAW264 y WBC264-9C)(Backlund, Meade et al. 1985, Papaspyridonos, McNeill et al.
2008). En estudios recientes (Orozco-Morales, Sanchez-Garcia et al. 2012) se
demostré en un modelo subcutaneo de glioma, que ratas tratadas con PTx muestran
una reduccion tumoral de 77% comparadas con ratas sin tratar. Esta reduccion fue
asociada con la disminucion en el numero de linfocitos Tregs, tanto en bazo como en

tumor; asi como la disminucion en el numero de macrofagos infiltrantes del tumor.

PTx es una exotoxina secretada por Bordetella pertussis, el agente causal de la
tosferina, esta constituida por 5 subunidades (S1 a S5) conformada en un re-arreglo
A-B (Tamura, Nogimori et al. 1982). La subunidad A corresponde al dominio
enzimaticamente activo (S1), con actividad de ADP-ribosiltransferasa, catalizando la

ADP-ribosilacién de un residuo de cisteina en la subunidad a de las proteinas G
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triméricas, siendo las proteinas Gy, el unico sustrato para la PTx (Katada, Tamura et
al. 1983, Kurose, Katada et al. 1983). El oligbmero B esta constituido por
1S2:1S3:2S4:1S5 y corresponde al dominio de union de la toxina a receptores en las
células blanco (Burns 1988, Mangmool and Kurose 2011). Una vez que la PTx es
secretada por la bacteria, puede unirse a receptores celulares, mediante la region
amino terminal de la subunidad S2 y S3 del oligdmero B, e internalizarse en la célula
a través de endocitosis mediada por receptor. La unién de adenosin trifosfato (ATP) a
la PTx (Hazes, Boodhoo et al. 1996) desestabiliza el complejo A-B, generando la
liberacion de la subunidad S1(Hazes and Read 1997) en el reticulo endoplasmatico.
La reduccién del enlace disulfuro se lleva a cabo mediante la accién de las proteinas
disulfuro isomerasas, las cuales contribuyen a la liberacion de la subunidad S1(Burns
and Manclark 1986, Moss, Stanley et al. 1986).

El mecanismo de accion celular de la PTx se describe por (Garcia-Sainz 1981, Hazeki
and Ui 1981),demostrando que la accion de PTx puede ocurrir a nivel del
acoplamiento entre el receptor y la adenilato ciclasa; a través de su interaccidén con
receptores de membrana, modifica el mecanismo de acoplamiento involucrado en la

activacion 6 inhibicion de la adenilato ciclasa.

La principal actividad biolégica de la PTx es debido a la ADP-ribosilacion de la
subunidad a de las proteinas G, La PTx potencia la activacién de la adenilato ciclasa
dependiente de GTP, siendo el ATP y la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+)
factores esenciales para su accion(Katada and Ui 1982). Al unirse la toxina a la
célula, evita la interaccion de las proteinas G con los receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs, por sus siglas en inglés) (Burns 1988). La PTx utiliza NAD+
como un substrato donador de la ADP-ribosa al residuo de cisteina localizado en la
region carboxilo terminal de la subunidad a de las proteinas G triméricas (Bokoch,
Katada et al. 1983, Hsia, Tsai et al. 1985), catalizando el corte entre el atomo de
carbono de la ribosa y el atomo de nitrégeno de la nicotinamida y transfiriendo el
ADP-ribosil del NAD+ a una molécula aceptora de la proteina blanco (subunidad a de
las proteinas Gjj), lo cual evita la unidén a sus receptores acoplados a proteinas G, y

bloquea la cascada de transduccion de senales (Ui, Katada et al. 1984).
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Una vez que se lleva a cabo la ADP-ribosilacion de la subunidad a de las proteinas
Gio((Bokoch, Katada et al. 1983), se inhibe el intercambio de GDP-GTP; la subunidad
a es bloqueada en el estado inactivo (forma unidad a GDP), haciéndola incapaz de
inhibir a la adenilato ciclasa (AC), resultando en niveles incrementados de adenosin
monofosfato ciclico (CAMP). Esta acumulacion altera procesos metabdlicos celulares
y es la causa de la mayoria de los efectos patolégicos de la infeccion causada por

Bordetella pertussis (Houslay and Milligan 1997, Mangmool and Kurose 2011).

Otros efectos de PTx relacionados a la accion catalitica de la subunidad S1, son el
incremento en la secrecion de insulina en las células B pancreaticas (Katada and Ui
1980); en adipocitos, PTx tiene accion lipolitica causada por la ADP-ribosilacion
(Moreno, Mills et al. 1983). Su administracién in vivo, induce linfocitosis,
hiperinsulinemia e hipoglucemia, asi como modificacion en la sensibilizacion de
histamina (Clausen, Munoz et al. 1968, Munoz, Arai et al. 1981); también inhibe

migracion de neutrofilos y permeabilidad vascular (Brito, Souza et al. 1997).

Se han reportado otros efectos independientes de la ADP-ribosilacién de las
proteinas Gaij,, €stos se relacionan con el oligdbmero B, entre los cuales se incluyen:
la induccién de la accion mitogénica de las células T (Strnad and Carchman 1987); la
activacion de protein cinasas activadas por mitégenos (MAPK, por sus siglas en
inglés) y NF-k B (Melien, Sandnes et al. 2000, Li and Wong 2001, Wang, Yang et al.
2006); la activacion de Rac (Nishida, Suda et al. 2010); induce la maduracion de
células dendriticas de manera dependiente de TLR4 (Wang, Yang et al. 2006) e
inicia la transduccién de senales de los linfocitos T, a través de su asociaciéon con el

receptor de células T (Schneider, Weiss et al. 2007).

Numerosos efectos inmunoldgicos han sido atribuidos a la PTx y se ha utilizado por
décadas como un adyuvante para exacerbar la severidad de la encefalomielitis
alérgica experimental (EAE) en cepas permisibles y para forzar a las cepas
resistentes a ser permisibles para el desarrollo de la enfermedad (Linthicum 1982,
Munoz, Bernard et al. 1984). PTx es altamente inmunogénica (Nencioni, Pizza et al.
1991, Mascart, Verscheure et al. 2003), por lo que ha sido incluida en algunas

vacunas de forma quimica o genéticamente detoxificada (Garcia-Sainz, Romero-Avila
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et al. 1992, Tonon, Goriely et al. 2002). En el sistema inmune innato, PTx disminuye
la produccién de IL-6 e IL-10 por células cebadas (Mielcarek, Hornquist et al. 2001),
promueve la maduracion de las células APC, dirigiendo a una sobrerregulacion de
MHC clase Il o moléculas de co-estimulacion y estimula la produccion de IL-2 (He,
Gurunathan et al. 2000, Tonon, Goriely et al. 2002, Hou, Wu et al. 2003, Darabi,
Karulin et al. 2004).En el sistema inmune adaptativo, PTx incrementa ambas
respuestas Th1 y Th2 (Ryan, McCarthy et al. 1998, Shive, Hofstetter et al. 2000,
Hofstetter, Shive et al. 2002) e inhibe la migracion linfocitaria inducida por quimiocinas
(Cyster and Goodnow 1995, Alt, Laschinger et al. 2002). Clasicamente, el efecto
exacerbante de la PTx en EAE fue atribuido al aumento de la sensibilizacién a
histamina (Linthicum 1982, Linthicum and Frelinger 1982) y la permeabilizacion de la

barrera hematoencefalica (Bruckener, el Baya et al. 2003).

Las multiples propiedades inmunoldgicas de la PTx, asi como su efecto adyuvante en
la reduccion del volumen tumoral en un modelo subcutaneo de glioma, muestran que
PTx tiene una potencial aplicacién en el tratamiento de tumores cerebrales, siendo de
gran interés determinar el efecto citotoxico de la PTx en combinacion con la
quimioterapia actual asi como con otra alternativa inmunoterapéutica como es la
vacunacion en un modelo de glioma RG2., con la finalidad de generar una respuesta

inmune efectiva contra el tumor, asi como disminuir la inmunosupresién tumoral.
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JUSTIFICACION

Debido a que el glioma permanece refractario a las estrategias convencionales de
tratamiento, es de vital importancia buscar nuevas alternativas terapéuticas para
incrementar la sobrevida y mejorar la calidad de vida de los pacientes. La
inmunoterapia representa una alternativa atractiva para tratar este tipo de neoplasias,
siendo una terapia con menos efectos adversos y mayor selectividad. Dado el
reciente conocimiento del microambiente tumoral, el uso de la PTx como modulador
del sistema inmune y potenciador de la quimioterapia pudiera favorecer una
respuesta inmune antitumoral efectiva al evitar la inmunosupresién que se provoca en

el ambiente tumoral, asi como potenciar el efecto de quimioterapia.

HIPOTESIS

Si la PTx tiene un efecto modulador sobre el sistema inmune, regulando
subpoblaciones infiltrantes de tumor y ejerce un efecto citotdxico directo contra
células tumorales, entonces la combinacion de ésta con otras estrategias terapéuticas

producira una respuesta mas efectiva contra las células tumorales de glioma.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la PTx en combinacién con quimioterapia y vacunacion en el

modelo de glioma RG2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Determinar el efecto de la PTx in vitro en combinacién con temozolamida sobre
induccion de apoptosis, arresto del ciclo celular y autofagia en la linea celular de
glioma RG2.

2.-Determinar el efecto de la PTx en combinacion con temozolamida y vacunacion
con ceélulas completas tumorales radiadas sobre la supervivencia de ratas

implantadas con células de glioma RG2.

3.-Estudiar el efecto de la PTx en combinacién con vacunacién sobre las

subpoblaciones inmunoldgicas infiltrantes del tumor.

METODOLOGIA

Reactivos

Temozolamida (TMZ,  3,4-dihidro-3-metil-4-oxoimidazo  [5,1-d]-as-tetrazina-8-
carboxamida) fue adquirida de Sigma-Aldrich, y para los ensayos fue disuelta en
DMSO (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Naranja de acridina fue obtenida
de Polysciences (Warrington, PA, USA). Toxina pertussis (PTx) liofilizada fue
adquirida de Sigma Aldrich (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y fue disuelta

en solucidén salina.
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Cultivo celular

Las células de glioma RG2 derivadas de rata ( Tumor Grado V) fueron obtenidas de
la Colecciéon Americana de Cultivos y Tejidos (Rockville, MD, USA). Las células se
cultivaron en condiciones estériles a 37°C en una atmésfera himeda controlada con
CO; al 5% en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (GIBCO BRL, Grand
Island, NY, USA) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (GIBCO, BRL), 4 mM
de glutamina, 100 unidades/ml de penicilina, y 100 mg/ml de estreptomicina. Los
cultivos se monitorearon y cuando estuvieron a 85% de confluencia, se disgregaron

mediante tratamiento con tripsina, se realizé el conteo celular y posterior implante.

1.- Ensayos in vitro

Se sembraron 3x10° células RG2/ pozo en placas de 6 pozos pre-cubiertas con poli-
L-lisina (5 ug/ml), incubandolas toda la noche a 37°C. Se realizo el tratamiento con
DMSO (1 ul/ml) para el grupo control, TMZ (100 uM), PTx (20 ng/ml) en PBS 6
TMZ+PTx durante 48 h. Posteriormente las células se trataron con tripsina y
colectaron para detectar apoptosis (Anexina V/7AAD), autofagia (La cadena ligera 3
de la proteina asociada a microtubulos (LC3) y beclina-1) mediante
inmunofluorescencia y western blot, deteccion de vesiculas autofagicas y ciclo celular.

El numero de células viables fue determinado por exclusiéon del colorante azul tripano.

Para inhibir la autofagia, se utilizé 3-MA (3-metil adenina) (1.0 mM), un inhibidor de la
fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), la cual regula el proceso autofagico y participa en la
formacion del autofagosoma (Kabeya, Mizushima et al. 2000, Kim and Klionsky 2000).
El inhibidor se adicion6 24 hrs posteriores al tratamiento con DMSO (1 ul/ml) (grupo
control), TMZ (100 uM), PTx (20 y 200 ng/ml) 6 TMZ+PTXx, y transcurridas 48 hrs con
el inhibidor, se monitorearon las células mediante microscopia de luz y se realizé la

deteccién de LC3 por inmunofluorescencia.
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1.1.- Deteccion de apoptosis (Anexina V/7TAAD) por citometria de flujo

Posterior al tratamiento con TMZ, PTx y TMZ+PTx, las células se colectaron y
resuspendieron en PBS a una concentracion de 1x10° células /ml. Las suspensiones
celulares se incubaron con Anexina V (Kit para deteccién de apoptosis- Anexina V,
BD Pharmingen) y 7AAD (7-amino-actinomicina D, marcador de viabilidad) en 100 pl
de buffer de union, durante 15 minutos a temperatura ambiente en obscuridad,
posteriormente se adicionaron 400 ul de buffer de uniéon. Se evaluaron 10,000
eventos, mediante citometria de flujo (FACSCalibur instrument BD Biosciences) y se
analizaron los datos en el programa Cell QuestPro and Flow Jo ver. 7.6.1. Un grafico
de puntos de cuatro cuadrantes se utilizd para distinguir las células viables (Anexina
V-/TAAD-), células en apoptosis temprana (Anexina V+/7AAD-), células en
apoptosis tardia (Anexina V+/7AAD+), y células necréticas (Anexina V-/7AAD+). La
suma de apoptosis temprana y apoptosis tardia se presenté como apoptosis total
(Pietra, Mortarini et al. 2001).

1.2.- Deteccion de ciclo celular (yoduro de propidio) por citometria de flujo

La distribucion del ciclo celular fue determinado por citometria de flujo utilizando
tincion con yoduro de propidio (PI). Transcurridas 48 h de tratamiento con TMZ, PTx y
TMZ+PTX, las células se colectaron y resuspendieron en PBS a una concentracion de
1x10° células /ml. Se fijaron con etanol al 70% y se almacenaron a -20°C hasta su
analisis. Las células se lavaron con PBS, se centrifugaron y resuspendieron en buffer
de permeabilizacion (NaHPO,4 (0.2 M), acido acético (0.1 M)) e incubaron 30 minutos
a 37 °C. Posteriormente, se centrifugaron y resuspendieron en RNAsa (100 pg/ml) y
yoduro de propidio (25 ug/ml), incubandolas en obscuridad durante 30 minutos a
temperatura ambiente. El ciclo celular fue determinado mediante citometria de flujo
(FACSCalibur instrument BD Biosciences), realizando las mediciones a 488 nm,
evaluando 10,000 eventos. Los datos se analizaron utilizando el programa Cell

QuestPro and Flow Jo ver. 7.6.1.
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1.3.- Deteccion de LC3 y beclina-1, mediante inmunofluorescencia

LC3 es esencial durante la induccién de autofagia y esta asociada con la membrana
del autofagosoma (Kabeya, Mizushima et al. 2000, Munafo and Colombo 2001).
Transcurridas 48 h de tratamiento con TMZ, PTx y TMZ+PTx, las células se fijaron
con paraformaldehido (4%), se bloquearon con suero normal de cabra (3%), se
incubaron en BSA (1%)/suero normal de cabra (10%)/ glicina (0.3M) en PBS-Tween
(0.1%) durante 1 h para permeabilizar las células y bloquear interacciones no
especificas proteina-proteina. Las células se incubaron con el anticuerpo policlonal
cabra anti-LC3A/B 6 con el anticuerpo policlonal conejo anti-beclina 1 (abcam,
Cambridge, UK) durante 30 minutos. Posteriormente, se lavaron con PBS e incubaron
con el anticuerpo secundario IgG anti-cabra 6 IgG anti-conejo (abcam, Cambridge,
UK) durante 30 minutos en obscuridad, se lavaron con PBS y adicion6 el medio de
montaje. Las imagenes se obtuvieron en un microscopio Leica DMLS Galen lll (Leica

Microsystems, Inc., Wetzlar, Alemania).

1.4.- Deteccion de LC3 y beclina-1, mediante Western blot

Posterior al tratamiento con TMZ, PTx y TMZ+PTx, las células se lisaron con buffer
de lisis (Hepes (25 mM), Triton X-100 (1.5%), SDS (0.1%), NaCl (0.5 M), EDTA (5
mM), y desoxicolato de sodio (0.1 mM)) conteniendo inhibidores de proteasas. Los
extractos totales celulares se cuantificaron (Bio-Rad protein assay dye reagent),
cantidades iguales de proteinas de cada grupo se separaron mediante SDS-PAGE y
posteriormente se transfirieron a membranas de PVDF, las cuales se incubaron con
solucion de bloqueo (leche 5%) durante 1 h y posteriormente se incubaron con el
anticuerpo policlonal anti-LC3 a 4°C durante 16 h, las membranas se lavaron e
incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a HRP (peroxidasa de rabano)
durante 1 h a temperatura ambiente. Las proteinas inmunoreactivas fueron
detectadas usando un reactivo de quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico
chemiluminescence substrate; Pierce Biotechnology) y posteriormente fueron

expuestas a peliculas de rayos X (Fuji Film Corp).
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1.5.- Deteccion de vesiculas autofagicas (naranja de acridina) por citometria de
flujo

La autofagia es caracterizada por la formacién de vesiculas autofagicas (organelos
vesiculares acidicos- AVO’s). Para detectar y cuantificar los AVO's, se utilizé una
tincion con naranja de acridina, este agente lisosomotropico se mueve libremente a
través de las membranas biolégicas, donde esta sin carga; su forma protonada se
acumula en los compartimentos acidicos, donde forma agregados. Las células
tefiidas con naranja de acridina presentan fluorescencia verde brillante en el
citoplasma y una fluorescencia roja difusa en el nucleo, mientras que en los
compartimentos acidicos presentan una fluorescencia roja brillante. (Traganos and
Darzynkiewicz 1994, Dolan and Pegg 1997, Kanzawa, Bedwell et al. 2003). Se
pueden medir los cambios en la intensidad de fluorescencia roja, que es proporcional

al grado de acidez y/o el volumen del compartimento celular acidico.

Posterior al tratamiento con TMZ, PTx y TMZ+PTX, las células fueron colectadas en
medio RPMI 1640 sin rojo fenol (Sigma Aldrich), se resuspendieron en PBS a una
concentracion de 1x10° células /ml y se trataron con naranja de acridina (5 pg/ml), la
fluorescencia verde (FL-1) y roja (FL-3) del naranja de acridina fue medida mediante
citometria de flujo usando el programa CellQuest (Becton Dickinson, San José, CA,
USA). La suma de los cuadrantes superior izquierdo y superior derecho del grafico de
puntos fue utilizado para representar el porcentaje de autofagia. Los ensayos fueron

realizados por triplicado.

2.- Ensayos in vivo

Antes del implante intracraneal, las células de glioma RG2 fueron colectadas
mediante tratamiento con tripsina y resuspendidas en medio DMEM. La suspension

celular fue regularmente agitada para evitar sedimentaciéon y mantenida en esterilidad

a 4°C hasta su implantacion en el modelo animal.
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2.1.- Modelo Ortotdpico de Glioma

Para implantar las células de glioma RG2 se utilizaron ratas Fischer 344 (Bioinvert,
México, DF) (n = 28) de tres meses de edad, sexo masculino que fueron alimentadas
ad libitum. El procedimiento de implantacion de células se llevé a cabo basandose en
el método desarrollado por (Kobayashi, Allen et al. 1980). Cada animal fue
anestesiado (ketamina-xilacina via intraperitoneal) e inmovilizado en el aparato de
estereotaxia (Stoelting Co., Wood Dale, IL), posterior a la desinfeccion e incision de la
piel de la cabeza, se realizé una pequena perforacion en el craneo (2 mm lateral y 2
mm por delante del bregma, en el lado derecho del craneo). Se inocularon 1x10%/ml
células de glioma RG2 resuspendidas en 10 pyl de medio de cultivo DMEM, se
inyectaron a una profundidad de 3 mm a una velocidad de 2 pl/min utilizando una
jeringa de vidrio de 25 ul (Hamilton, Reno, NV). Un tiempo de espera de 2 minutos fue

seguido después de la inyeccion.

2.2.- Tratamiento con toxina pertussis y temozolamida

Posterior a la inoculacion, los animales fueron divididos en cuatro grupos de acuerdo
al tratamiento: grupo 1-ratas sin tratamiento, con PBS (control); grupo 2-ratas tratadas
con TMZ (10 mg/Kg en 200 ul de jugo de manzana por via oral durante 5 dias); grupo
3-ratas tratadas con la toxina pertussis (PTx) (se administra por via intraperitoneal a
una concentracion de 2 ug (2 dias post-implante) y 1 ug (4 dias post-implante)
disuelta en PBS); grupo 4-ratas tratadas con la combinacién PTx+ TMZ,
administradas de acuerdo a la descripcion anterior. Cada grupo estaba constituido por
7 ratas. Se sacrificaron 20 dias posteriores al implante, de acuerdo a la guia del
Instituto Nacional de Neurologia para el uso compasional de animales de laboratorio.
Todos los experimentos fueron revisados y aprobados por el Comité de Cuidado

Animal del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia de México)
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2.3.- Tratamiento con toxina pertussis y vacunacién con células RG2 irradiadas

Se evaluo el tratamiento con PTx, asi como la vacunacion con antigenos tumorales
irradiados para inducir una respuesta inmune antitumoral. Se utilizaron 7 ratas Fischer
para cada tratamiento, los grupos utilizados fueron los siguientes: grupo 1-ratas con
tumor sin tratamiento (control); grupo 2-ratas con tumor tratadas con PTx; grupo 3-
ratas con tumor vacunadas con células RG2 irradiadas; grupo 4-ratas con tumor
tratadas con PTx y vacunadas con células RG2 irradiadas. La toxina se administré
por via intraperitoneal a una concentracién de 2 ug (2 dias post-implante) y 1ug (4
dias post-implante) disuelto en solucién salina. Para la vacunacién, las células RG2
fueron irradiadas a 50 Gy, se administraron por via subcutanea 2.5 x 10° células
irradiadas, resuspendidas en 500 ul de PBS al dia 2 y 4 post-implante. Las ratas

control recibieron PBS con el mismo esquema.

2.4.- Cuantificacion de las distintas subpoblaciones celulares presentes en el
tumor, sangre y bazo

Se realizé inmunofluorescencia directa usando anticuerpos monoclonales anti-CD4-
PE, anti-CD8-PE, anti-CD25-APC y anti-FoxP3-FITC, para determinar el porcentaje
de células CD4+, CD8+, CD4+/CD25+/FoxP3 en el tumor. Se colocaron 30 ul de
homogenado de tumor e incubaron con 5 pyL de su correspondiente anticuerpo
monoclonal (dilucién 1:100) durante 30 minutos. Posteriormente 200 uL de solucion
de permeabilizacion se adicion6 a las células e incub6 por 10 min., se lavaron y
posteriormente incubaron con anti-FoxP3-FITC durante 30 min, se lavaron vy fijaron
con paraformaldehido al 1%/PBS para examinarlas con citometria de flujo

(FACSCalibur, BD Biosciences) usando el Programa CellQuest Pro (BD Bioscience).
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2.5.- Determinacién de sobrevida

De acuerdo a lo descrito se realizé el implante del tumor en ratas Fischer, las cuales
se dividieron en los grupos anteriormente indicados, monitoreando periédicamente la
evolucion del tumor mediante resonancia magnética 1.5 T (General Electric, modelo
Signa Excite HDxt 1.5 T). Para determinar sobrevida, se registro el dia en que las
ratas murieron y posteriormente se realizé el analisis de supervivencia de Kaplan-

Meier.

Analisis estadistico

Con fines descriptivos, se utilizé la media aritmética y desviacion estandar (DE). Los
grupos se compararon usando analisis de Varianza (ANOVA) y post-hoc (Tukey); un
valor de p<0.05 es definido como significativo. Todos los analisis estadisticos se
realizaron con el paquete estadistico SPSS ver 18 y Kaplan Meier para sobrevida
(SPSS 18.0 para Windows; SPSS Inc., Chicago IL).
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RESULTADOS

Viabilidad celular e induccidon de apoptosis en la linea celular de glioma RG2

Se evaluo el efecto citotoxico de TMZ, PTx 6 TMZ+ PTx en la linea celular de glioma
RG2 mediante Anexina V/ 7AAD por citometria de flujo. En la Figura 1a se observan
los graficos de puntos representativos de las células tratadas con los diferentes
tratamientos. Después de 48 h de tratamiento, se observa una significativa
disminucion en la viabilidad celular en el grupo tratado con TMZ (82.2+/-0.91), PTx
(83.1+/- 0.06) y TMZ+PTx (80.2+/- 0.65) comparado con el grupo control (96.2+/-0.55)
(p<0.001) (Figura 1bl). Se analiz6 el grado de apoptosis temprana y tardia en las
células de glioma inducidas con TMZ, PTx y TMZ+PTx. Se observa un incremento en
el porcentaje de células en apoptosis temprana posterior al tratamiento con TMZ
(14.2+/- 1.05), PTx (12.9+4/- 0.03) y TMZ+PTx (13.6+/- 0.95) en comparacion con el
grupo control (2.8+/- 0.15) (p<0.001) (Figura 1b2). Respecto a la apoptosis tardia
inducida por los tratamientos, se observan diferencias significativas en TMZ (3.2+/-
0.21), PTx (3.2+/-0.32) y TMZ+ PTx (5.5+/- 1.11) en comparacion con el grupo control
(0.81+/- 0.44) (p=0.007 y p<0.001) (Figura 1b3). No se encontraron diferencias entre
los grupos en el porcentaje de células necréticas (p=0.795) (Figura 1b4), indicando

que la citotoxicidad de TMZ 6 PTx no es debida a induccion de necrosis.
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Figura 1. Efecto de PTx y TMZ sobre la induccion de apoptosis en células de glioma
RG2. Las células tumorales fueron sembradas a una concentracion de 3x10°
células/pozo e incubadas durante toda la noche a 37°C. Transcurridas 48 h de
tratamiento con PTx (20 ng/ml) y TMZ (100 pM), las células fueron colectadas y se
determind el numero de células viables, células apoptéticas y necroticas mediante
citometria de flujo. Los resultados mostrados corresponden a 3 experimentos
independientes realizados por triplicado. a) representa el grafico de puntos de la
induccion de apoptosis en células de glioma RG2 tratadas con TMZ, PTx y TMZ+PTx.
b1) % de células viables, b2) % de células en apoptosis temprana, b3) % de células
en apoptosis tardia, b4) % de células necroticas.
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Efecto de PTx, TMZ y PTx+TMZ en el ciclo celular

Para determinar si el tratamiento con PTx, TMZ y PTx+TMZ induce arresto en el ciclo
celular en las células de glioma RG2, se llevé a cabo un analisis fluorocitométrico del
ADN. En la Figura 2, se observa que el tratamiento con los diferentes compuestos no

muestra cambios significativos en el ciclo celular en las células de glioma RG2.
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Figura 2. Efecto de PTx y TMZ sobre las fases del ciclo celular en células de glioma
RG2. Las células fueron tratadas con PTx, TMZ y PTx+TMZ durante 3 dias,
colectadas, tefiidas con yoduro de propidio (Pl) y analizadas en el FACSCalibur. El
porcentaje de células en diferentes fases del ciclo celular fueron determinadas
utilizando el Programa Flow Jo ver. 7.6.1. Los resultados mostrados corresponden a 3

experimentos independientes realizados por triplicado.
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Induccion de autofagia en las células de glioma RG2 tratadas con PTx, TMZ y
PTx+TMZ

Evaluamos si el tratamiento con PTx induce autofagia ¢ si la combinacion de PTx +
TMZ potencia el efecto autofagico inducido por el tratamiento con TMZ. Posterior a la
exposicion de TMZ (100 uM), PTx (20ng/ml ),y PTx+TMZ durante 72 h, las células
RG2 fueron tefiidas con el anticuerpo anti-LC3 (Figura 3a) 6 con el anticuerpo anti-
beclina-1 (Figura 3b), analizando los cambios morfolégicos por microscopia de
fluorescencia. Se observa un incremento en la intensidad de fluorescencia en las
células sometidas a los diferentes tratamientos, que corresponden a vesiculas
autofagicas (Figuras 3a y 3b). La expresién de LC3 | y Il se determind mediante
Western blot (Figura 3c), observando un incremento en la expresion de LC3 Il en las
células de RG2 tratadas con PTx, TMZ y el efecto se ve potenciado en la

combinacion PTx+TMZ.
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Figura 3
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Figura 3. Induccion de autofagia por TMZ, PTx y TMZ+PTx en células de glioma
RG2. Las células fueron cultivadas y tratadas con TMZ(100 uM), PTx (20ng/ml ),y
PTx+TMZ durante 72 hrs, las células de RG2 se tifieron con el anticuerpo policlonal
cabra anti-LC3A/B (a) 6 el anticuerpo policlonal conejo anti-beclina- 1 (b), siendo
examinadas por microscopia de fluorescencia. En (c) se muestra mediante analisis de
Western blot, la expresion de LC3 | y Il en células de glioma RG2 sometidas a
tratamiento con TMZ, PTxy TMZ+PTx.
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Desarrollo de organelos vesiculares acidicos (AVO’s) en células de glioma RG2
tratadas con PTx, TMZ y PTx+TMZ

Para identificar y cuantificar el desarrollo de AVO’s, que son caracteristicos de
autofagia, utilizamos naranja de acridina, llevando a cabo un analisis
fluorocitométrico. Se observa en la Figura 4a que el tratamiento con TMZ, PTx y
PTx+TMZ induce en células de glioma RG2 un incremento en la intensidad de
fluorescencia roja (eje Y) de 5.34, 11.60 y 31.19%, respectivamente, indicando el
desarrollo de AVO’s después de 48 hrs. de tratamiento. Se represent6 en un grafico
el porcentaje de inducciéon de AVO’'s + DE (Desviacion Estandar) (Figura 4b). Se
realizaron tres experimentos independientes realizados por triplicado, observando una

tendencia similar siendo el efecto estadisticamente significativo (p<0.05).
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Figura 4
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Figura 4. Desarrollo de AVO'’s en células de glioma RG2 tratadas con PTx, TMZ y
PTx+TMZ. Deteccion de fluorescencia verde y roja en células tefiidas con naranja de
acridina utilizando analisis FACS (a). FL1-H indica la intensidad de color en verde,
mientras que FL3-H indica la intensidad de color en rojo. (b) El grafico muestra el
porcentaje de induccidén de AVO's + DE. Los datos mostrados son representativos de

tres experimentos independientes realizados por triplicado.
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Cambios morfoldgicos e induccién de autofagia en células de glioma RG2

Las células de glioma RG2 sometidas al tratamiento con PTx (20 ng/ml, 200 ng/ml),
TMZ (100 pM) y PTx+TMZ se monitorearon por microscopia de campo claro, después
de 24, 48 y 72 h de tratamiento. Transcurridas 24 h de tratamiento (Figura 5a),
algunas células mostraron vacuolas, las cuales son observadas principalmente en los
grupos tratados con PTx y su combinacion con TMZ. A las 48 h y 72 h post-
tratamiento (Figura 5b y 5c) se observa un incremento el numero de células con
vesiculas autofagicas. Cuando se adicioné el inhibidor de autofagia 3-MA (3-metil
adenina, 1 mM), en los grupos tratados con PTx y TMZ, se observa una disminucion
en el numero de las vesiculas autofagicas, asi como el numero de células viables.
Transcurridas 72 h, las células fueron tefiidas con el anticuerpo anti-LC3 (Figura 6)
observando que con los tratamientos PTx, TMZ y la combinacion PTx+TMZ se
detecta LC3, siendo indicativo de que las células de glioma se encuentran en un
proceso autofagico; al adicionar el inhibidor 3-MA, la deteccion de LC3 se ve

disminuida.
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(C) 72 Hrs
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Figura 5. Monitoreo del dafio celular inducido por TMZ, PTx y TMZ+PTx a las 24 h
posteriores al tratamiento (a), 48 h con y sin 3-MA (b) y 72 h con y sin 3MA (c). Las
imagenes fueron tomadas mediante microscopia de campo claro y fluorescencia, a

las 72 h post-tratamiento. El 3-MA fue utilizado para inhibir la autofagia.
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Figura 6. Monitoreo del dano celular inducido por TMZ, PTx y TMZ+PTx a las 72 h

posteriores al tratamiento con y sin 3-MA. El nucleo fue contratefido con yoduro de
propidio (rojo) y el anticuerpo LC3 fue utilizado para detectar las células que tienen
expresion de LC3 después del tratamiento. EI 3-MA fue utilizado para inhibir la

autofagia.
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Sobrevida de las ratas implantadas con células de glioma RG2 y sometidas a
los tratamientos con PTx, TMZy PTx+TMZ

Se determind si el tratamiento con PTx, TMZ y PTx+TMZ incrementa la supervivencia
de ratas implantadas con células de glioma RG2. Se realiz6 el analisis de sobrevida
de Kaplan—Meier de las ratas con glioma intracerebral sometidas a los tratamientos
descritos. El periodo de sobrevida media para el grupo control se determind 21 dias
post-implante (Figura 7). Las ratas sometidas al tratamiento con TMZ (25 dias,
p=0.05) y PTx (28 dias, p=0.048) muestran incremento en el periodo de sobrevida,
presentando un mayor efecto el grupo PTx+TMZ (31 dias, p=0.014). Los resultados
sugieren que la combinacion PTx+TMZ presenta mayor incremento en la sobrevida

de las ratas con implante de glioma RG2.
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Figura 7. Analisis de supervivencia de Kaplan—Meier de ratas con glioma
intracerebral. Administracién sistémica (via intraperitoneal) de PTx (2 ug al dia O y
1ug al dia 2), la TMZ se administré via oral (10mg/Kg) durante 5 dias. Curvas de
sobrevida y el andlisis de Kaplan-Meier de ratas implantadas con células RG2 (1x10°
células/rata) y tratadas con TMZ, PTx y TMZ+PTx. Se utilizaron 7 ratas por grupo de

tratamiento.
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Sobrevida de las ratas implantadas con células de glioma RG2 y sometidas a
los tratamientos con PTx, vacunacion y PTx+vacunacion

Se realizd el analisis de sobrevida de Kaplan—Meier de las ratas con glioma
intracerebral sometidas a tratamiento con PTx, vacunacion con células de glioma
RG2 irradiadas y la combinacion PTx + vacunacion. En la Figura 8 se observa que la
sobrevida media para el grupo control es de 21 dias post-implante. El periodo de
sobrevida incrementa en las ratas sometidas al tratamiento con PTx (27 dias,
p=0.017), y con vacunacion (30 dias, p=0.003); sin embargo, el grupo PTx+
vacunacion (24 dias, p=0.272) no mejora la supervivencia, sugiriendo que solo los
tratamientos individuales presentan un incremento en la sobrevida de las ratas con

implante de glioma RG2.
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Figura 8. Analisis de supervivencia de Kaplan—Meier de ratas con glioma
intracerebral. Administracién sistémica (via intraperitoneal) de PTx (2 ug al dia O y
1ug al dia 2), la vacunacion se realizd via subcutanea con 2.5x10° células RG2
irradiadas con 50Gy. Curvas de sobrevida y el analisis de Kaplan-Meier de ratas
implantadas con células RG2 (1x10° células/rata) y tratadas con PTx, Vac y PTx+Vac.

Se utilizaron 7 ratas por grupo de tratamiento.
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Monitoreo del Crecimiento Tumoral

Se monitoreo el crecimiento tumoral de las ratas implantadas con células de glioma
RG2 intracerebral, sometidas a los tratamientos de PTx, Vac y PTx+Vac. En la Figura
9 se observa que el volumen tumoral correlaciona con la sobrevida, mostrando una
disminucién en el tamafo del tumor en las ratas tratadas con PTx asi como las de

vacunacion.

Figura 9

Control

Figura 9. Monitoreo del crecimiento tumoral. Ratas Fisher implantadas con 1x10%/ml
células de glioma RG2 intracerebral, tratadas con PTx, Vac y PTx+Vac fueron

monitoreadas mediante Resonancia Magnética Nuclear.
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Cuantificacién de las distintas subpoblaciones celulares presentes en sangre

Para determinar si los tratamientos PTx, Vac y PTx+Vac tienen efecto sobre la
respuesta inmune anti- y pro-tumoral en las ratas implantadas con células de glioma
RG2 intracerebral, se cuantificaron las subpoblaciones de células inmunoldgicas
presentes en sangre. Se muestran analisis de las subpoblaciones de linfocitos Tregs
(CD4+CD25+FoxP3+), macréfagos (CD68+), células NK (CD56+), linfocitos T CD4+,
linfocitos T CD8+ y células MDSC (CD11bc+His48+) en sangre de las ratas
sometidas a los tratamientos descritos. En la Figura 10 (a y b) se observa que el
tratamiento con PTx incrementa el numero de macréfagos y de células MDSC,
ademas se presenta una disminucién en el numero de linfocitos Tregs, ésta
disminucion también se observa en los tratamientos Vac y PTx+Vac. En el
tratamiento con vacunacion no se aprecian cambios en las otras subpoblaciones
inmunoldgicas, mientras que el tratamiento con PTx+Vac muestra un incremento en

las células NK.

Figura 10
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Figura 10. Estudio comparativo de la caracterizacion de linfocitos T CD4+, linfocitos T
CD8+, células NK, células MDSC vy linfocitos Tregs en sangre periférica. Se realizo el
analisis por citrometria de flujo de linfocitos Tregs (CD4+CD25+FoxP3+), macréfagos
(CD68+),células NK (CD56+), linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y células MDSC
(CD11bc+His48+) en sangre de ratas ontrol y tratadas con PTx, Vac y PTx+Vac. Los
resultados se expresan como la media +/- DE. Se utilizaron 7 ratas por grupo de

tratamiento.
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Cuantificacion de las distintas subpoblaciones celulares presentes en bazo

Se realizé el estudio comparativo de la caracterizacién de linfocitos T CD4+, linfocitos
T CD8+, células NK, células MDSC vy linfocitos Tregs en bazo, para determinar si los
tratamientos PTx, Vac y PTx+Vac tiene efecto sobre la respuesta inmune anti- y pro-
tumoral en las ratas implantadas con células de glioma RG2 intracerebral. En la
Figura 11 (ay b) se observa que el tratamiento con PTx induce una disminucion en el
nuamero de linfocitos Tregs y un incremento en las células MDSC. En el tratamiento
con vacunacidn se observa una disminucion en el numero de linfocitos Tregs,
mientras que no se aprecian cambios en las otras subpoblaciones inmunolégicas. En
el grupo PTx+Vac se observa una disminucién en el numero de linfocitos T CD4+ y de

linfocitos Tregs, asi como un incremento en la subpoblacion de células MDSC.

Figura 11
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Figura 11. Estudio comparativo de la caracterizacion linfocitos T CD4+, linfocitos T
CD8+, células NK, células MDSC vy linfocitos Tregs en bazo. Se realizé el analisis por
citrometria de flujo de linfocitos Tregs (CD4+CD25+FoxP3+), macréfagos
(CD68+),células NK (CD56+), linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y células MDSC
(CD11bc+His48+) en bazo de ratas Control y tratadas con PTx, Vac y PTx+Vac. Los
resultados se expresan como la media +/- DE. Se utilizaron 7 ratas por grupo de
tratamiento.
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Cuantificacién de las distintas subpoblaciones celulares presentes en tumor

Para determinar si los tratamientos PTx, Vac y PTx+Vac tiene efecto sobre el
infiltrado inmune tumoral en las ratas implantadas con células de glioma RG2
intracerebral. Se muestran analisis de las subpoblaciones de linfocitos Tregs
(CD4+CD25+FoxP3+), macréfagos (CD68+), células NK (CD56+), linfocitos T CD4+,
linfocitos T CD8+ y células MDSC (CD11bc+His48+) presentes en el tumor de las
ratas sometidas a los tratamientos descritos. En la Figura 12 (a 'y b) se observa que
en el tratamiento con PTx hay una disminucion de linfocitos Tregs y de células MDSC,
mientras que incrementa el numero de linfocitos T CD8+ y células NK. En el
tratamiento de vacunacion se observa una disminucion en el numero de células
MDSC, mientras que se observa un incremento en los macréfagos y las células NK.
En el grupo PTx+Vac se observa un incremento en los macrofagos y una disminucion

en el numero de linfocitos Tregs y células MDSC.

Figura 12
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Figura 12. Estudio comparativo de la caracterizacion del infiltrado inmune tumoral de
linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, células NK, MDSC vy linfocitos Tregs. Se realizd
el analisis por citrometria de flujo de linfocitos Tregs (CD4+CD25+FoxP3+),
macrofagos (CD68+), células NK (CD56+), linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y
células MDSC (CD11bc+His48+) en tumor de ratas Control y tratadas con PTx, Vac y
PTx+Vac. Los resultados se expresan como la media +/- DE. Se utilizaron 7 ratas por

grupo de tratamiento.
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DISCUSION

A pesar de las multiples modalidades de tratamiento para los gliomas, el prondstico
continua siendo desfavorable. Actualmente, la TMZ es considerada el farmaco mas
efectivo en el tratamiento del GBM; sin embargo, su efectividad es limitada
frecuentemente por la recurrencia tumoral y la quimioresistencia a la TMZ. Debido a
la insatisfactoria respuesta del tratamiento convencional contra el GBM, evaluamos el

tratamiento con PTx 6 en combinacion con el agente alquilante, TMZ.

Los resultados muestran que la viabilidad de las células RG2 disminuy6 en los grupos
tratados con TMZ , PTx y en la combinacién de tratamiento TMZ+PTx. Cuando se
analizé la induccion de apoptosis, se observa un 20% de células apoptéticas en el
grupo tratado con TMZ y PTx. Por otra parte, no se encontraron cambios en el ciclo
celular con los diferentes tratamientos. Estos datos correlacionan con los reportados
por (Sato, Kurose et al. 2009), donde no observan cambios significativos tanto en
apoptosis como en ciclo celular en la linea de glioma T98G tratadas con TMZ.
Similarmente, (Carmo, Carvalheiro et al. 2011) encontraron que la expresion de LC3,
una proteina del proceso autofagico, estaba incrementada y soélo un reducido
porcentaje de células se encontraban en apoptosis en células de glioma U-118
tratadas con TMZ. Controversialmente, (Hirose, Berger et al. 2001) reportan que
células de glioma tratadas con TMZ, muestran arresto en el ciclo celular en G2/M y
bajo nivel de apoptosis. Otros estudios han propuesto que la induccion del arresto en
G2/M en células de glioma ocurre de manera dosis dependiente (Kanzawa, Germano
et al. 2004). La hipermetilacién del promotor de MGMT reduce la habilidad de la TMZ
para inducir apoptosis. De manera similar, nosotros previamente reportamos que el
tratamiento de PTx es capaz de disminuir la viabilidad celular e inducir apoptosis en el

modelo de glioma C6 (Orozco-Morales, Sanchez-Garcia et al. 2012).

Debido al bajo nivel de induccion de apoptosis, determinamos la induccion de
autofagia en las células de glioma RG2 tratadas con TMZ y PTx; ademas, analizamos
los niveles de expresion de LC3 |, I, Beclina-1 y la formaciéon de AVO’s después del

tratamiento con 3-MA. Nosotros encontramos que el tratamiento con TMZ y PTx
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inducen autofagia, caracterizada por altos niveles de la proteina autofagica, beclina-1,
asi como el incremento en la expresiéon de LC3-ll. Notablemente, este efecto fue
incrementado con la combinacion de tratamientos TMZ+PTx. Ademas, con el
tratamiento con el inhibidor de autofagia 3-MA (3-metil adenina) , encontramos una
disminucion en el numero de vesiculas autofagicas y la formacion del autofagosoma,
en los grupos tratados con TMZ, PTx, TMZ+PTx. Aun no ha sido elucidado
completamente el mecanismo de accion de TMZ asi como las vias de escape de las
células de glioma a la muerte celular. Sin embargo, se ha propuesto que la TMZ es
capaz de inducir autofagia, y dependiendo del contexto celular, puede promover la
supervivencia ¢ inducir la muerte celular (Kanzawa, Bedwell et al. 2003, Thorburn
2008). En el contexto de los tumores cerebrales, niveles citoplasmicos de la proteina
beclina-1 y el mMRNA estaban disminuidos en comparacion con el astrocitoma de bajo
grado y tejido cerebral normal (Miracco, Cosci et al. 2007). Adicionalmente, altos
niveles citoplasmicos de beclina-1 han mostrado una correlacion positiva con la
supervivencia de los pacientes, mientras que bajos niveles de expresion
correlacionan con un incremento en la proliferacion celular y disminucion de la
apoptosis. Se han descrito, bajos niveles de las proteinas beclina-1 y LC3B-II en
gliomas de alto grado, sugiriendo que una disminuida actividad autofagica puede

contribuir en la progresion de los tumores astrociticos (Huang, Bai et al. 2010).

Los estudios in vivo se realizaron para determinar si los tratamientos con TMZ, PTx 6
TMZ+PTx podrian incrementar la supervivencia de la ratas implantadas con células
de glioma RG2. Los resultados muestran un incremento significativo en la
supervivencia con los diferentes tratamientos; sin embargo, la combinacién de
tratamientos TMZ+PTx mostré un mayor incremento comparado con los tratamientos
individuales. Por otra parte, diversos estudios demuestran que la vacunaciéon con
antigenos tumorales incrementa la respuesta inmune (Mahaley, Bigner et al. 1983,
Sampson, Archer et al. 1996, lwadate, Yamaura et al. 2003, Reardon, Wucherpfennig
et al. 2013). Se evalud si la vacunaciéon con células de glioma irradiadas en
combinacion con PTx podria incrementar la sobrevida, observando un incremento
significativo en la sobrevida soélo en los tratamientos individuales (PTx y vacunacion),

mientras que la combinacién de PTx con vacunacion no mostro resultados favorables.
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Se ha reportado que la toxina pertussis tiene un efecto selectivo inhibiendo a los
linfocitos Tregs (Cassan, Piaggio et al. 2006, Chen, Howard et al. 2007), lo cual
también es observado en la combinacién de tratamientos, sin embargo consideramos
que la combinacién no resulta efectiva debido a que la PTx podria inhibir migracién
linfocitaria de manera inespecifica. Al evaluar las poblaciones infiltrantes de tumor, se
observo que el tratamiento con PTx incrementa el numero de linfocitos T CD8+ vy
células NK, mientras que disminuye el numero de linfocitos Tregs y células MDSC;
mientras que la vacunacién disminuye las células MDSC e incrementa macrofagos

infiltrantes de tumor y células NK.

Nuestro grupo, previamente demostré que PTx reduce hasta en un 77% el volumen
tumoral en un modelo subcutaneo de glioma. Ademas, induce de manera selectiva la
apoptosis de los linfocitos Tregs y disminuye el numero de macrofagos infiltrantes de
tumor (Orozco-Morales, Sanchez-Garcia et al. 2012). Grandes cantidades de
linfocitos Tregs estan presentes en sangre de pacientes de una variedad de
neoplasias, estas células tienen un importante papel en suprimir la inmunidad
antitumoral (Woo, Chu et al. 2001, Liyanage, Moore et al. 2002, Ichihara, Kono et al.
2003, Curiel, Coukos et al. 2004). Se ha descrito que pacientes con glioma maligno
tiene un incremento en la poblacion de linfocitos Tregs en sangre periférica y en el
tumor, tal incremento de los linfocitos Tregs en sangre periférica correlaciona con
alterada respuesta proliferativa de los linfocitos T y la induccién de una respuesta Th2
(Fecci, Mitchell et al. 2006). Debido a la relevante participacion de los linfocitos Tregs
en la respuesta inmune, su modulacién podria mejorar la respuesta inmune contra las

células de glioma.

Es posible que el efecto dual de PTx sobre la modulacion de la respuesta inmune y la
induccion de autofagia produzca un incremento en la sobrevida de ratas implantadas
intracranealmente con células de glioma RG2. Nosotros atribuimos este efecto a la
modulacién producida por PTx, ademas del efecto citotéxico y autofagia inducido por
TMZ. Adicionalmente, PTx ejerce efectos pleiotropicos sobre el sistema inmune, y
tiene un papel importante en la activacion del receptor tipo Toll 4 (TLR4).

Recientemente, se ha mostrado que el TLR4 actua como un sensor ambiental para la
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autofagia, datos recientes han revelado que la regulacién de TLR4 en lineas celulares
de glioma tiene un importante papel en la respuesta autofagica, progresion tumoral y
quimioresistencia(Waltz, Carchman et al. 2011, Tewari, Choudhury et al. 2012). Es
posible que PTx cause autofagia irreversible activando la muerte celular por TLR4,
incrementando la eficacia de la TMZ (Ogier-Denis and Codogno 2003, Marino and
Lopez-Otin 2004). Ademas, PTx es frecuentemente usada en estudios inmunolégicos
para potenciar enfermedades autoinmunes en modelos animales experimentales
(Locht, Coutte et al. 2011). PTx induce permeabilidad de |la barrera hematoencefalica
a través de las vias PKC y PI3 cinasa (Bruckener, el Baya et al. 2003). Es posible que
los multiples efectos de PTx sobre el sistema inmune, induccion de autofagia y
permeabilizacion de la barrera hematoencefalica, tiene como consecuencia un

incremento de la cantidad de TMZ en el tumor cerebral.

El presente trabajo demostré que la PTx ejerce diversos efectos moduladores del
sistema inmune. El esquema de administracion aqui reportado favorece la
modulacion local del microambiente tumoral. Dada la alta posibilidad de inducir la
formacion de anticuerpos neutralizantes en pacientes vacunados previamente con
PTx, al utilizar un esquema de tratamiento multidosis; el esquema aqui propuesto
presenta la ventaja de producir efectos duales de la PTx sobre la induccién de
autofagia y modulacion del sistema inmune con solo dos administraciones. Por lo que
existiria una remota posibilidad de bloqueo de la PTx por anticuerpos neutralizantes,
ya que se requieren 28 dias para tener titulos detectables de anticuerpos
neutralizantes en personas previamente vacunadas que recibieron refuerzos de la
vacuna acelular de PTx (Rieber, Graf et al. 2008).Existe la posibilidad de mejorar el
esquema de tratamiento aqui planteado, aumentando una dosificacion local
(intratumoral) (Debinski and Tatter 2009); sin embargo, se requieren mayores

estudios para explorar esta posibilidad.
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CONCLUSIONES

*El tratamiento con la toxina pertussis induce apoptosis alrededor del 16% en la linea
celular de glioma RGZ2, induce autofagia in vitro e incrementa la supervivencia en un

modelo de glioma RG2.

*El tratamiento concomitante de PTx con TMZ incrementa la induccién de autofagia y
presenta un mayor incremento en la sobrevida en comparacion con los tratamientos

individuales.

*El tratamiento PTx y vacunacidén muestran un incremento en la sobrevida; sin

embargo, la combinacion no resulta efectiva.

*La toxina pertussis incrementa el numero de linfocitos T CD8+ y células NK, mientras
que disminuye el numero de linfocitos Tregs y células MDSC en el tumor. La
vacunacion con células tumorales irradiadas disminuye las células MDSC e

incrementa las células NK en el tumor.

Debido al efecto dual de la toxina pertussis sobre la modulacion de la respuesta
inmune y la induccién de autofagia, ésta podria ser una alternativa terapéutica en el

tratamiento de tumores cerebrales.
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PERSPECTIVAS

*Evaluar la citotoxicidad de la PTx detoxificada en el modelo de glioma RG2.

*Evaluar la PTx en combinacién con otros esquemas de tratamiento, tales como
radioterapia o utilizando anticuerpos monoclonales, asi como otras vias de

administracion.

*Incrementar la citotoxicidad inducida por PTx y TMZ mediante la inhibicion de

autofagia.
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Abstract

Purpose Glioblastoma multiforme is the most frequent
primary brain tumor, it has poor prognosis, and it remains
refractory to current treatment. The success of temozo-
lomide (TMZ) appears to be limited by the occurrence of
chemoresistance. Recently, we report the use of pertussis
toxin as adjuvant immunotherapy in a C6 glioma model;
showing a decrease in tumoral size, it induced selective cell
death in Treg cells, and it elicited less infiltration of tumoral
macrophages. Here, we evaluated the cytotoxic effect of
pertussis toxin in combination with TMZ for glioma treat-
ment, both in vitro and in vivo RG2 glioma model.
Methods We determined cell viability, cell cycle, apop-
tosis, and autophagy on treated RG2 cells through flow
cytometry, immunofluorescence, and Western blot assays.
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Twenty-eight rats were divided in four groups (n = 7) for
each treatment. After intracranial implantation of RG2
cells, animals were treated with TMZ (10 mg/Kg/200 wl
of apple juice), PTx (2 g/200 wl of saline solution), and
TMZ + PTx. Animals without treatment were considered
as control.

Results We found an induction of apoptosis in around
20 % of RG2 cells, in both single treatments and in
their combination. Also, we determined the presence of
autophagy vesicles, without any modifications in the cell
cycle in the TMZ — PTx-treated groups. The survival analy-
ses showed an increase due to individual treatments; while
in the group treated with the combination TMZ — PTX, this
effect was enhanced.

Conclusion We show that the concomitant use of per-
tussis toxin plus TMZ could represent an advantage to
improve the glioma treatment.

Keywords Pertussis toxin - Glioblastoma multiforme -
RG2 glioma - Survival - Temozolomide

Introduction

Cancer is the most common cause of death in many coun-
tries. Worldwide, central nervous system (CNS) tumors
are an important cause of morbidity and mortality. It was
estimated that approximately 30 % of all primary and
80 % of all malignant brain tumors are accounted for by
the broad category of gliomas, while 54 % of all malig-
nant brain tumors are glioblastoma multiforme (GBM)
and they occur at a rate of 3.2 per 100,000 person per year
(National Cancer Institute 2011; Deorah et al. 2006). At
the Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia of
Mexico, GBM represents 9 % of all brain tumors and the
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45.7 % of primary gliomas (Velasquez-Perez and Jimenez-
Marcial 2003; Lopez-Gonzalez and Sotelo 2000). GBM
comprises a heterogeneous group of neoplasms that differ
in their location within the CNS, age and gender distri-
bution, growth potential, extent of invasiveness, morpho-
logical features, tendency for progression, and response to
treatments.

Although several innovative therapies are being devel-
oped for GBM, the mainstays of conventional treatment
combine surgical resection with radiation and an oral DNA
alkylating agent, temozolomide (TMZ); the overall median
survival does not extend beyond 14 months (Stupp et al.
2005, 2007; Buckner 2003). TMZ is considered as a stand-
ard chemotherapeutic regimen for the first-line treatment
for malignant gliomas (Ryu et al. 2012). TMZ exerts its
cytotoxics effects mainly through the induction of apopto-
sis. It interferes with methylation process, and it is known
that the persistence of some methylated guanine residues
in DNA is necessary for the triggering of the programmed
cell death process (Denny et al. 1994), However, TMZ does
not exhibit uniform sensitivity to malignant gliomas, and
its survival benefit remains unsatisfactory, mainly because
the success of TMZ in GBM tumors appears to be limited
by the occurrence of chemo resistance that allows glioma
cells to escape from death signaling pathways (Carmo et al.
2011; Ryu et al. 2012).

Due to a lack of response to treatment in gliomas, some
of the current challenges may be overcome by the integra-
tion of novel study designs, the selective use of targeted
agents depending on tumor molecular characteristics, and
simultaneous inhibition of several survival cellular path-
ways. Pertussis toxin (PTx), an exotoxin produced by Bor-
detella pertussis, regulates the activation induced of apop-
totic cell death and autophagic process (Carracedo et al.
1995; Ogier-Denis and Codogno 2003). Previously, we
reported the potential use of PTx as an immunomodulatory
molecule on glial tumors induced by C6 glioma cells, dem-
onstrating the selective induction of apoptosis on Treg cells
with decrements in C6 cell viability and the increment of
apoptosis in glioma cells. Also, PTx had an effect blocking
the migration of glioma invading macrophages (Orozco-
Morales et al. 2012). Therefore, the aim of this study was
to determine the cytotoxic effect of PTx treatment in com-
bination with TMZ as adjuvant therapy both in vivo and in
vitro assays in RG2 glioma model.

Materials and methods
Reagents

Temozolomide (TMZ, 3,4-dihydro-3-methyl-4-oxoimidazo
[5,1-d]-as-tetrazine-8-carboxamide) was purchased from
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Sigma-Aldrich. It was dissolved in DMSO (Sigma Chemi-
cal Co., St. Louis, MO, USA) for assays. Acridine orange
was obtained from Polysciences (Warrington, PA, USA).
Lyophilized powder of PTx was purchased from Sigma-
Aldrich (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), and it
was dissolved in saline solution.

Cell culture

Tumor cell line RG2 was purchased from ATCC (Ameri-
can Tissue Culture Collection, Rockville, MD, USA). Cells
were cultured under sterile conditions at 37 °C in a humid
environment with 5 % of CO, in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM, GIBCO BRL, Grand Island, NY,
USA) supplemented with 10 % fetal bovine serum (GIBCO
BRL), 4 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 mg/
ml streptomycin. Cultures were regularly checked and split
when the cell confluence reached 85 %.

In vitro assays

Cells were seeded at a density of 3 x 10° cells/well in
6-well Costar plates precoated with poly-L-lysine (5 pg/ml)
and incubated overnight at 37 °C. After exposure to DMSO
(1 wl/ml) for control group, TMZ (100 wM), PTx (20 ng/
ml), or TMZ + PTx for 48 h, the cells were trypsinized and
collected for apoptosis detection (Annexin VV/7AAD), LC3
detection by immunofluorescence, immunoblotting, cell
cycle, and acridine orange vesicles analysis. The number
of living cells was estimated by trypan blue exclusion. To
inhibit autophagy, we used 3-methyladenine (3-MA), an
inhibitor of phosphatidylinositol 3-kinase (P13K), which
inhibits autophagic sequestration (Kabeya et al. 2000; Miz-
ushima et al. 2001; Kim and Klionsky 2000). According to
this, experimental groups were previously exposed for 24 h
to DMSO 1 pl/ml (Control), TMZ (100 wM), PTx (20 and
200 ng/ml), or TMZ + PTX, respectively, as previously was
described, and then, 1.0 mM of 3-MA was added for addi-
tional 48 h. Cells were monitored under light microscope
and later examined by immunofluorescence to detect LC3
protein.

Detection of acidic vesicular organelles

Autophagy is characterized by the formation and promo-
tion of acidic vesicular organelles (AVOs) (Kanzawa et al.
2003a). We take advantage of the lysosomotropic agent
acridine orange that moves freely across biological mem-
branes when it is uncharged. Its protonated form accumu-
lates in acidic cell compartments, where it forms aggregates
that fluorescence bright red (Paglin et al. 2001; Kanzawa
et al. 2003b). Flow cytometry with acridine orange staining
was employed to detect and quantify the AVOs. In acridine
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orange-stained cells, the cytoplasm and nucleus fluoresce
bright green and dim red, respectively, whereas acidic com-
partments fluoresce bright red, as it is described elsewhere
(Kanzawa et al. 2003a). Therefore, we could measure a
change in the intensity of the red fluorescence to represent
the percentage of their cellular acidic compartment. After
treatment with TMZ alone or TMZ combined with PTX,
1 x 10° cells were collected in phenol red-free RPMI 1640
medium. The green (FL-1) and red (FL-3) fluorescence of
acridine orange was measured with a flow cytometer using
the CellQuest software (Becton—Dickinson, San Jose, CA,
USA). The sum of the upper-left and the upper-right quad-
rants of the dot plot was used to represent the percentage of
autophagy. These assays were done by triplicate.

LC3 and Beclin immunofluorescence staining

The microtubule-associated protein 1 light-chain 3 (LC3)
is essential for amino-acid starvation-induced autophagy,
and it is associated with the autophagosome membrane
(Kabeya et al. 2000) (Munafo and Colombo 2001). Tumor
cells were cultured on chamber slide dishes (BD Bio-
sciences, Bedford, MA, USA). Once the treatments previ-
ously mentioned were assayed, cells were fixed in 4 % par-
aformaldehyde, blocked with 3 % normal goat serum, and
then incubated in 1 % BSA/10 % normal goat serum/0.3 M
glycine in 0.1 % PBS-Tween for 1 h to permeabilize the
cells and to block non-specific protein—protein interactions.
After that, cells were incubated either with the goat poly-
clonal anti-LC3A/B or with the rabbit polyclonal anti-Bec-
lin 1 antibody (abcam, Cambridge, UK) for 30 min. Then,
cells were washed twice with PBS and incubated by addi-
tional 30 min in darkness with an anti-goat 1gG antibody or
anti-rabbit 1gG antibody (abcam, Cambridge, UK), washed
again with PBS, and finally mounted with mounting fluid.
Images were obtained on a Leica microscope.

Apoptosis detection with Annexin V assay and Pl double
stain

After the experimental treatments described above were
administered, cells were rinsed with PBS and resuspended
in 1 ml of filtered PBS and adjusted to a final concentra-
tion of 1 x 108 cells/ml. Cell suspensions were incubated
with APC-labeled Annexin V (Annexin V Apoptosis Detec-
tion Kit I, BD Pharmingen) and propidium iodide (PI) in
100 wl of binding buffer. After gently vortexing, cells were
incubated for 15 min at room temperature in darkness and
400 pl of binding buffer was added and analyzed by flow
cytometry within 1 h after treatments. A total of 10,000
events were evaluated. Data were collected on a FACSCali-
bur instrument (BD Biosciences). Cell QuestPro and Flow
Jo ver. 7.6.1 software were used for data analysis.

The dot plot of the four quadrants in the figures was used
to distinguish the normal (annexin V—/Pl-), early apop-
totic (annexin V+/P1-), late apoptotic (annexin V+/Pl1+),
and necrotic (annexin V—/P1+) cells (Pietra et al. 2001).

Determination of cell cycle

The cell distribution in the cell cycle was determined by
flow cytometry using Pl staining. After experimental treat-
ments, 1 x 10° cells were rinsed with PBS, collected, fixed
in cold 70 % ethanol, and stored at —20 °C until analysis.
Cells were washed with PBS, centrifuged and resuspended
in permeabilization buffer (0.2 M Na,HPO,, 0.1 M acetic
acid), and incubated 30 min at 37 °C. Then, cells were cen-
trifugated and resuspended in RNase (100 pg/ml) and Pl
(25 g mi~1). Cells were incubated in the dark for 30 min
at room temperature. Cell cycle was determined on a FAC-
SCalibur Flow cytometer FL-4 (Becton-Dickinson, USA).
Measurements were obtained at 488 nm gating out doublets
and clumps for each sample. A total of 10,000 events were
evaluated. Cell QuestPro and Flow Jo ver. 7.6.1 software
were used for data analysis.

Immunoblotting

Cells were disrupted with lysis buffer (25 mM Hepes,
1.5 % Triton X-100, 0.1 % SDS, 0.5 M NaCl, 5 mM
EDTA, and 0.1 mM sodium deoxycholate) containing a
protease inhibitor cocktail (Wang et al. 2008). Total cellu-
lar extracts were analyzed using the Bio-Rad protein assay
dye reagent, and an equal amount of proteins from each
group was separated using SDS—-PAGE, followed by trans-
fer to PVDF membranes. Membranes were incubated with
5 % skim milk solution (blocking solution) for 1 h and then
incubated with the goat polyclonal anti-LC3A/B (abcam,
Cambridge, UK) at 4 °C for 16 h. Membranes were probed
with the appropriate HRP-conjugated secondary antibodies
for 1 h at room temperature. The immunoreactive proteins
were detected using enhanced chemiluminescence reagent
(SuperSignal West Pico chemiluminescence substrate;
Pierce Biotechnology) and then exposed to X-ray film
(FujiFilmCorp.).

Animal care

Twenty-eight Wistar male rats (weight of 180 g) were
housed in plastic containers, kept at room temperature at
23 °C and artificial lighting of 24 h cycles consisting in
12 h light/12 h dark. Rats were fed with pellets (Laboratory
Rodent Diet Harlan) and water ad libitum. All experiments
were reviewed and approved by the Research and Experi-
mental Animal Care Committees of the Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia de México.
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In vivo treatment

Before intracranial implantation, RG2 cells were briefly
trypsinized to detach them from culture bottles, centri-
fuged and resuspended in the corresponding medium. The
cell suspensions were regularly shaken to avoid cell sedi-
mentation and kept in a sterile vial at 4 °C until stereotactic
implantation.

Orthotopic glioma model
For the rat RG2 glioma cell implantation model, Fis-

cher 344 male rats (Bioinvert, Mexico City), 3-months-
old (n = 28), were fed ad libitum. The cell implantation

procedure was conducted based on the method developed
by Kobayashi et al. (1980). Briefly, each animal was anes-
thetized (ketamine—40-90 mg/Kg intraperitoneally admin-
istered plus xylazine 5-10 mg/Kg subcutaneously adminis-
tered) and immobilized on a stereotaxic unit (Stoelting Co.,
Wood Dale, IL). After disinfection and incision of the skin
of the head with a scalpel, a hole was drilled through the
skull 2 mm lateral and 2 mm anterior to the bregma, on the
right-hand side of the skull. 1 x 10° rat glioma cells sus-
pended in 10 wl of saline solution were injected at 3 mm in
depth from the dura at a rate of 2 wl/min, using a 25-gauge
Hamilton needle mounted on a 25-ul Hamilton glass
syringe (Hamilton, Reno, NV). A waiting time of 2 min
was implemented following injection.
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Fig. 1 TMZ or PTx effect on apoptosis induction in malignant RG2
glioma cells. Tumor cells were seeded at 3 x 10° cells per well (1 ml)
in 6-well flat-bottomed plates and incubated overnight at 37 °C. After
exposure to TMZ (100 mM), PTx (20 ng/ml) for 3 days, the cells
were trypsinized, and the number of viable cells, necrotic, and apop-
totic cells was determined by flow cytometry. Results showed the
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mean £ SD of three independent experiments. a Representative dot
plots of apoptosis induction by TMZ, PTX, or TMZ + PTx. b Repre-
sentative percentages of viability (b1), early apoptosis (b2), necrotic
cells (b3), and late apoptosis (b4) from RG2 cells treated with TMZ,
PTX, or TMZ + PTx
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After implant, animals were divided into four groups
(n =7 each), according to the treatment: the first group (con-
trol) was untreated, the second group (TMZ) was treated
with temozolomide (10 mg/Kg in 200 wl of apple juice)
administered by oral route for 5 days, the third group (PTX)
was treated with 2 g of PTx dissolved in 200 .l of saline
solution 2 days after implant and 1 g of PTx 4 days after
implant, and the fourth group (TMZ + PTx) was treated with
the combination of TMZ and PTx as previously mentioned.

Statistical analyses

For descriptive purpose, continuous variables were sum-
marized as arithmetic means and standard deviations (SD).
One-way analysis of variance and post hoc (Tukey) test
were conducted. Statistical significance was determined
with p < 0.05 in a two-sided test. Cumulative survival was
determined from day of implantation until the rats showed
disabling alterations, until death or the last day of follow-
up, respectively. Data were analyzed by the Kaplan—Meier
test. SPSS software package V 18.0 for Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL) was employed for data analysis.

Results

Cell viability and apoptosis induction in malignant RG2
glioma cell line

Figure 1a shows representative dot plots from cells treated
with TMZ, PTx, and TMZ + PTx, respectively. The

Fig. 2 Autophagy induction Control

cytotoxicity effect of TMZ, PTX, or TMZ + PTx on RG2
glioma cell was determined by flow cytometric analysis
assays to determine cell viability. After 48 h of exposure
to treatments, a significant decrease in cell viability was
observed in groups treated with TMZ (82.2 £ 0.91), PTx
(83.1 + 0.06), and TMZ + PTx (80.2 + 0.65) compared to
control group (96.2 & 0.55) (p < 0.001). Figure 1b1.

The degree of early and late apoptosis of glioma cells
induced by TMZ, PTx, or TMZ + PTx was analyzed by
FACS. The early apoptotic fraction in cells treated with
TMZ (14.2 £ 1.05), PTx (12.9 &+ 0.03), and TMZ + PTx
(13.6 £ 0.95) was significantly higher than in control group
(2.8 £ 0.15) (p < 0.001) after 48 h. Regarding late apop-
tosis induced in cells by the treatments, there were signifi-
cant differences in TMZ (3.2 £ 0.21), PTx (3.2 £ 0.32),
and TMZ + PTx (5.5 £ 1.11) groups compared to con-
trol group (0.81 & 0.44) (p = 0.007 and p < 0.001). See
Fig. 1b2, b3. We did not find differences between groups in
the percentage of necrotic cells (p = 0.795). See Fig. 1b4.
These results indicate that the observed cytotoxicity of
TMZ or PTx is not due to necrosis induction.

Effect of TMZ, PTx, and TMZ + PTx treatments on cell
cycle

To address more information whether the antiproliferative
effects of TMZ, PTx, or their combination with malignant
glioma are associated with cell cycle regulation, cell cycle
analysis was carried out in RG2 cells treated with TMZ,
PTx, or TMZ + PTx by DNA flow cytometric analysis.
The TMZ treatment (100 mM, 48 h), PTx (20 ng/ml), and

TMZ + PTx

by TMZ, PTx, or TMZ + PTx (a)
in RG2 cells. Tumor cells were

cultured on the chamber slide

dish and incubated overnight at LC3
37 °C. After exposure to TMZ

(100 mM), PTx (20 ng/ml) for

3 days, cells were fixed and

stained with the goat polyclonal
anti-LC3A/B (a) or rabbit poly-

clonal anti-Beclin 1 antibody (b)
(b). Representative images of
punctuate signal of a LC3 or

b Beclin 1 in PTx, TMZ, or
TMZ + PTx-treated RG2 cells
were seen after treatment with
TMZ (100 mM), PTx (20 ng/
ml), or TMZ + PTx for 72 h.

Beclin

Cells were examined by fluo- (c)

rescence microscopy. ¢ Western

blot analysis of LC3 | and 11
expression in RG2 cells after
72 h of treatment with TMZ
(100 mM), PTx (20 ng/ml), or
TMZ + PTx
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TMZ + PTx did not produce any influence in the induction
of cell cycle in RG2 malignant glioma when treatments
were administrated (data not shown).

Induction of autophagy in RG2 glioma cells

Is well know that radiation or chemotherapeutic agents such
as tamoxifen, arsenic trioxide or TMZ induce autophagy,
but not apoptosis in several cancer cells including malig-
nant glioma cells (Kanzawa et al. 2004). To evaluate whether
TMZ, PTx, or their combination induced morphologi-
cal alterations compatible with autophagy, RG2 malignant
glioma cells were exposed to TMZ (100 mM), PTx (20 ng/
ml), or TMZ + PTx for 3 days. After that, chamber slides
were stained with LC3 and Beclin, and the morphological
changes were analyzed by microscopy. As shown in Fig. 2a,
b, numerous autophagy vacuoles LC3 and Beclin 1 were
observed in all the treatments. To determine autophagy activ-
ity, the expression of LC3 I and Il (one of the autophagosome
membrane proteins) was analyzed by Western blot (Fig. 2c).
An increase in the amounts in both LC3-1 and Il was found
in groups treated with TMZ, PTx, and TMZ + PTx. Simi-
larly, up-regulated autophagy-related protein Beclin 1 was
increased in groups that received these treatments (Fig. 2b).

Development of acidic vesicular organelles (AVOs) in RG2
glioma cells

To detect and quantify the development of AVOs, we per-
formed a flow cytometric analysis to determine whether
TMZ, PTx, and TMZ + PTx could induce changes in frac-
tional volume and/or acidity of AVOs. TMZ (7.0 £ 2.5),
PTx (11.0 £ 6.5), and TMZ + PTx (49.0 £ 9.54) increased
the strength of the bright red fluorescence (y-axis) in RG2
glioma cells from control (4.0 & 1.30) after 48 h of treat-
ment (Fig. 3b p < 0.05), respectively. These results could
be attributable to the development of AVOs associated with
autophagy.

Morphological changes and autophagy induction in RG2
cells

To reveal whether the observed cell damage was a cause
or consequence of autophagy, the autophagy inhibitor,
3-methyladenine (3-MA, 1.0 mM), was administrated in
RG2 cells treated with TMZ (100 mM), PTx (20 ng/ml),
PTx (200 ng/ml), TMZ (100 mM) + PTx (20 ng/ml), or
TMZ (100 mM) + PTx (200 ng/ml) after 24, 48, and 72 h
of exposure.

After 24 h of exposure to treatments, some cells show
vacuoles mainly in the groups treated with PTx (20 and
200 ng/ml) or in combination with TMZ (Fig. 4a). How-
ever, after 48 h of treatment, the number of cells showing
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Fig. 3 Development of AVOs in TMZ, PTx, or TMZ + PTx-treated
RG2 cells. Detection of green and red fluorescence in acridine
orange-stained cells using FACS analysis (a). FL1-H indicates green
color intensity, while FL3-H shows red color intensity. Graph shows
the percentage of AVOs induction &= SD. Data shown are representa-
tive of three independent experiments. b For cell cycle analysis,
malignant glioma cells treated with TMZ, PTx, or TMZ + PTx for
3 days were collected and stained with propidium iodide and ana-
lyzed in the FACSCalibur. The percentage of cells in different phases
of the cell cycle was determined by using Flow jo Software version

autophagy membranes was increased, while the number
of cells that maintain integrity in their membranes was
reduced after addition 3-MA, an inhibitor of phosphati-
dylinositol-3 kinase (PI3K), which is known to inhibit
autophagy sequestration (Fig. 4b). After 72 h of addition of
3MA, cells were stained with an anti-LC3 antibody, and we
found that the treatment with TMZ, PTx, or TMZ + PTx
diminished significantly the number of viable cells indicat-
ing an autophagy process stage (Fig. 4c).

TMZ + PTx increased survival in rats bearing intracerebral
RG2 glioma

In rats bearing intracranial RG2 glioma tumors, the mean
survival period determined was estimated from 19 to
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21 days for the untreated group. A slight increase in the
mean survival period was observed in the groups treated
with TMZ (25 days p = 0.05) and PTx (28 days p = 0.048),
but in the TMZ + PTx group, a synergistic effect was seen
in the survival curve (31 days p = 0.014), suggesting that
the combination of TMZ + PTx is effective for rat survival

(Fig. 5).

Discussion

Despite the multimodality treatments available, the progno-
sis of malignant glioma remains poor. Currently, TMZ is
considered the most effective drug in the treatment for glio-
mas; however, its efficacy is often limited by tumor recur-
rence and the development of resistance to TMZ. Due to an
unsatisfactory response of conventional treatment against
gliomas, we tested a PTx treatment alone or in combination
with the clinical alkylating agent, TMZ. Our results showed
that the viability of RG2 cells was diminished in the groups
treated with TMZ or PTx alone and also when these drugs
were combined. However, when we analyzed the induction

Fig. 4 Kinetics of autophagy (a)

of apoptosis, we observed around 20 % of apoptotic cells
in the groups treated with TMZ and PTx and we did not
find any changes in the cell cycle arrest. These data agree
with others previously reported by Sato et al. (2009) who
did not observe significant changes in either apoptosis or
cell cycle kinetics in treated glioma (T98G) cells. Simi-
larly, Carmo et al. (2011) found that the expression of
LC3, the autophagy-associated protein, was increased and
only a reduced percentage of cells underwent apoptosis
in TMZ-treated U-118 glioma cells. Conversely, Hirose
et al. reported that in TMZ-treated glioma cells, the drug
induced a cell cycle arrest in G2/M and a low level of apop-
tosis as compared with lymphoid cells. Other studies have
proposed that the induction of G2/M arrest of malignant
glioma cells occurs in a dose-dependent manner (Kanzawa
et al. 2004; Hirose et al. 2001). We observed that TMZ
decreased the level of apoptosis and also elicited the induc-
tion of the cell cycle by TMZ, which could be associated
with the activity of O°-methylguanine-DNA methyltrans-
ferase (MGMT) and Pi3 K/AKkt. It is known that the hyper-
methylation of the MGMT promoter reduces the ability to
TMZ to induce apoptosis. Furthermore, an active state of

PTx 20 ng PTx 200 ng

induction. Kinetics of cell
damage induced by TMZ, PTx
(20, 200 ng/ml), TMZ + PTx

(20 ng/ml), or TMZ + PTx Control
(200 ng/ml) treatment after
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(c). Images were taken in bright
field and lather by fluorescence
microscopy at 72 h posttreat-
ment (d). Nuclei were counter-
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used to show cells expressing

LC3 aggregation after treatment (b)
(green). 3MA was used to
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Fig. 4 continued

Pi3 K/Akt overcomes the G2 checkpoint, thereby avoiding
the effect of TMZ (Carmo et al. 2011; Law 2005; Meloche
and Pouyssegur 2007; Tran et al. 2001). Similarly, we pre-
viously reported that PTx treatment is capable to decrease
the cell viability and induce around 25 % of apoptosis in
the glioma C6 model (Orozco-Morales et al. 2012).
Regarding to the low level of induction of apoptosis, we
determined whether the observed autophagy was induced
in RG2 cell after treatment with TMZ and PTx; therefore,
we analyzed the level of expression of LC3 I, II, Beclin
1, and the formation and promotion of AVOs after 3MA
addition. We found that TMZ and PTx treatments elicited
autophagic cell death characterized by the high level of
autophagic protein Beclin-1 and a cellular redistribution
of the marker LC3. Notoriously, this effect was increased
when TMZ + PTx was combined in the treatment. Fur-
thermore, after 3SMA was added, we found a decrease in
the number of autophagic vesicles and the formation of
autophagosome, in the groups treated with TMZ, PTx, and
TMZ + PTx. The mechanisms of action of TMZ and the
pathways involved in the escape of glioma cells from death
have not yet been completely elucidated. However, it has
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been proposed that TMZ is able to induce autophagy which
can be either survival promoting or death inducing depend-
ing on the cellular context (Kanzawa et al. 2003b; Thorburn
2008). In the context of brain tumors, cytoplasmic levels
of the protein BECLIN1 and its mRNA were found to be
lower in GBMs compared to lower-grade astrocytomas as
well as in normal brain tissue (Miracco et al. 2007). Addi-
tionally, high cytoplasmic levels of the protein BECLIN1
have been found to show a positive correlation with the
survival and the performance status of patients, whereas a
low expression of BECLIN1 correlates with an increase in
cell proliferation and a decrease in apoptosis (Huang et al.
2010). Interestingly, high levels of expression of LC3 have
been associated with improved survival in GBM patients
with poor performance scores, whereas in patients with
normal performance scores, low levels of expression of
LC3 correlate with better survival rates (Aoki et al. 2008).
It has been described that low levels of BECLIN1 and
LC3B-II proteins have been found in higher grade astro-
cytomas (Huang et al. 2010), suggesting that a decrease in
autophagic activity may drive the progression of astrocytic
tumors.
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Fig. 5 Kaplan—Meier survival of rats with intracranial RG2 cells.
Systemic (i.p.) administration of PTx (2 g at day 0 and 1 g at day
2), TMZ 10 mg/Kg/5 days (p.0), or TMZ + PTx prolonged survival
of immunocompetent rats bearing intracranial RG2 glioma. Survival
curves and Kaplan—Meier survival analysis of rats implanted with
RG2 (1 x 108 cells/rat) and treated with TMZ, PTx, or TMZ + PTx
(n=7). The combination of TMZ + PTx potentiates rat survival

Subsequently, we perform an in vivo study in order
to determine whether the treatments for TMZ, PTX, or
TMZ + PTx could increase the survival of rats implanted
intracranially with RG2 glioma cells (Fig. 5). Our results
demonstrated a significant increase in survival when ani-
mals were treated both with TMZ and PTx. However,
the combined treatment with TMZ + PTx increased two
times more the survival registered compared when the
treatments were administered individually. Our group
previously demonstrated that the treatment with PTx
alone reduces the subcutaneous glioma size until 80 %
compared to the control group. Furthermore, we demon-
strated that PTx was capable to induce selectively apop-
tosis of Treg cells, and it elicited a decrease in the num-
ber of tumor-invading macrophages (Orozco-Morales
et al. 2012). It is possible that the dual effect observed
for PTx over the modulation of immune response and
autophagy induction produces an increase in the survival
of rats intracranially implanted with RG2 glioma cells.
We attribute this effect to the immunomodulation pro-
duced by PTx plus the cytotoxic effect and autophagy
induction by TMZ. Additionally, PTx exerts pleiotropic
effects on the immune system, and it plays an impor-
tant role in the activation of toll-like receptor 4 (TLR4).
Recently, it was shown that TLR 4 acts as an environmen-
tal sensor for autophagy, and recent data have revealed
that the regulation of TLR4 in several glioma cell lines
plays an important role in the autophagy response, tumor

progression, and chemoresistance (Sarrazy et al. 2011; Yu
et al. 2012; Tewari et al. 2012; Waltz et al. 2011; Xu et al.
2007; Magafia et al. 2012). It is possible that PTx caused
irreversibly autophagy activating the cell death by TLR4,
increasing the efficacy given by TMZ, which may be a
pivotal mechanism in mediating Pi3 K/Akt and ERK1/2
MAP kinase signaling pathways (Ogier-Denis and
Codogno 2003; Marino and Lopez-Otin 2004; Fu et al.
2010; Thorburn 2008; Katayama et al. 2007). Further-
more, PTx is frequently used in immunological studies to
enhance the onset of autoimmune disease in experimen-
tal animals (Locht et al. 2011). PTx-induced permeability
of cerebral endothelial barriers is mediated through the
PKC and PI3-kinase pathways, and it is abrogated by high
CAMP levels (Bruckener et al. 2003). Therefore, it is pos-
sible that the multiple effects of the PTx over the immune
system, autophagy induction and blood brain barrier per-
meabilization with consequent increase in the amount of
TMZ inside the brain tumor, could warrant the use of PTx
in combination with the actual regimen of chemotherapy.

In conclusion, the concomitant treatment with TMZ and
PTx induced autophagy in vitro and increased the survival
in RG2 glioma model studied here.
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