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RESUMEN

El Linfoma no-Hodgkin figura entre las diez principales tipos de cancer. Tiene una
incidencia de 4.7 y 3.6 casos por afo en mujeres y hombres respectivamente. Asi
como una mortalidad de 2.6 en hombres y 2 en mujeres en México. Para el
tratamiento del linfoma no-Hodgkin el estandar usado es R-CHOP (Ciclofosfamida,
hidroxiroubicina, oncovin, prednisona, ademas del anticuerpo monoclonal
Rituximab). Actualmente se ha demostrado que el uso de R-CHOP conlleva
diversas complicaciones propias de la quimioterapia. De igual manera se ha
reportado que no todos los pacientes responden satisfactoriamente, de hecho
aproximadamente el 60% de ellos muestra una respuesta favorable mientras que
en el otro 40% no hay efecto. Es por ello que la busqueda de alternativas es
fundamental para el tratamiento de linfomas.

Se ha sefalado que los linfocitos B sobre expresan una gran variedad de proteinas
membranales tales como CD40 y CD20 entre otras, estas proteinas también se
expresan en linfocitos B normales, sin embargo en linfocitos B de linfoma hay una
sobreexpresion, lo cual los hace un potencial blanco terapéutico.

Diferentes trabajos han demostrado que la interaccion de la molécula CD40 con su
ligando CD154, es capaz de producir una disminucién de la proliferacion, asi como
un aumento en la apoptosis en lineas celulares de linfoma no Hodgkin de linfocitos
B. Se ha reportado que la interaccion entre CD40 y CD154 ocurre de manera mas
eficaz cuando se forma un trimero por este motivo se ha construido una proteina
quimérica que tiene como base una porina de Salmonella typhi (OmpC) a la cual se
la ha insertado la secuencia del ligando de CD40, CD154. La interaccién de CD40
con esta proteina quimérica (OmpC CD154), es capaz de inducir disminucion en la
proliferacion celular, asi como un aumento de apoptosis en lineas celulares de
Linfoma no-Hodgkin, mediante la activacion de diversas vias de sefializacion, entre
ellas, la inhibicion de las vias canonica y no canonica de NF-kappa-B, y la activacion
de P38 MAPK. El propdsito de este trabajo es determinar la via de apoptosis por la
cual ocurre la muerte celular en la linea celular de linfoma no Hodgkin, Raji. Nuestros
resultados muestran que la proteina quimérica OmpC CD154 tiene un efecto de
induccion de apoptosis e inhibicidon de la proliferacion en comparacién con la
proteina OmpC nativa, y similar a un ligando humano recombinante de CD40, que
fue empleado como control positivo, en una linea celular de linfoma no Hodgking,
Raji. Dentro de este trabajo se determiné la via de apoptosis que se activa mediante
la técnica de western blot con uso del equipo ODISSEY clx de LICOR para la
deteccion de la proteina mediante infrarrojo, asi como la induccion de apoptosis por
citometria de flujo. Encontrando que la proteina quimérica indice activacion de las
vias intrinseca y extrinseca de apoptosis mediada por caspasa 8 y 9
respectivamente y este entrecruzamiento de las vias puede estar mediado por la
activacién de BID y la subsecuente activacion de la caspasa efectora caspasa 3,




mediado por la activacion de JNK. Por lo que la proteina quimérica OmpC CD154
es capaz de inducir apoptosis en lineas celulares de linfoma no Hodgkin mediado
por la via extrinseca, por la interaccion con CD40 y por la via intrinseca mediado
por la activacion de BID. Por lo que nuestros resultados permiten reiterar la
propuesta de que la proteina quimérica OmpC CD154 como un buen candidato
terapéutico con un gran espectro citotoxico sobre lineas celulares de linfoma no
Hodgkin

Vi
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INTRODUCCION

Cancer

El cancer engloba un grupo de enfermedades resultantes de la interaccién de
factores genéticos y externos (fisicos y quimicos), que producen la degeneracion de
células, originando lesiones precancerosas y posteriormente un tumor maligno
(INEGI 2015)." Los tumores tienen la capacidad de atacar un tejido especifico, asi
como diseminarse a varios tejidos. De manera normal, el cuerpo esta compuesto
por células que forman diferentes tejidos y que llevan a cabo su ciclo celular, cuando
este se ve afectado, las células pueden comenzar a proliferar de manera
desproporciona en relacion a su tasa de mortalidad, lo cual produce un desequilibrio
en los tejidos y posteriormente el desarrollo de un tumor. 2

A nivel mundial el cancer representa un gran problema de salud dada la importante
mortalidad que presenta. Se estima que mas de 10 millones de personas son
diagnosticadas con algun tipo de cancer cada afio. 3 Existen mas de 100 tipos de
cancer, estos son denominados dependiendo del sitio donde se origind. Segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2012, la cifra de defunciones
a causa de algun tipo de cancer, fue de 8.2 millones de personas, se estima que
para el afio 2030 aumente a 13.1 millones de personas. Los varones son los mas
afectados principalmente por cancer de pulmén, estdmago, rifidn, colon y eséfago,
mientras que las mujeres por cancer de seno, pulmon, estbmago, colon y cervical.
En nuestro pais del total de muertes registradas durante el afo 2013, el 12.8%
fueron a causa de algun tumor y de estos el 93.4% por tumores malignos
(Organizaciéon Mundial de la Salud 20142).

Segun la Union Internacional Contra el Cancer (UICC), en México el cancer es la
tercera causa de muerte y se estima que cada afo hay 128 mil casos nuevos

A nivel nacional el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, reporté en su
documento titulado “Estadisticas a propésito del dia mundial contra el cancer (4 de
Febrero)”, publicado el 30 de enero de 2015 los siguientes datos:

Para el afo 2012 la principal causa de mortalidad hospitalaria fue a causa de cancer
de d6rganos hematopoyéticos, en el mismo ano mas del 50% de los hombres
egresados de un hospital fue a causa de una leucemia mientras que las mujeres por
cancer de seno. Los hombres han sido los mas afectados, manteniendo un
porcentaje de 57% del total de los casos, sin embargo, la mortalidad esta
ligeramente dominada por hombres con 51% del total de las muertes. (INEGI 2015)
1

En México durante la infancia predominan las neoplasias no epiteliales como la
leucemia y los linfomas (INEGI 2015)." Para el afio 2011 los principales tipos de
tumores malignos que se presentaron fueron los tumores malignos en los 6rganos
hematopoyéticos, los cuales responden al 59% del total de los canceres, por sexo
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concentra 58% en los hombres mientras que en las mujeres es un 59.3% del total
de casos. Le siguen para hombres, las neoplasias en sistema linfatico tejidos afines
con un 9.7% y le sigue huesos vy tejido articular con 5.6%, mientras que para las
mujeres le sigue encéfalo con un 6.9% y hueso y tejidos articulares con un 5.8%
Por otro lado las personas con 20 afios o mas, se ven afectados principalmente por
neoplasias del epitelio. Para la poblacién adulta, los tipos de tumores que afectan
son diferentes segun el sexo, siendo para hombres neoplasias en sistemas
digestivos con 23.9%, seguido por tumores en 6rganos genitales con 12.2% con el
tumor de préstata en primer lugar en frecuencia y finalmente con 9.8% los de
organos hematopoyéticos. Por otro lado las mujeres tienen como primer lugar al
tumor maligno de mama con 29.6%, seguido por neoplasias en érganos genitales
con 16.7% principalmente cuello del utero y utero. Con 14.3% las neoplasias de
organos digestivos tiene el tercer lugar.

Tumores malignos

Encéfalo y otras partes i
del sistema nerviosos central 6.9

Sistema Infatico y tejdos afines

Hueso y de los tejdos articulares

Organcs hematopoyétices
Testicuio

Vias urmaras

Figura 1. Principales tumores malignos segun sexo. (INEGI 2015) '

En este contexto, en el afo 2012 del total de defunciones el 13% corresponden a
tumores y de estas el 93.5% son tumores malignos.

En los jovenes menores a veinte anos, se observd que 5.1% murieron a
consecuencia de un tumor de los cuales el 86% era canceroso, principalmente en
organos hematopoyéticos con una tasa de mortalidad de 2.53 defunciones por cada
100 mil personas, 2.9 en hombres y 2.14 en mujeres.

En cambio, para los adultos la principal causa de defunciones por tumores malignos
fue por 6rganos digestivos con 33.18 por cada 100mil habitantes en esta edad.
Seguida por neoplasias en 6rganos genitales la cual tiene una tasa de mortalidad
de 15.08 por cada 100 mil habitantes.

Las neoplasias en 6rganos respiratorios e intratoracicos siguen con 10.72 y en el
siguiente lugar esta el cancer de mama con 8,13 defunciones por cada 100mil.




La mortalidad cambia con el sexo ya que en mujeres el cancer de mama es la
segunda causa de muerte con 15.38 cada 100 mil.

Tumores malignos

Sistema infético y tejdos afines

Mams 295
Organos respiralonos e intratordcicos '\\
Organos digestivos 143
Organos hematopoyétcos 58
A
Organos genitales 16.7
Ovario 75
p—1

Nota: Se utiizé & Clasificacidn Estadislica Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Saud (CE-10), cddiges
C00.C97
Fuente: SSA (2012). Base de Egresos Mospitalancs 2011 Proceso INEGI

Figura 2. Porcentaje de morbilidad en adultos segun sexo. '

En el ano 2011 los principales tumores malignos fueron en o&rganos
hematopoyéticos, dentro de los cuales estan las leucemias linfocitica aguda y el
Linfoma No-Hodgkin. Desde 1970 la incidencia de casos diagnosticados de Linfoma
No Hodgkin se ha duplicado, en parte por mejores métodos diagndsticos asi como
al aumento de la infecciones con VIH 4. A continuacién se muestran datos
correspondientes a Linfomma no Hodgkin que ocupa una de los diez primeros puestos
en tipos de cancer.

Linfoma No-Hodgkin

Los linfomas son definidos, de manera simple, como las neoplasias malignas de los
componentes celulares del sistema inmune. Histéricamente los primeros en
describir patologias que incluian una inflamacion en los ganglios linfaticos con una
etiologia desconocida fueron entre otros, Carigie, Hodgkin, Wilks, etc con una
publicaciéon titulada “Sobre algunos aspectos morbidos de las glandulas
absorbentes y el bazo” en 1832. Finalmente en 1856 se acuino el termino Linfoma
de Hodgkin por Sir Samuel Wilks en reconocimiento a Thomas Hodgkin quien habia
descrito anteriormente la misma patologia. °

Fue hasta la primera parte del siglo XX con el establecimiento de la histopatologia
como disciplina en el diagnéstico médico que se comenzé a suponer, tras las




diferentes observaciones histolégicas, que se trataba de enfermedades diferentes y
que podrian tener diferente origen.

Los linfomas actualmente se clasifican en dos grupos, con base en diferentes
patrones patoldgicos, inmunofenotipicos y de respuesta, en Linfoma de Hodgkin y
Linfoma no Hodgkin & estos son distinguibles mediante examenes microscopicos
aunque en algunos casos requieren analisis de laboratorio para su identificacion. ’
El Linfoma no-Hodgkin consta de varios subtipos que tiene similitud entre si, y tienen
como caracteristica la proliferacion de células linfaticas aumentada ademas de
alteraciones a nivel cromosomico &

El Linfoma No Hodgkin ocurre en componentes del sistema linfatico. El tejido
linfatico esta conformado por ganglios linfaticos y érganos del sistema inmunologico
tales como el bazo ademas de los érganos encargados de la produccién de sangre,
como la medula 6sea. Los ganglios linfaticos tienen una amplia distribucion en el
cuerpo y estos estan formados casi totalmente por linfocitos tanto T como B. En
ambos puede desarrollarse el linfoma, sin embargo los linfomas de linfocitos B
forman el 85% del total de los Linfomas no Hodgkin mientras que los de T abarcan
el 15% del total. Dado que los linfocitos malignos en el linfoma son similares a los
linfocitos normales en cierto grado de maduracién, es importante conocer el tipo de
linfoma para considerar las opciones de tratamiento.®

Acorde al Atlas Global de Cancer se tiene registro de la tasa de incidencia y de
mortalidad en hombres en México fueron de 4.7 y 2.6 respectivamente, mientras
que para las mujeres fue de 3.6 y 2 (cifras cada 100 mil personas) 3

——
I
| —



Tabla 1. Incidencia y mortalidad de Linfoma no Hodgkin en hombre y mujer 3

Linfoma no Hodgkin

Pais Conteo Tasa edad

estandarizada
(Por cada 100mil
personas)

Incidencia México 2 546 4.7

hombres

Incidencia México 2086 3.6

mujeres

Mortalidad México 1380 2.6

hombres

Mortalidad México 1178 2

mujeres

Prevalencia México 4730 11.7

hombres

Prevalencia México 3970 9.3

mujeres

Subtipos de Linfoma no-Hodgkin

Se han descrito diversos tipos de Linfoma no-Hodgkin. Histéricamente han surgido
diversas clasificaciones. Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud
propuso clasificar con base en la apariencia bajo el microscopio, caracteristicas
cromosdmicas y presencia de proteinas especificas en la superficie celular. ) °
Actualmente los linfomas que tienen mayor frecuencia son el linfoma difuso y el
linfoma folicular. En la tabla 2 se muestra la clasificacidén actual’® que se refiere a
las caracteristicas microscopicas y de inmunofenotipo que actualmente se usa en
la clinica.
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Tabla 2. Clasificacion de subtipos de Linfoma no-Hodgkin

Linfoma de Células B

Linfoma de células B de
zona marginal del manto
tipo MALT

B de zona marginal,
células plasmaticas,
foliculzares, lesiones
linfoepiteliales

Linfoma de células
grandes tipo B difusas

Nucleos grandes,
centroblastos, células B
inmunoblasticas y
anaplasicas

Células linfoide
anaplasicas de mediano
tamano con centro
nucleado, citoplasma
basofilico, con cuerpos
de macrofagos tefidos

Linfoma de células del
manto

Células de pequeno o

ligeramente irregulares
con escaso citoplasma

Linfoma follicular Células con centros de
caracteristicas mixtas,

células foliculares

medizno tamafio, células

o IgA), CD20+, CDS-, CD10-,
bel6-, bel2, CD43-/+, ciclina D1

Monotipos slg+, CD20+,
cbl6+/-, CD10-/+, CD43+/-

Monotipo sigM+, CD20+,
CD10+, belb+, bel2-, Ki67-
100%

Menotipos slgMD+, CD20+,
CD5+, CD10-, CD42+, ciclinas
D1+

Monotipos slgMD+. CD20+,
CD10, bci2+, CD5-, CD43-,
ciclina D1-

Células pequenas, células Monotipo slg+, clg+/- {IgM>1gG Clonas IgH; t(11;18)(API2-MALT1) en zlgunos

casos de gastrico e intestinal; trisomia 3 o 18 en
algunos casos; t(14;18){IgH-MALT1) en algunos
casos hepaticos

Clonas IgH, bclé anormalidades comunes;
t(8:14)(c-myc-IgH) algunas formas: t{14;18){IgH-
8CL2)no communes

Clonas IgH; t(8:14), t(2;8) o (8;22){c-myc); casos

endémicos y una minoria esporadica de casos de
EBV+

Clonas IgH, T{11;14)(8CL1-IgH)

Clonas IgH, t(14;18)(lgH-bcl2) usualmente
encontrados

dendriticas

S LR E LR T Plasmabastos, células CD20-/+MUM1+, CD79z+, EBV+, muchos casos

¢ plasmociticas con CD138+, clg-/+, Ki76 grande

muchos nicleos grandes
mitosis
Células de pequefio o CD3+, CD4-/CD8->CD2+ Células T receptores de genes clonados
mediano tamafio o granzima+ perforina+
células grandes bizarras,
muchas células reactivas
Pequefias de mediano  CD3+, CD3+, CD5-, CD56+, Gen Receptor de células T de la linea germinal ;
tamaiio y/o células enzimas + y perforinas + EBV+

grandes linfoides atipias

Células de mediano CD2+, CD3+, CDS-/+, CD4-, Clonas de genes receptores de células T, brazo
tamano con centro CD8-/+, TIA-1+ corto de cromosoma 7q y trisomia 8 comlinmente
citoplasmatico claro en
sinuscides hepaticos y
pulpa roja esplénica
Linfoma de Hodgkin
Células de Reed CD15+/-, CD30+, CD20-/+, EBV usualmente+, especialmente en estados de
Hodgkin Stemberg y variantes Pax5+, CD3- inmunidad anormal

Modificado de (Ariana Paola Canché-Arenas 2012) '




Factores de Riesgo para Linfoma no-Hodgkin

Clinicamente no es posible determinar una causa de linfoma. El Instituto Nacional
de Cancer de los Estados Unidos propone factores que aumentan la posibilidad de
padecer Linfoma no-Hodgkin, se citan a continuacion:

Sistema inmunitario debilitado, ya sea por uso de farmacos o enfermedades
hereditarias. Infecciones: algunas infecciones han sido relacionadas con el aumento
del riesgo de padecer linfomas, cabe mencionar que el linfoma no es contagioso.
Algunas de las infecciones relacionadas son: VIH, Virus de Epstein Barr,
Helicobacter pylori, virus linfotropico humano de células T, tipo 1, virus de la
Hepatitis C. Edad, como se menciond anteriormente, se puede padecer linfoma
desde antes de 20 anos, sin embargo el aumento de la edad representa también un
aumento para el posible padecimiento. ?

El Linfoma no-Hodgkin es un proceso tumoral y como tal requiere de varios eventos
para modificar la regulacién de la apoptosis y con ello generar el desarrollo del
tumor. En este proceso estan relacionados varios oncogenes, tales como c-myc,
Bcl-1, Bcl-2, Bcl-3 y Bcel-6. Se ha sefialado que el 85% de los linfomas tienen
anormalidades citogenéticas, la translocacion mas frecuente es 6(6q) que resulta
en la pérdida de genes supresores de tumores. Ademas se describen proto-
oncogenes y genes supresores involucrados, entre ellos Bcl-1 y Bel-2 y LYT-10,
algunos otros como se mencion6 estan relacionados con infecciones por virus, tal
es el caso del linfoma de Burkitt endémico de Africa, que se relaciona con Virus
Epstein Barr 12 131211

Clasificacion de Estadios del Linfoma No-Hodgkin

Para el tratamiento clinico, en linfoma no Hodgkin se ha dividido en estadios que a
continuacion se describen, esta clasificacion es la mas frecuente y se conoce con
el nombre de Sistema de Ann Arbor de clasificacion por etapas 4

Etapa 1. Las células de linfoma se encuentran en un grupo de ganglios linfaticos o
en solo una parte del tejido dafiado pero no en medula ésea ni higado.

Etapa 2. Las células de linfoma se encuentran en dos grupos de ganglios, o bien se
encuentran en 6rganos y han pasado a algun ganglio cerca del érgano.

Etapa 3. El linfoma se haya en ganglios linfaticos situados arriba y abajo del
diafragma, ademas es posible detectarlo también en tejidos cercanos a esos
ganglios linfaticos.

Etapa 4. Las células de linfoma se hayan en varias partes de 6rganos o tejidos
ademas de estar presentes en los ganglios linfaticos.




Fisiopatologia de Linfoma no-Hodgkin

Cabe sefialar que la unica manera de diagnosticar un Linfoma no-Hodgkin es
mediante una biopsia. Para lo cual un patélogo especializado es capaz de indicar la
clase de linfoma que se presenta sin embargo usualmente se requieren mas
pruebas a fin de confirmar el diagndstico.

Diagnostico y pruebas para diagnostico

Inmunohistoquimica. Util para diferenciar entre los distintos tipos de linfomas entre
si y de otras enfermedades, basada en reacciones inmunologicas, un anticuerpo
reconoce moléculas especificas en la superficie celular

Citometria de Flujo. Basada en una reaccion inmunologica esta técnica consiste en
el empleo de anticuerpos que reconozcan moléculas de la superficie celular que
pueden o no estar dependiendo del tipo de linfoma, esto permite que se utilice para
conocer inmunofenotipos y poder con ello identificar a cada tipo de célula, en
comparacioén con la inmunohistoquimica se pueden identificar muchas mas células,
ademas de que los grupos de células se pueden separar y contar.

Citogenética. Permite evaluar los cromosomas de las células de linfoma. Se buscan
translocaciones o alteraciones en los cromosomas que correspondan con el linfoma,
esto permite identificar los tipos de linfoma.

Estas pruebas son capaces de evidenciar ciertas alteraciones, sin embargo no
todas, de modo que se requiere el uso de técnicas con mayor poder para asi tener
un completo conocimiento de las posibles alteraciones presentes. Es por eso que
se usan técnicas de genética molecular, tales como la Hibridacion fluorescente in
situ (FISH), PCR, etc.

Hibridacion fluorescente in situ. Basada en la utilizacion de tintes fluorescentes que
solo se adhieren a genes especificos o a cierta parte de cada cromosoma

PCR. Detecta cambios genéticos y cambios cromosdémicos incluso aquellos que no
son visibles al microscopio.

Estudios por _imagen. Se hace uso de ondas sonoras, rayos x o particulas
radioactivas para obtener una imagen del interior del cuerpo. Se usan para examinar
un area que se sospecha tiene linfoma o bien para saber si se ha propagado el
linfoma.

Tomografia computarizada. Permite observar a diferencia de los rayos x, una
seccion del cuerpo completa es util para detectar linfomas en abdomen, pelvis,
térax, cabeza y cuello. Puede requerir una toma de colorantes de contraste.
Resonancia magnética. Generalmente usadas cuando hay sospechas de
propagacion a medula 6sea o cerebro. De manera similar que la tomografia dan
imagenes detalladas de algun tejido blando especifico. A diferencia de las dos




técnicas anteriores esta utiliza imanes de gran poder que generan patrones que
después una computadora transforma en imagenes detalladas.

Estas pruebas son las mas comunes usadas, sin embargo existen otras como
ecografia, tomografia por emision de positrones, gammagrafia con galio y
gammagrafia 0sea, etc. En resumen se clasifican los linfomas mas comunes con
base a si son Linfoma de B o T y se enumeran conforme a incidencia '°

Tratamiento

El tratamiento para Linfoma no-Hodgkin se basa principalmente en algunos
aspectos propios del padecimiento, tales como:

» Tipo de linfoma no-Hodgkin que padece
» Estadio de la enfermedad

» Progresién del tumor

* Problemas de salud (si existen)

Con base en lo anterior, el tratamiento para linfoma puede variar, sin embargo
actualmente existen cuatro tratamientos para el Linfoma no-Hodgkin y son
radioterapia, trasplante de medula 6sea, quimioterapia e inmunoterapia, estas dos
ultimas son actualmente el primer frente para el tratamiento de Linfoma no-Hodgkin.
Radioterapia.

Usando generalmente rayos X, la radioterapia es uno de los tratamientos de linfoma.
Su uso se restringe casi exclusivamente a pacientes cuyo caso el linfoma
compromete la vida y se requiere actuar con urgencia, tal es el caso de linfoma que
ha invadido medula espinal o que ha comenzado a diseminarse. ©

Trasplante de Medula Osea.

Considerado el ultimo recurso consiste en el trasplante de medula ésea, ya sea
autdloga o bien de algun pariente. Para tratar poder trasplantar de manera exitosa
se deben eliminar primero precursores celulares. Cabe mencionar que la mejor
opcion es el trasplante autélogo aunque debido a que no se eliminan las células
tumorales de manera total, existe el riesgo de recaidas aunque se reduce mucho la
posibilidad de rechazo debido a que son sus mismas células. 17

Quimioterapia.

Se refiere al uso de farmacos citotoxicos y es el primer tratamiento en contra de
Linfoma no-Hodgkin, hay varios regimenes para usar quimioterapia y dependen del
estadio de la enfermedad ademas del tipo de linfoma.

Actualmente el tratamiento consta de cuatro farmacos que son Ciclofosfamida,
hidroxirubicina, oncovin y prednisona que son por su mecanismo de accién un
agente alquilante, inhibidor de formacion de huso cromatico, bloqueo de
polimerizacién de tubulina e inhibidor de sintesis de proteinas respectivamente.




Cabe mencionar que estos tratamientos, sin bien atacan principalmente a células
con alto nivel de proliferacion, es inespecifico lo cual puede traer muchas
consecuencias al paciente asi también existe la posibilidad de que el paciente se
vuelva refractario al tratamiento. 18 9

Inmunoterapia

Consiste en la utilizacién de componentes del sistema inmune que sean capaces
de inducir, aumentar o disminuir, incluso suprimir la respuesta inmune. Un ejemplo
claro de esto, es Rituximab, un anticuerpo monoclonal capaz de inducir apoptosis y
que tiene como blanco la proteina CD20, un marcador molecular que esta sobre-
expresado en mas del 85% de linfocitos B de linfoma lo cual le permite actuar sobre
linfocitos B de linfoma en comparacién con linfocitos B normales.

Existen multiples anticuerpos utilizados en terapias para Linfoma no-Hodgkin los
cuales son capaces al igual que Rituximab de producir respuestas sobre células
tumorales, pueden tener diversos mecanismos de accién tales como activacion del
complemento, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, activar cascadas de
sefalizacion pro-apoptoticas. Cabe mencionar que estos anticuerpos pueden ser
quimeéricos (raton-humano), o bien totalmente humanizados para reducir o evitar la
inmunogenicidad e incrementar actividad inmunologica. 2°

Anticuerpos monoclonales como terapia contra el cancer.

Los anticuerpos monoclonales son anticuerpos dirigidos contra un blanco especifico
tumoral. Estos anticuerpos son producidos en un laboratorio, mediante técnicas de
biologia molecular han permitido emplear modificaciones como hibridizacion,
quimerizaciéon y humanizacion 2

Humanizado
Quimérico Humano
D Secuencias de ratén D Secuencia humano

Regiones determinantes

o Glicosilacién de complementariedad

Figura 3 Esquema de las modificaciones en los anticuerpos monoclonales. ?'
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Diversos autores han demostrado el uso de anticuerpos en animales, asi como en
humanos con resultados eficaces en el tratamiento de linfoma. Existen multiples
blancos de inmunoterapias, tales como la familia de TNF, véase TRAIL, CD40,
CD137, Fas, LIGTH entre otros.

Especificamente en linfoma los mas estudiados son Fas, TRAIL, CD40 y CD20, este
ultimo es usado de manera muy amplia dado que se encuentra en mas del 90% de
los linfomas; como ya se menciono uno de los anticuerpos mas usados es Rituximab
que es un anticuerpo monoclonal dirigido hacia este blanco. De manera molecular
se han reportado diferentes mecanismos de accion, tales como inhibicion de la via
de p39 MAPK que es importante para la produccion de IL-10, interleucina
relacionada a tumorigénesis. También hay reportes de la inhibicion de la via de NF-
kB y disminucién de la proteina Bcl-2 y Bcl-xI proteinas asociadas a resistencia. 2
Existen muchos anticuerpos monoclonales dirigidos contra blancos moleculares que
son candidatos de tener un papel importante en tumorigénesis, tal como se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Anticuerpos monoclonales dirigidos contra blancos moleculares.

Anticuerpo Blanco | Indicaci6n aprobacion Aprobado en | Mecanismo de
FDA Europa accion

Anticuerpos desnudos: Tumores sélidos

Trastuzumab ERBB2 ERBB2-positvo cancer de similar Inhibicion  de

(Herceptin seno, como agente Unico o sefializacion de
Genentech): en  combinacion  con ERBB2y ADCC
Humanizado 1gG1 guimioterapia como

adyuvante

ERBB2- positivo

carcinoma  gastrico o
carcinoma gastro-esofagico
como primera linea en
combinacion con cisplatino
y  capecitabina o 5

fluorouracil
Bevacizumab VEGF  Linea primaria o secundaria similar Inhibicion de la
(Avastin; en el tratamiento de cancer sefializacion de
Genentech/Roche): de colon metastasico en VEGF
IgG1 humanizada conjunto con quimioterapia

basada en 5-fluorouracil;
primera linea en el
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tratamiento de NSCLC

avanzado
Cetuximab EGFR  En combinacion con terapia Similar Inhibicion  de
(Erbitux; Bristol de radiacion para el sefializacién de
Myers  SquibbC) tratamiento inicial local o ERBB2y ADCC
IgGg  quimérica avanzado SCCHN;
humano murina
Panitumumab EGFR  Como agente simple parael Similar Inhibicion de
(Vectibix Amgen): tratamiento 0 sefializacion de
1gG2 humana pretratamiento de ERBB2

carcinoma colorectal

metastasico con expresion

de EGFR
Ipilimumab CTLA4 Para el tratamiento de Inhibicién de la
(Yervoy; Bristol melanoma metastasico sefializacion de
Myers  Squibb): CTLA4
IgG1
Anticuerpos desnudos: Tumores hematoldgicos
Rituximab CD20  Para el tratamiento de NHL ~ Similar ADCC
(Mabthera; y CLL Linfocitos B induccion directa
Rache); igG1 positivos. Para de apoptosis y
guimerica humano mantenimiento de NHL CDC
murina folicular CD20 positivo
Alemtuzumab CD52 Como agente para el Similar Induccion
(Campath; tratamiento de Leucemia directa de
Genzyme(: igG1 linfocitica cronica. apoptosis y CDC
humano
Ofatumumad CD20  Tratamiento para pacientes Similar ADCCy CDC
(Arzera;Genmab) con CLL refractario a

Fludarabina y alemtuzumab
Anticuerpos conjugados: Tumores hematologicos

Gemtuzumab CD33 Para el tratamiento de Noaprobado  Liberacion de
oxogamicin paciente con leucemia toxina
(Mylotarg; Wyeth) mieloide aguda con CD33 caliqueamicina
19G4 humanizada positiva
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Brentuximab CD30 Para el tratamiento de Noaprobado  Liberacion de
vedotin (Adcetris; Linfoma y linfoma toxina

Seattle Genetics): anaplasico refractarios caliqueamicina
Igchimerica

Y-marcado CD20  Tratamiento de LNH Similar Liberacion  del
Ibritumomab folicular o de bajo grado, radioisotopo Y
tiuxetan refractario

(Zevalin;IDEC

Pharmaceuticals)

19gG1 murino

I-marcado CD20  Tratamiento de pacientes Estatus de Liberacion del
tositumomab con expresion de CD20, meidcamento radioisétopo |
(Bexxar; LNH refractario concedido en Induccion
GlaxoSmithKlIine): 2003 directa de
1gG2 Murino aopotosis

Actualmente la FDA tiene aprobados aproximadamente 30 anticuerpos
monoclonales, asi también tiene cerca de 150 en estudios clinicos.

Como ya se menciond anteriormente los anticuerpos monoclonales son capaces de
producir respuesta de diversas maneras, ya que pueden involucrar la activacion del
sistema de complemento, asi también pueden actuar por citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC), en esta caso el dominio FC o fraccion
cristalizable es capaz de atraer a otras células ya sean efectoras como asesinas
naturales (NK), polimorfonucleares (PMN), macréfagos, o bien a las células blanco.
Otro de los mecanismos por los cuales pueden actuar los anticuerpos es mediante
el bloqueo de factores de crecimiento o mediante induccion de arresto celular y
apoptosis.

Ademas del uso de anticuerpos monoclonales, también se ha usado ampliamente
otra estrategia la cual consiste en la unidn covalente a toxinas o nucleétidos
radioactivos. Los cuales segun estudios clinicos de tumores xenograficos, ha
demostrado tener mas potencia que los anticuerpos sin conjugar, sin embargo
también han mostrado niveles no aceptados de toxicidad por lo cual es una
estrategia cuestionada # Recientemente se ha aprobado el uso de los primeros
anticuerpos conjugados que son Gemtuzumab (anti CD33/ozogamicina),
Tositumomab (antiCD20/lodo™3") e ibritumomab (anti CD20/tituxetan)

Para que un anticuerpo monoclonal sea efectivo la eleccion del blanco es de suma
importancia, dado que de ello depende que el anticuerpo pueda o no funcionar. Un
blanco debe acercarse o mas posible a lo ideal siendo asi que estos deben estar
abundantemente presente y de manera universal en todas las células tumorales, no
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asi en las células normales donde deben estar ausentes o bien en muy poca
presencia. 2!

Los anticuerpos conjugados con isotopos, dadas sus caracteristicas de
radioactividad deben ser administrados muy cerca de la zona donde se encuentra
el tumor. Existen dos tipos los cuales son acoplados a particulas alfa o particulas
beta, cada una de ellas confiere diferentes caracteristicas a los anticuerpos.
Particularmente las particulas alfa tienen como caracteristica que son pesadas, con
movimiento nuclear lento con un rango corto de accion en el tejido y una alta energia
lineal de transferencia, en comparacién con las particulas beta que tienen un rango
de 20 a 100 veces mayor y mucho menor energia lineal de transferencia. Las
particulas beta son de efecto de fuego cruzado esto es que ademas de destruir a
las células tumorales a las cuales se une directamente también ataca a las que no
se ha unido, esta situacion limita las dosis dado que también representa toxicidad
sobre las células normales. Algunos ejemplos de estas particulas beta son iodo 131
(13, Itrio 90 (Y?9), y Renio 188 (Re '®). En contraste las la terapia con particulas
beta tales como Bismuto 213 (Bi?'3), astatina 211 (At 2'), y actinio 225 (Ac??),
tienen un efecto mas potente y con mas especificidad para atacar solamente a
células tumorales. 2425

Algunos compuestos quimicos o toxinas bacterianas o de plantas, pueden ser
conjugados a anticuerpos para incrementar su potencia y reducir la toxicidad de las
toxinas al dirigirlas a un blanco especifico. Algunas toxinas usadas con frecuencia
son la toxina diftérica (DT), calicheamicina, exotoxina A de Pseudomona (PE),
proteina viral de Phytolacca (PAP) y gelonina. 23

CD40 como blanco terapéutico

Se han descrito varios mecanismos inmunolégicos que son resultado de la
interaccidon entre CD40/CD154, uno de ellos incluye a las células NK humanas que
al activarse por IL12, expresan CD154 que reconoce el CD40 expresado en células
blanco, es decir es una via de activacion para las células NK. Contrariamente a lo
que sucede en linfocitos B normales, CD154 inhibe el crecimiento de linfocitos B
malignos bloqueando el ciclo celular e induciendo apoptosis, de modo que esta
puede ser una alternativa en las neoplasias que expresan CD40.

Existen diversos tratamientos que incluyen a CD154 tales como la administracion
sistémica de CD154, se ha establecido el empleo de antigenos tumorales en
conjunto con CD154 incrementando de manera importante la respuesta contra estos
antigenos, ademas se ha utilizado CD154 para inhibir la proliferaciéon de lineas
celulares en linfomas, asi como el uso de anticuerpos anti-CD40 para inducir
citotoxicidad, etc. %6
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Asi también Dacetuzumab (SGN-40), que es un anticuerpo humanizado ha
demostrado tener actividad antiproliferativa contra un panel de lineas celulares de
linfoma de células B.

Dacetuzumab actua uniéndose a CD40 e iniciando la sefalizacion en células de
linfoma activando vias de sefializacion que involucran a ERK %%, JNK y MAPK p38.
La activacién constitutiva de estas vias disminuye la expresion de oncoproteinas
Bcl-6 y c-Myc en lineas celulares de linfoma mientras activa proteinas pro-
apoptoticas como Fas y Bim. 2’ Otros anticuerpos dirigidos vs CD40 han mostrado
en estudios preclinicos una remarcada actividad terapéutica en el tratamiento de
linfomas de células B. 2

Actualmente existen anticuerpos monoclonales anti-CD40 que han sido
desarrollados y estan en estudios clinicos, se muestran en la tabla 4:

Tabla 4. Anticuerpos monoclonales anti-CD40 en estudios clinicos
Anticuerpos monoclonales agonistas de CD40 en pruebas clinicas

_ CP-870, 893 Dacetuzumab Chi Lob 7/4
Humano Humanizado Quimerico

Enfermedad Melanoma Malignidades Tumores  sodlidos,
_ hematologicas avanzados y
CREErTE especialmente linfomas
pancreatico linfoma No Hodgkin
Mesotelioma

Combinaciones Quimioterapia. Quimioterapia -
exploradas Rituximab

Vacuna contra el

melanoma

Tremelimumab

Anticuerpos monoclonales agonistas de CD40 en pruebas clinicas. Modificado 2°
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Interaccion CD40-CD154

Diversos estudios han reportado que la molécula CD40 es importante en diversos
proceso tumorigenicos. Esta proteina actua como receptor de CD154. CD154 es
una proteina tipo Il miembro de la familia de TNF, que contiene 261 aminoacidos,
con un dominio citoplasmatico de 22 aminoacidos, un dominio transmembranal de
24 aminoacidos y un dominio extracelular de 215 aminoacidos el cual continue un
sitio unico potencial de glicosilacion.

CD154 consiste en dos hojas beta con una topologia enrollada que forma un
homotrimero simétrico plegado con tres sitios de unidn cada uno creado por la
interaccién de dos monomeros. El gene que codifica para CD154 humano esta
localizado en el cromosoma X, posicién Xg26.3-Xq27.1

En células no tumorales la interaccion de CD40 con su ligando CD154 es importante
dado que gracias a ella se llevan a cabo varias situaciones de los linfocitos B, tales
como promocién del crecimiento y sobrevida, asi también diferenciacion de los
linfocitos B, cambio de isotipo y produccién de anticuerpos. En otras células también
es esencial para la activacion y diferenciacion.3°

La interaccion CD40 con su ligando (CD154), juegan un papel central en el control
humoral y la inmunidad celular. La falta de CD154 en ratones knock out presento
alteraciones similares a el Sindrome de Hiper-IgM (HIGMX-1). 31

CD40 se expresa de manera constitutiva en superficie de linfocitos B maduros e
inmaduros, células dendriticas foliculares, progenitores hematopoyéticos,
queratinocitos, células del epitelio basal, macréfagos, células endoteliales, células
del epitelio timico, fibroblastos, microglia, neuronas etc. 32

Por otra parte CD154 se encuentra en linfocitos TCD8 y CD4 que han sido activados
a través del complejo TCR-MHC mas la senal co-estimuladora, asi también en
linfocitos ThO, Th1 y Th2. Se ha demostrado también la expresién en basdfilos,
eosinofilos, mastocitos, células NK, monocitos células del endotelio vascular,
células del musculo liso y plaquetas activadas.33

Por estudios de homologia, se han podido elaborar modelos tridimensionales de la
interaccion de CD40-CD154. Estos modelos muestran que CD153 forma un trimero
y que CD40 se une al trimero de CD154 interactuando entre dos mondmeros, este
modelo propone que cada trimero de CD154 es capaz de unir tres moléculas de
CD40.
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Figura 4. Esquema de interaccion entre CD40 y CD154. Se muestra que se favorece la formacion de trimeros.
Modificado 3%

Mediante comparacién y alineacion con el TNF y la linfotoxina, datos cristalograficos
y mutagénesis sitio dirigidas se identificaron las regiones de genes que hacen
contacto con CD40.

Diversos estudios han podido evidenciar las regiones involucradas en la interaccion,
entre ellos el analisis de secuencias de CD154 en pacientes con HIGMX-1 el cual
sugiere especificamente los aminoacidos K143, R203 y Q220. Por otro lado
fracciones proteicas recombinantes de CD154 han demostrado que un fragmento
soluble que incluye los residuos Y45-L261 fue capaz de inducir proliferacion y
cambio de isotipo. Otro fragmento de 18kDa que va del aminoacido E-108 al L-261
fue capaz de formar trimeros unir CD40 soluble e inducir proliferacién. Con esto se
sugiere que los aminoacidos que van de W-140 a S-149 son esenciales en la
interaccién con CDA40. 3638

Se ha reportado que el dominio extracelular de CD40 cristalizado, consiste en 170
aminoacidos y contienen tres regiones determinantes de complementariedad
(CDR), Cada CDR tiene de dos a tres puentes disulfuro que forman una estructura
alargada similar a una escalera. Estos puentes son fundamentales para la
estabilizacién de la estructura de CD40. El dominio extracelular de CD40 se une a
una grieta entre pares de las subunidades de CD154 e interactua con ambos de
ellos. El area de interaccién con CD154 derecho es de 611 A2 dos veces mas grande
que el de lado izquierdo que es 378 A2 3¢
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Figura 5 Esquema de cristalografia de interaccion entre CD154 y CD40. Se giran para mostrar lo sitios de interaccion

Proteina de Fusiéon OmpC-154

Dentro del grupo de trabajo, se empled la region de aminoacidos responsable de la
interaccién de CD154 con CDA40, la regidon consta de diez aminoacidos (W. A. E. K.
G.Y.Y.T. M. S.), que fue insertada en el asa cinco de la porina OmpC, esta porina
demostrd capacidad para conservar la estructura trimerica necesaria. Asi también
fue capaz de activar a lineas celulares de linfocitos B y linfocitos B de sangre
periférica debido al incremento en la expresion de las proteinas MHC-II, CD23 y
CD80, funcion que sucede a causa de interaccion CD40/CD154 40

También dentro del grupo de trabajo se reportd que la insercion de la regiéon W140-
S149 de CD154 en la porina OmpC es capaz de unirse de manera especifica a
CD40 soluble o en células B humanas. Siendo este el primer reporte de una proteina
de fusién capaz de unirse a su receptor especifico e inducir activacion de células B.
40 Resultados preliminares en el laboratorio demostraron que la

Proteina quimérica OmpC/CD154 es capaz de inducir inhibicion de proliferacion y
apoptosis en una linea celular de LNH que expresa CD40. Por lo que la finalidad de
la presente tesis fue confirmar los hallazgos de que la proteina quimérica
OmpC/CD154 es capaz de inducir apoptosis en lineas celulares de LNH vy
determinar la via de apoptosis inducida por esta proteina.
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Apoptosis

Los organismos multicelulares son una comunidad de células altamente organizada.
El numero de células de esta organizacién esta regulada fuertemente no solo por el
control del proceso de division celular, si no también existe un control del proceso
de muerte celular. Cuando las células son innecesarias o se requiere recambio
celular sucede un proceso de “suicidio celular’ este “suicidio, conlleva la activacion
de un programa de muerte celular; este proceso se conoce como muerte celular
programada y mas comunmente conocido como apoptosis palabra que viene del
vocablo griego apoptdsis, que significa: apo "a partir de" + ptosis "caida" 4!

En organismos multicelulares la apoptosis juega varios roles esenciales; por
ejemplo en el epiblasto de vertebrados, se eliminan a las células menos aptas, otro
ejemplo muy claro es la remocién de células interdigitales durante la formacion de
las extremidades. También los excesos de células germinales masculinas son
eliminados durante espermatogénesis temprana.

Durante toda la vida la muerte celular debe ser equilibrada con la proliferacion
celular, sobre todo en tejidos con alto recambio tales como el sistema
hematopoyético y el epitelio intestinal. En el sistema inmune también juega un papel
importante dado que células que no son funcionales o son peligrosas deben ser
eliminadas. La muerte celular también impulsa la formacion de conductos en la
glandula mamaria asi como la atrofia del timo con el envejecimiento.

La apoptosis es principalmente reconocida morfolégicamente ya que implica varios
cambios, tales como la formacioén de cuerpos apoptoticos en los cuales el contenido
celular incluyendo nucleo y mitocondria se reduce y es rodeado por la membrana
plasmatica. Estos cambios también promueven la expresion de sefiales en la
superficie de las células para atraer a células capaces de fagocitarlas y digerirlos en
sus lisosomas.

Los primeros conocimientos moleculares en apoptosis, surgieron en los afios 1980
y 1990 a partir de una notable convergencia de citogenética del cancer y de la
bioquimica con estudios genéticos pioneros sobre la muerte celular programada de
desarrollo en Caenorhabditis elegans.

Actualmente se han descrito 2 vias de apoptosis que son la intrinseca o mitocondrial
y la extrinseca o de receptores de muerte. La via intrinseca es activada por un gran
numero de sefales de estrés tales como dafo al DNA causado por compuestos
quimicos o exposicion a la radiacidon. Por el estrés celular se transmite una senal
que conduce a la membrana externa mitocondrial a la liberacion de numerosas
proteinas pro-apoptoticas tales como citocromo C y SMAC DIABLO de la
mitocondria al citosol. La familia de proteinas conocidas como BCI-2 son las
responsables de la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial. Con la
liberacion del citocromo C inicia la formacion de un complejo multiproteico conocido
como apoptosoma, el cual consiste en citocromo c, factor activador de proteasa
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apoptotica 1. (APAF1) y procaspasa 9, esto resulta en la activacion de caspasa 9y
la consiguiente activacion de caspasas rio abajo. Por otra parte la liberacion de
SMAC de la mitocondria estimula la activacion de las caspasas por la neutralizacion
de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP’s), que regulan la apoptosis Ver figura 6
Por otro lado la via extrinseca es activada por la union de los ligandos de muerte de
la familia de factores de necrosis tumoral (TNF), con sus receptores TNF de
superficie. Después de interaccion ligando receptor, se forma un complejo
multiproteico en la membrana plasmatica que proporciona una plataforma de
activaciéon para Caspasa 8 y la posterior ejecucion de caspasas.

Caspasa 8 por su parte puede actuar sobre otros sustratos diferentes de caspasas,
uno de ellos es BID, que cuando es procesado se transloca a la membrana
mitocondrial donde estimula la liberacién del citocromo C y la activacion de la via
intrinseca Ver figura 6. 42
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Figura6 Modificado de “Targeting Apoptosis Pathways for New Cancer Therapeutic™ 42
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Antecedentes directos.

En el grupo de trabajo se estudié la capacidad de la porina OmpC CD154 de
promover apoptosis, para lo cual se realizaron experimentos con tratamientos con
la porina OmpC CD154, porina nativa OmpC, asi como un grupo control sin
tratamiento y se analiz6 por citometria de flujo. Observando que las células tratadas
con la proteina quimérica OmpC CD154 muestran una clara doble (85%), tincion
para Anexina V y loduro de Propidio, a partir de las 6 horas de tratamiento indicando
la capacidad de producir apoptosis en la linea celular Raji, observando un efecto
mucho mas marcado a las 24 horas donde se pudo observar mejor induccion de
apoptosis (Pantoja-Escobar en Congreso de la Rama de Transduccion de Sefiales)

6 HORAS 29 24 HORAS A
Control
ap ‘.(3'3.’ B
>
= o
€ o NS
: ’ ltl::l h
R bt = i B | £ i
e OmpC- CD154 > 0
Pl

Figura 7 Andlisis por citometria de flujo de la induccién de apoptosis con ioduro de propidio y anexina
V. (tomado de Pantoja-Escobar Resumen de Congreso de la Rama de Transduccién de Sefales)

Lo anterior mencionado permite proponer el uso de esta proteina como una
potencial terapia de linfoma no Hodgkin con base en la evidencia de unién a su
receptor CD40 el cual se haya sobre expresado en las células de linfoma no Hodgkin
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Justificacion

En México, como a nivel mundial el cancer es un problema de salud persistente con
un importante impacto en los aspectos de salud y economia. En la actualidad se
cuenta con terapias mas efectivas que combinan agentes quimicos con agentes
bioldgicos. Sin embargo aun existen un numero importante de pacientes que no
responden o0 muestran una respuesta adecuada a las terapias actuales. Diversos
reportes han colocado a CD40 como un blanco especifico para el tratamiento
especificamente de linfoma. En el caso especifico de linfoma se ha hecho uso de
anticuerpos anti-CD40, sin embargo, se han reportado problemas con la
biodisponibilidad, es por ello que el uso de la proteina quimérica OmpC-CD154 la
cual ha demostrado gran estabilidad a condiciones bioldgicas adversas que a su
vez se traduciria en una mejor biodisponibilidad, podria representar una alternativa
eficaz para el tratamiento del linfoma.
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Planteamiento del Problema

Diversos estudios han reportado que la activacion a través de la via de CD40
mediante el uso de anticuerpos de reconocimiento especifico (anti-CD40), es capaz
de producir apoptosis en lineas celulares de linfoma. Es por ello que la molécula
CD40 es un blanco importante para la inmunoterapia. En este trabajo se empled la
proteina quimérica OmpC CD154 como tratamiento en lineas celulares de linfomas
humanos en un modelo in vitro y establecer la capacidad en la induccidn de
apoptosis y la via de sefializacién involucrada. Esta proteina quimérica ha
demostrado tener efecto sobre la viabilidad de las lineas celulares asi como en la
induccion de apoptosis. Sin embargo aun se desconocen los mecanismos por los
cuales actua.
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Hipotesis

El empleo de la proteina quimérica OmpC CD154 en lineas celulares de Linfoma
No-Hodgkin humano inducira apoptosis a través de la via CD40-CD154

Objetivo General

Determinar el efecto de la proteina quimérica OmpC CD154, en lineas celulares de
linfoma humano, estableciendo los mecanismos de senalizacion involucrados en la
posible induccién de apoptosis a través de la via CD40/CD154.

Objetivos Especificos
Produccidn y purificacion de la proteina quimérica OmpC CD154

Determinar si la proteina quimérica OmpC CD154 es capaz de inducir apoptosis en
lineas celulares de Linfoma no-Hodgkin

Determinar si la proteina quimérica OmpC CD154 es capaz de inducir inhibicion de
la proliferacién celular en lineas celulares

Determinar la via de apoptosis en lineas celulares de linfoma no Hodgkin
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Materiales y Métodos
Cepas Bacterianas y condiciones de cultivo

Escherichia coli DH5a (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA)
¢F80dlacZAM15 A (lacZYA-argF)U169 deoR recA1 end A1 hsdR17(r+, m ) phoA
supE44 thi-1 gyrA96 relA1. Escherichia coli UH302: OmpC- , OmpF- . La cepas
bacterianas se transformaron con los plasmidos PST13 y PST13- cd154 y se
cultivaron en medio Luria-Bertani (Gibco, BRL, Life Tech, Gaithesburg, MD) en
medio solido y caldo a 37 °C con 100 ig/mL de ampicilina (Sigma, St. Louis, MO).
El vector PST13 contiene el gene que codifica para la proteina OmpC de la
Salmonella enterica serovar Thypi (Aguero et al., 1987). El vector PST13 — CD154
tiene una sustitucion en la region que codifica para el asa cinco de la porina OmpC
por la secuencia que codifica el péptido Tyr140-Ser149 de CD154 4°

Purificacion de las proteinas quimérica OmpC CD154 y OmpC recombinante.
La purificacion se realizé con base a la metodologia reportada por Arockiasamy
(Arockiasamy & Krishnaswamy, 2000). Brevemente, la purificacion de las porinas
se realizdé a partir de un cultivo de las cepas de E. coli UH302 transformadas con
pST13 que contiene el gene de la porina OmpC o bien con el vector que contiene el
gen quimérico OmpC CD154 estas se cultivaron a 37 °C durante 18 h en medio
solido por estria cruzada, para aislar las colonias resistentes a ampicilina (100
pg/mL) una vez aisladas se cultivaron en 4 litros de caldo Luria (Gibco BRL),
incubado por 14 h a 37 °C y 200 rpm. Las células se centrifugaron a 2,399 x g por
30 min a 4 °C rotor 22.1 centrifuga Hermle Z36 HK (Hermle, Wehingen Alemania).
La pastilla se lavé dos veces con solucién salina al 0.9% y se centrifugd a 2,399 x g
por 30 min, la pastilla final se guardé toda la noche a -20 °C (la pastilla fue de 17 g
para la UH302 pST13 y de 11 g para la UH302 pST13-CD154). La pastilla se
descongeld a 4 oC y sé resuspendio en una solucién de Tris-HCI 0.1 M (pH 7.2) y
sometida a una prensa French a 20,000 psi 40K Cell Press (Thermo Scientific), con
un flujo de 1 mL por min, las células lisadas se centrifugaron a 8,904 x g Rotor 70Ti
(Beckman Coulter) por 10 min a 4 °C para remover las células no lisadas. El
sobrenadante se centrifugd a 66,226 x g por 90 min a 4 °C usando una ultra
centrifuga Optima L-100XP rotor 70 Ti (Beckman Coulter). La pastilla que contenia
las membranas crudas se resuspendi6 en 100 mL de la solucién | (Tris-HCL 50 mM,
pH 7.7 MgCI2 10 mM y 2% de SDS) y se incubaron a 37 °C por 18 h en agitacion.
La suspension se centrifugd a 10,596 x g por 30 min a 20 °C, la pastilla se
resuspendio en 28 mL de la solucién Il (Tris-HCI 50 mM, MgCI2 10mM, EDTA 5mM,
SDS 1% y 0.05% de [1-ME, adicionado justo antes de su uso). Esta suspension se
incubd a 37 °C por 2 h y posteriormente se centrifugd a 10,596 x g por 30 min a 20
°C. La pastilla se resuspendié en 9 mL de la solucion Il (Tris-HCI 50mM, EDTA 5
mM, 0.2% de SDS, NaCl 0.4M y 0.05% de beta-ME). La suspension se incubd por
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2 ha37°Cy se centrifugd a 10,596 x g por 20 min a 20 °C. El sobrenadante rico en
porinas se recolectd y se guardd a temperatura ambiente. El paso anterior se repitio
por lo menos cinco veces con 4 ml de la solucioén lll. Las proteinas se analizaron por
SDS- PAGE y se dializaron contra la solucion IV (NaHCO3 10 mM, HEPES 10 mM)
a 25 °C por 20 min, las proteinas se esterilizaron por filtracién.

Lineas celulares

Se utilizaron la linea celular de linfoma No-Hodgkin: Raji (The American Type
Culture Collection), cultivada en medio RPMI Advance (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA) con SFB 4% (PAA, Australia).

Electroforesis

Se cultivaron las lineas celulares a una densidad de 1x108 células/pozo en 2 mL de
medio de cultivo en microplacas de cultivo celular de 6 pozos, con fondo 39 plano.
Se incubaron las células tratadas con las proteinas OmpC, OmpC CD154 o
CD154rh (a una concentraciéon de 2 pg/mL) por 12, 18, 36 0 48 h a 37 °C en una
incubadora con CO2 al 5%. Se lavaron las células con PBS (Bio-rad) estéril, se
centrifugaron las células a 2790 x g centrifuga Hermle Z36HK (Hermle, Wehingen
Alemania) y se colocaron en microtubos, se adicionaron 20-40 uL de Buffer de lisis
Mper, (Pierce, Thermo scientific, Waltham, MA). Los lisados celulares fueron
cuantificados con un espectrofotometro empleando el método de Lowry y
posteriormente fueron hervidos, después de adicionar regulador de carga, Laemmli
buffer, (Bio-rad) por 10 min en un bafio maria. Se prepararon geles de acrilamida
para el corrimiento electroforético en una camara mini-blot (Bio-rad), con un
regulador de tris-glicina-SDS (Bio-rad) y con condiciones de corrimiento: 90 min a
80 volts.

Western Blot

Los geles obtenidos de la electroforesis se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa usando un transfer (Bio-rad) con condiciones de 60 min a 100 volts.
Después las membranas fueron bloqueadas usando leche sin grasa al 5% (Bio-rad)
durante 1 h en agitacion constante, después se incubaron las membranas con los
anticuerpos primarios dirigidos a caspasas 3, 8 y 9, BID y JNK. Durante toda la
noche en agitacion constante a 4 °C. Se realizaron 3 lavados con agitaciéon con
TBS-Tween 20 0.1% (5 min) y se incubd con el anticuerpo secundario por una hora,
se hicieron 3 lavados y se reveld por el método de infrarojo mediante el uso del
equipo Odyssey CLx de Licor que permite la deteccion de proteinas por adicion de
anticuerpos especificos marcados con colorantes fluorescentes infrarojos. IRDye y
VRDye. Optimizando asi la deteccion de las bandas de proteinas

26

——
| —



Resultados
Purificacion de las proteinas quimérica OmpC CD154 y OmpC recombinante.

Las cepas bacterianas UH302 que contienen los vectores pST13 y pST13-CD154,
fueron cultivadas a 37°C durante 18 horas en placas de agar de medio Luria-Bertani
(Gibco, BRL, Life Tech, Gaithesburg, MD) por estria cruzada, con el fin de aislar
colonias resistentes a ampicilina, debido a que los vectores mencionados contienen
el gen de resistencia a dicho antibiotico. Una vez aisladas las cepas que contenian
los vectores se sembraron en medio liquido Luria-Bertani (Gibco, BRL, Life Tech,
Gaithesburg, MD) para crecerlas en cultivos masivos (4 litros de cada cepa). Se
purificaron por el método descrito por Arockiasami (Arockiasami & Krishnaswamy
2000), descrito en la seccion de Materiales y Métodos.

La pureza de las porinas OmpC y OmpC CD154 y su disposicién trimérica se
demostré mediante analisis electroforético. (Figura 8) El analisis por electroforesis
muestra las bandas correspondientes a los pesos esperados 108 KDa para
muestras sin desnaturalizar (carril Ay C) y 36 KDa para muestras desnaturalizadas
por calor (carril B y D). Lo que nos permitio demostrar la pureza de las proteinas y
su capacidad de formar trimeros.

A B C D

OmpC-CD154

OmpC-CD154

Figura 8. Andlisis electroforético de las proteinas OmpC y la proteina quimérica OmpC CD154. Se realizd un
corrimiento en gel de acrilamida y posteriormente se tino con azul de Coomassie y se analizé6 mediante un equipo infrarrojo.
Se muestra claramente el corrimiento trimerico (carril Ay C) y monomeérico (carril B y D) de cada proteina.
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Efecto de la proteina quimérica OmpC CD154 sobre la viabilidad celular de
LNH

Para analizar si la proteina quimérica OmpC CD154 es capaz de afectar la viabilidad
celular de lineas celulares de LNH que expresan CD40. Se traté la linea celular de
LNH Raji con 2 pug/ml de las proteina OmpC y OmpC CD154, y la proteina
recombinante trimérica de CD154 y se analizé la viabilidad celular mediante
exclusién con azul de tripano. Los resultados muestran que la proteina quimerica
OmpC CD154 es capaz de disminuir la viabilidad mas del 40% de la linea celular
Raji en comparacion con el tratamiento con porina OmpC e incluso en comparaciéon
con el ligando trimerico recombinante humano de CD40 que la disminuyé menos
del 40%. Esta disminucion fue estadisticamente significativa (p=0.005) (Figura 10)

120
100

)

<

- 80

=

2

[-*]

] 60

~

-1

=

= 40

=l

-
20
0

Control OmpC OmpCCD154 CD4oL

Figura 9. Evaluacion del efecto de la proteina quimérica OmpC CD154 en la viabilidad celular de la linea celular Raji.
Se determind la viabilidad celular por exclusién con azul de tripano. Después del tratamiento por 24 horas con las diferentes
condiciones, control sin tratamiento, OmpC, OmpC CD154 ( 2 pg/ml) y CD40L, se observa una menor viabilidad con la
presencia de OmpC CD154 en comparacion con la proteina OmpC *p=0.005 y del control sin tratamiento.
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Para corroborar el efecto de la proteina quimérica OmpC CD154 sobre la linea
celular Raiji, analizamos la viabilidad celular mediante un contador de células semi
automatizado como se describe en materiales y métodos. Los resultados muestran
que la proteina quimérica OmpC CD154 inhibe la viabilidad celular de manera muy
similar a como se determiné por exclusion con azul de tripano (Figura 10). Los
resultados muestran que la proteina quimérica inhibe mas del 50% la viabilidad
celular comparada con el control sin tratamiento o comparado con la proteina
OmpC. (p=0.005)
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Figura 10. Evaluacién del efecto de la proteina quimerica OmpC CD154 en la viabilidad celular de la linea celular Raji.
Se determind la viabilidad celular por exclusiéon por medio de un equipo semi automatizado TC10TM Automated Cell Counter
de BioRad. Después del tratamiento por 24 horas con las diferentes condiciones, control sin tratamiento, OmpC, OmpC CD154
( 2 pg/ml). Se muestra el analisis de la comparacion entre la proteina OmpC control y la proteina quimérica OmpC-CD154
donde se observa una menor viabilidad con la presencia de OmpC CD154 en comparacion con la proteina OmpC (=50 %) (
p=0.005).
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Efecto de la proteina quimérica OmpC CD154 sobre la proliferacion de la linea
celular de LNH Raji

Para determinar si la proteina quimérica OmpC CD154 ademas de afectar la
viabilidad celular también es capaz de afectar la proliferacion celular. Se analizé la
proliferacion celular después del tratamiento con la proteina quimerica OmpC
CD154 de la linea celular de LNH Raiji, la cual se traté con 2 ug/ml de las proteinas
OmpC u OmpC-CD154 o el control positivo CD154 recombinante y el control
negativo sin tratamiento, por 6, 12 0 24 horas y se determiné proliferacién celular
por un kit comercial de XTT, como se describe en materiales y métodos siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Como se muestra en la Figura 11, la porina
OmpC CD154 demostrd tener un efecto de inhibicidn de la proliferacion superior a
las demas condiciones a partir de las 6 horas de tratamiento, siendo mas
pronunciado después de las 12 horas donde se observa una inhibicion superior al
50 %, que se mantiene muy similar hasta las 24 horas de tratamiento. Esta inhibicién
fue estadisticamente significativa a partir de las 12 horas de tratamiento. (p= 0.005)
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Figura 11. El tratamiento con la proteina quimérica OmpC CD154 de lalinea celular de LNH Raji inhibe su proliferacion.
La linea celular Raji fue tratada con la porina OmpC o la proteina quimérica OmpC-CD154 (2 ug/ml) por 6, 12 0 24 horas y se
determind la proliferacion celular mediante la técnica de MTT. Se observa una afectacion de la proliferacion celular con el
tratamiento con porina OmpC CD154 a las 6, 12 y 24 horas (p= 0.005).
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El tratamiento con la proteina quimérica OmpC CD154 induce apoptosis
dependiente de activacion de caspasas en la linea celular de LNH Raji.

Como se menciond previamente, resultados en nuestro laboratorio muestran que el
tratamiento con la proteina quimérica OmpC CD154 de lineas celulares de LNH
induce apoptosis determinado por tinciones con loduro de Propidio y Anexina V
(Figura 14). En este trabajo nos dimos a la tarea de determinar la via de induccion
de apoptosis en la linea celular de LNH Raji. Para evaluar la posible via de induccién
de apoptosis en esta linea celular analizamos la presencia de caspasas activas por
western blot. Considerando que la proteina quimérica OmpC CD154 se une a la
proteina CD40 expresada en la membrana celular de las lineas celulares de LNH
donde ejerce su efecto bioldgico, analizamos en un principio la via de induccion de
apoptosis mediada por receptores, analizando la activacion de Caspasa 8. Como
se muestra en la Figura 12, la proteina quimérica OmpC CD154 es capaz de inducir
una disminucidn de la pro-caspasa 8, lo que nos indica que induce el procesamiento
de la pro caspasa a caspas 8 activa. La proteina OmpC no induce procesamiento
de la pro-caspasa 8 al igual como el control, mientras que el control positivo la
proteina recombinante CD154 si lo hace. Se analiz6 el procesamiento de la pro-
caspasa 8 por Western Blot (Figura 12 A). El analisis desitométrico Mediante el uso
del software ImageStudioLite 4.0® se confirma que existe una disminucién de la
pro-caspas 8 en las células tratadas con la proteina OmpC CD154 (FIGURA 12 B)

Control OmpC OmpC CD154 CD4oL

Pro-Caspasa 8
(45 y 57 KDa)

CASPASA 8 (COMPLETA)
DENSIDAD OPTICA

Densitometria Optica (UA)

Control OmpC OmpC CD154 cD4aoL
Figura 12. Procesamiento de la pro-caspasa 8. A) Se muestra la banda correspondiente a la caspasa 8 completa posterior
al tratamiento con proteina quimerica OmpC CD154, OmpC, CD40L y control. La expresion disminuye con el tratamiento de
OmpC CD154 y el control positivo CD40L.B) Se evalu6 por densitometria de pixeles con el uso del software Image Studio Lite
4.0 ® la expresion de Pro-caspasa en células Raiji con las diferentes condiciones Control, OmpC, OmpC CD154, CD40L. Se
evidencié una mayor expresion de la caspasa 3 activa con OmpC CD154 y el control positivo CD40L
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Caspasa 9

En este estudio también analizamos la posible participacion de la via intrinseca de
la apoptosis. Por lo que analizamos la posible induccion del procesamiento de la
caspas 9 por el tratamiento con la proteina quimérica OmpC CD154. Se analizé el
procesamiento de la pro-caspasa 9 por Western Blot (Figura 13 A). En comparacion
con los tratamientos con la porina OmpC y el la proteina humana recombinante de
CD154. Interesantemente el tratamiento con la proteina quimerica OmpC CD154
también induce un procesamiento de las pro-caspasa 9 de manera muy similar con
el control positivo. La pro-caspasa nueve mostré disminucion mayor al que se
produce en las otras condiciones antes mencionadas. Mediante el uso del software
ImageStudiolLite 4.0® se realiz6 un analisis densitométrico para evaluar la presencia
de la pro-caspasa 9 y se comparé con los diferentes tratamientos
Control OmpC OmpC CD154 CD40L

Pro-caspasa 9 (37KDa)

GAPDH (37KDa)

CASPASA 9
(DENSIDAD OPTICA)

Densitometria Optica (UA)

Control OmpC OmpC CD154 CcD4aoL

Figura 13. Induccion del procesamiento de la pro-caspasa 9 por el tratamiento con la proteina quimérica OmpC
CD154. A) Se muestra la banda correspondiente a la pro-caspasa 9 posterior al tratamiento con porina OmpC CD154, OmpC,
CDA40L y control. La expresion disminuye con el tratamiento de OmpC CD154 y el control positivo CD40L. B). Se evalué por
densitometria de pixeles con el uso del software Image Studio Lite 4.0 ® la expresion de la pro- caspasa 9 en células Raji
tratadas con las diferentes condiciones Control, OmpC, OmpC CD154, CD40L. Se evidencié una disminucion de la expresion
de la caspasa 9 con OmpC CD154 y el control positivo CD40L
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Caspasa 3

Con la finalidad de conocer si la activacion de ambas vias de induccion de apoptosis
(intrinseca y extrinseca) determinadas por el procesamiento de las caspasas 8 y 9
respectivamente conllevaba a la subsecuente activacion de la caspasa efectora 3,
analizamos la activacion de la pro-caspasa 3 por western blot en células tratadas
con la proteina quimerica OmpC CD154. Como se muestra en la Figura 14 la
proteina OmpC CD154 induce activacién de la pro-caspasa 3 de forma similar al
control positivo y lo que no sucede con la porina OmpC. Se observa una clara
disminucion de la pro-caspasa 3 y un ligero incremento en la caspasa 3 activa
(17KDa). Al igual que en los casos de las caspasas 8 y 9 se realiz6 un analisis
densito métrico mediante el uso del software ImageStudioLite 4.0® y se evalud la

presencia de la caspasa 3 activa y se comparo por analisis de densitomeria de
pixeles los diferentes tratamientos.

Control OmpC OmpC CD154 CD4oL

Pro-Caspasa 3 (32KDa)

Caspasa 3 (17KDa)

g eSS gt ©-5ctina (42 KDa)

C ASPASA 3
(DENSIDAD OPTICA)

Densitometria de Pixeles (UA)

Control OmpC OmpC CD154 CD40L

Figura 14. Induccién de la activacion de Caspasa 3 mediante el tratamiento con la proteina quimérica OmpC CD154
en la linea celular de LNH Raji. A) Se evalud la expresion de caspasa 3 activa por western blot en células Raji con los
diferentes tratamientos. Se usé beta-actina como control de carga. B) Se evalué por densitometria con el uso del software

Image Studio Lite 4.0 ® la expresion de caspasa 3 activa en células Raji con las diferentes condiciones Control, OmpC, OmpC
CD154, CD40L.




BID

Dados los resultados obtenidos en los cuales se observo una activacion de caspasa
nueve que pertenece a la via intrinseca, asi como de caspasa 8 que es de la via
extrinseca; se procedid a analizar la proteina BID la cual se ha reportado como
vinculo entre ambas vias de apoptosis mediada por caspasas. Esta proteina
funciona al truncarse para posteriormente actuar sobre la mitocondria para iniciar la
liberacion de proteinas que conllevaran a apoptosis con la formacion del
apoptosoma, finalizando con la activacion de caspasa 3. Analizamos entonces la
expresion de BID la cual se encuentra claramente disminuida en presencia de
proteina quimérica OmpC CD154 y CD40L en comparacion con el control y con
OmpC. (FIGURA 15 A). Se realiz6 también un analisis densitométrico con el
software ImageStudiolLite 4.0®. Para comparar por densitometria de pixeles la
expresion de BID (FIGURA 15B)

Control OmpC OmpC CD154 CD40L
BID (22KDa)
GAPDH (37KDa)
BID
(DENSIDAD OPTICA)
CONTROL OMPC OMPCCD154 CD40L

Figura 15 A.. Expresion de BID. Se evaluo la expresion de la proteina BID posterior al tratamiento con porina OmpC CD154,
OmpC, CD40L y control por western Blot. La expresién disminuye con el tratamiento de OmpC CD154 y el control positivo
CD40L. B) Se evalué por densitometria de pixeles con el uso del software Image Studio Lite 4.0 ® la expresion de BID en
células Raji con las diferentes condiciones Control, OmpC, OmpC CD154, CD40L. Se evidencié una disminucién de la
expresién de BID con OmpC CD154 y el control positivo CD40L




Phospo-SAP/INK

Finalmente se analizo la proteina JNK, la cual esta reportada como responsable de
activar a la caspasa 8 al fosforilarse como consecuencia de la interaccion
CD40/CD154. Por esta razon se analizé mediante westernblot la expresién de la
proteina JNK fosforilada. En comparacion con los tratamientos con porina OmpC y
el ligando humano recombinante de CD40. Fosfo-SAP/JNK mostré aumento mayor
al que se produce en las otras condiciones antes mencionadas. (FIGURA 16 A).
Mediante el uso del software ImageStudioLite 4.0® se evalud la presencia de fosfo-

SAP/JNK activa y se comparé por analisis de densitometria de pixeles los diferentes
tratamientos (Figura 16 B).

Control OmpC OmpC CD154 CDAOL

Fosfo-SAP/INK
(54KDa)

GAPDH (37KDa)

FOSFO-SAP/JNK
(DENSIDAD OPTICA)

Densitometria de Pixeles (UA)

Control OmpC OmpCCD154 cD4aoL

Figura 16 A. Expresion de JNK.A) Se muestra la banda correspondiente a la JNK fosforilado posterior al tratamiento con
porina OmpC CD154, OmpC, CD40L y control. La expresion aumenta con el tratamiento de OmpC CD154 y el control positivo
CD40L. B). Se evalu6 por densitometria de pixeles con el uso del software Image Studio Lite 4.0 ® la expresion de BID en
células Raji con las diferentes condiciones Control, OmpC, OmpC CD154, CD40L. Se evidencié una disminucién de la
expresién de BID con OmpC CD154 y el control positivo CD40L




Discusion de Resultados

A lo largo del estudio de la biologia del linfoma, diversos estudios han implicado la
participacion de CD40 con su desarrollo, asi como en otros tipos de cancer y es
mediante su interaccion con su ligando CD154 que se cree induce un papel
oncogénico. De manera normal la interaccion de CD40/CD154 es importante para
el desarrollo, promocion, crecimiento y sobrevida de los linfocitos B, asi también
esta involucrado en el cambio de isotipo y produccion de anticuerpos. “°Asi también
se ha demostrado que es esencial para la activacidén y diferenciacién de otras
células como células dendriticas y linfocitos T CD8 (Ridge et al., 1998; Bennett et
al., 1998). En procesos malignos CD40 tiene una importante participacion. Ya que
se ha demostrado que en procesos malignos la presencia de CD154 soluble es
crucial para la permanencia y malignidad de cancer de pulmén Diferentes estudio
han demostrado que el uso de anticuerpos dirigidos contra CD40 ha tenido un efecto
positivo en el tratamiento contra el cancer. ?’.Ya sea por no permitir su interaccion
con su ligando CD154 o por un efecto directo del anticuerpo. Luego entonces, CD40
es un blanco terapéutico importante para el desarrollo de nuevas estrategias.
Considerando estas observaciones , dentro del grupo de trabajo se desarroll6 la
modificacion por inserciéon de aminoacidos de una regién de CD154 que se ha
demostrado es la implicada en la unién con CD40 en la porina OmpC de Salmonella
typhi. Esta proteina quimérica denominada OmpC CD154, ha demostrado
capacidad para unirse de manera efectiva a su receptor CD40. “°Estudios previos
en el laboratorio Demostraron que la proteina quimérica OmpC CD154 es capaz de
inducir inhibicién de la proliferacién y viabilidad celular en lineas celulares de LNH,
asi como de muerte celular por apoptosis. Sin embargo se desconocia la via o las
vias de induccion de apoptosis de esta proteina, por lo que el objetivo de este trabajo
fue determinar el mecanismo por el cual se produce la apoptosis de la linea celular
Raji mediante el tratamiento con la porina OmpC CD154.

La proteina quimérica OmpC CD154 demostré tener capacidad de disminuir la
viabilidad celular de la linea celular Raji en comparacion con los controles como la
porina OmpC nativa, esto de manera consistente con resultados previos en el
laboratorio. También fue consistente con su capacidad de inhibir la proliferacion
celular, y nuevamente el efecto de la proteina quimérica es de forma significativa al
de los controles. Con lo que podemos concluir que el tratamiento con la OmpC
CD154 tiene un efecto importante en las linea celular Raji de Linfoma no Hodgkin.
Como ya se menciond el principal objetivo de este trabajo fue determinar el
mecanismo por el cual la proteina quimérica OmpC CD154 induce apoptosis. Por lo
que se determind la activacidén de caspasa 3 ya que es considerada como un punto
de no retorno en el proceso de apoptosis. Se observé que el tratamiento con OmpC
CD154 tiene un efecto muy evidente en la activacién de esta caspasa en la linea
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celular Raji. La disminucion de la Pro-caspasa 3 aunada al aumento de la caspasa
3 activa nos indica que el tratamiento induce apoptosis mediada por caspasas.
CDA40 es un receptor de membrana miembro de la superfamilia del receptor TNF, lo
que lleva a pensar que la apoptosis ocurre por via extrinseca, para ello se analizd
la expresion de pro caspasa 8. Posterior al tratamiento con las diferentes
condiciones se encontré que OmpC CD154 es capaz de producir una disminucion
de la pro-caspasa 8 similar al control positivo del ligando recombinante de CD40, lo
cual indica que esta via se activa al tratamiento con OmpC CD154. Asi también se
analizé la presencia de la caspasa 9 activa. Los resultados no fueron contundentes
para la activacion de esta caspasa. Con base en estos resultados se decidié analizar
el procesamiento de la proteina BID la cual ha sido reportada como union entre las
dos vias de apoptosis mediada por caspasas. BID es procesada por la caspasa 8 y
posteriormente BID actua sobre la caspasa 9. Se evalué el efecto de OmpC CD154
sobre BID, para ello se buscé la presencia de la proteina BID procesada, hallando
que se encuentra truncada en el caso de OmpC y CD40L. Como se sabe la
activacion de BID ocurre tras su procesamiento (truncamiento). Se analizé también
la pro-caspasa 9 encontrando una evidente disminucion de la proteina, esto
confirma la participacién de la via intrinseca. Finalmente esto nos muestra que el
tratamiento con OmpC CD154 es capaz de producir apoptosis mediante via
extrinseca e intrinseca.

A pesar de la diferencia de inicio de la via intrinseca y la extrinseca, estas convergen
en la activacion de caspasas efectoras. Ademas, existe un entrecruzamiento de las
dos vias, en donde la muerte por via extrinseca puede llevar también a la muerte
por la via intrinseca. En algunas células, solamente una pequefia cantidad de FADD
y C-8 son reclutados al DISC, por lo que la activaciéon de C-8 es insuficiente para
llevar a cabo la apoptosis; por esto, se requiere el involucramiento de la mitocondria
para generar la apoptosis. La sefalizacion apoptética mediada por el receptor de
muerte puede activar la via mitocondrial a través de la proteina BID, de un solo
dominio BH3. La C-8 activada en el DISC es suficiente para procesar (o “cortar”) a
BID en el citosol generando a tBID (BID procesada) el cual se transloca a la
mitocondria permitiendo la disfuncién mitocondrial y la formacién del apoptosoma,
finalizando en la apoptosis

Con el fin de confirmar la activacion de la via extrinseca y con base en otros estudios
publicados, en los cuales se evidencia que la fosforilacion de JNK precede a la
activacion de la caspasa 8, que posteriormente lleva a apoptosis 4 Se analizo el
efecto de OmpC CD154 en la proteina JNK. Se encontré que la fosforilacion de JNK
ocurre al tratamiento con OmpC CD154 y CD40L.
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Estos hallazgos permiten argumentar que la proteina quimérica OmpC CD154 es
capaz de producir apoptosis mediada por caspasas mediante la activacion de la via
extrinseca como intrinseca. Asi como una disminucion de la proliferacion y viabilidad
celular en la linea celular de Linfoma no-Hodgkin Raji

En el siguiente diagrama se realiza una esquematizacion del mecanismo propuesto
con base en los hallazgos realizados

Apoptosis

Figura 17. Esquema de la via de apoptosis.
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Conclusiones

Los hallazgos aqui presentados son un indicio de la capacidad de la proteina
quimérica OmpC CD154 para disminuir la proliferacién celular asi como la viabilidad
celular. Como una consecuencia de la induccion de apoptosis por la interacciéon
directa con CD40 expresado en la membrana de la linea celular de LNH. Y esta
apoptosis es mediada por la activacién de caspasas involucrando ambas vias tanto
extrinseca como intrinseca por la participacion de BID.

Este estudio muestra indicios del valor potencial de OmpC CD154 como una
viable alternativa terapéutica en el tratamiento del Linfoma no-Hodgkin.
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