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RESUMEN

La quimioterapia es el tratamiento de primera linea contra cancer de mama, a pesar de
causar importantes efectos secundarios y de que las células tumorales desarrollan
farmacorresistencia. Las principales propuestas actuales proponen su uso combinatorio
con inmunoterapias, a fin de reducir las dosis requeridas para contrarrestar el proceso
tumoral, los efectos secundarios y de prevenir la resistencia. En ese sentido, el
Immunepotent-CRP (ICRP) es una inmunoterapia que in vitro ha mostrado inducir
citotoxicidad sinérgica en combinacién con ciclofosfamida (CYP), y mejorar la calidad
de vida en pacientes con cancer de mama cursando esquemas de quimioterapia
convencional. Con base en lo anterior, el objetivo de esta tesis fue describir el mecanismo
citotoxico del ICRP en combinacion con CYP en células de cancer de mama (MCF-7,
MDA-MB-231 y 4T1) y su efecto sobre células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) sanas. Paraello se analizaron el potencial citotoxico y caracteristicas bioquimicas
de muerte celular regulada (RCD), como alteraciones mitocondriales, activacion de
caspasas, alteraciones nucleares y morfoldgicas, asi como la capacidad de exposicion o
liberacion de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS); ademas, se determind el
efecto de la combinacién ICRP+CYP sobre PBMC.

Los resultados obtenidos permiten demostrar que el ICRP en combinacién con CYP
induce arresto del ciclo celular en células triple negativo (TNBC) y muerte celular
potenciada que se caracteriza por inducir pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), activacion de caspasas, degradacion
del ADN, cambios morfoldgicos, la exposicion de calreticulina y liberacion de ATP.
Ademas, se determind que la muerte celular inducida por el ICRP+CYP depende de la
produccion de ROS y no de las caspasas en células de cancer de mama. Por otro lado, el
ICRP no afectd la citotoxicidad inducida por la CYP sobre las PBMC.

Por todo lo anterior, se puede proponer a la combinacion del ICRP con CYP como una
terapia combinatoria efectiva, promoviendo su uso aun en células tumorales que tengan
defectos en las proteinas implicadas en la via de muerte apoptotica; y con potencial en el

contexto de inductores de muerte celular inmunogeénica.



ABSTRACT

Chemotherapy remains a mainstay in breast cancer treatment, in spite of harmful adverse
effects and that tumoral cells often became resistant. Current main proposes suggest the
integration of immunotherapies in combined therapies in order to reduce the doses
required for tumor eradication, to reduce adverse effects and to avoid treatment-resistance.
From this perspective, IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) is an immunotherapy that has
proven synergic cytotoxicity in combination with cyclophosphamide (CYP), besides
increasing quality of patient’s life during conventional chemotherapy. Based on the above,
the objective of this thesis was to evaluate the mechanism of cytotoxicity induced by ICRP
in combination with CYP in breast cancer cells (MCF-7, MDA-MB-231 and 4T1), and to
determine the effect of the ICRP+CYP treatment in peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). To this end, cytotoxic potential and regulated cell death (RCD)-biochemical
characteristics were analyzed, such as mitochondrial alterations, caspases activation, cell
death effectors, nuclear alterations and morphology phenotype, as well as damage
associated molecular patterns (DAMPs)-exposure or release, beside, the effect of the
ICRP+CYP combination in PMBC was determined.

The results obtained allow us to demonstrate that ICRP in combination with CYP induces
cell cycle arrest in triple negative breast cancer cells (TNBC) and potentiated cell death
that is characterized by the loss of mitochondrial membrane potential, reactive oxygen
species (ROS) production, caspases activation, DNA degradation, morphologic changes,
calreticulin exposure and ATP release. In addition, it was determined that ICRP+CYP-
cell death is ROS-dependent in MDA-MB-231 and 4T1 cells, and caspases-independent
in all of the breast cancer cells assessed. On the other hand, ICRP didn’t affect CYP-
cytotoxicity in PBMC.

For all the above, we can propose that the combination of ICRP with CYP is an effective
combination therapy, promoting their use even in tumoral cells with defects on proteins
implicated in the apoptotic-pathway; and as a therapeutic strategy with potential as an

immunogenic cell death-inductor.



1. INTRODUCCION

El término “muerte celular regulada” (RCD) se refiere a un tipo de muerte que se
fundamenta en una dedicada maquinaria molecular que puede ser modulada mediante
intervenciones farmacoldgicas o genéticas (Galluzzi et al. 2018). Es bajo este término que
los tratamientos convencionales buscan atacar el cancer, resaltando a las quimioterapias,
las cuales contintan siendo la principal opcion terapéutica para el cancer de mama,
incluyendo al subtipo TNBC, a pesar de los multiples efectos secundarios (Bae et al.
2018). Las tendencias actuales proponen el uso de las terapias combinatorias, una
modalidad de tratamiento que combina dos 0 mas agentes terapéuticos los cuales
potencian la eficacia del agente individual, fundamentado en inducir muerte en una
manera sinérgica o aditiva. Este enfoque potencialmente reduce la resistencia a la muerte
celular mientras que simultdneamente provee beneficios terapéuticos como la reduccion
de los efectos adversos (Mokhtari et al. 2017). Estudios actuales han revelado que ademas
de la citotoxicidad de las quimioterapias, como la ciclofosfamida (un agente
antineoplasico de primera linea para cancer de mama), estos agentes también pueden
provocar efectos inmunopotenciadores al liberar antigenos tumorales, facilitando su
interaccion con inmunoterapias, por lo que la integracion de estos métodos potencialmente
complementarios representa una efectiva estrategia contra el cancer (Luo et al. 2019).

En ese sentido, el IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) es una inmunoterapia que in vitro
ha demostrado inducir efecto citotoxico en diversas lineas celulares incluyendo las lineas
de cancer de mama: MCF-7, BT-474 y MDA-MB-453 y sin afectar la viabilidad de celulas
mononucleares de sangre periférica (Franco Molina et al. 2006). Estudios evidenciaron
que el ICRP induce muerte celular regulada dependiente de ROS e independiente de
caspasas en células HelLa, y A549, caracterizada por dafio mitocondrial, produccion de
ROS, y arresto del ciclo celular en fase G2/M (Martinez Torres et al. 2018, 2019).

En relacion con la quimioterapia, estudios en fase clinica con el ICRP han demostrado
que es capaz de mejorar la calidad de vida en pacientes con cancer de pulmon y cancer de
mama que cursaban esquemas de quimioterapias convencionales, observando un aumento

de los leucocitos totales y las subpoblaciones de los linfocitos (Franco Molina et al. 2008;



Lara et al. 2010). Ademas, el ICRP ha demostrado inducir mieloproteccion en modelos
murinos tratados con 5-fluoracilo (Coronado Cerda et al. 2016).

Posteriores estudios demostraron que el tratamiento con la combinacion de ICRP con
oxaliplatino (OXP) incremento el efecto citotoxico en contra de la linea de melanoma
murino, B16F10, inducido por ambos agentes de manera independiente. Ademas, el
tratamiento con ICRP indujo la exposicion y liberacion de DAMPS que se incrementé con
la combinacion de ICRP+OXP (Rodriguez Salazar et al. 2017).

Mas recientemente, se evalud el efecto sinérgico del ICRP en combinacién con
guimioterapias de primera linea en cancer de mama, ciclofosfamida (CYP) y epirubicina
(EPI) en las lineas humanas de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, evaluando la
inhibicidn, la muerte y la morfologia celular de combinaciones no constantes y constantes
de ICRP con CYP o EPI, mostrando que en contraste con los agentes individuales, la
combinacion de CYP o EPI con ICRP incrementd sinergicamente la inhibicion de la
viabilidad en ambas lineas celulares (Guzman Aguillon 2018).

Finalmente, en otro estudio reciente se determino que el ICRP en combinacion con la
poliquimioterapia Doxorrubicina/Ciclofosfamida es capaz de modular el microambiente
tumoral, al tiempo que disminuye el volumen tumoral y prolonga la sobrevida en un
modelo murino de cancer de mama TNBC (Santana Krimskaya et al. 2020).

Estos resultados ofrecen evidencia de los efectos benéficos del ICRP en combinacion
con quimioterapia, al incrementar su efecto citotoxico; abriendo una nueva ventana
terapéutica para el tratamiento del cancer de mama.

Por lo que esta tesis se enfoco en dilucidar el mecanismo molecular de la sinergia
inducida por el ICRP en combinacién con ciclofosfamida con el fin de tener mayores

bases para promover su utilizacion y sus beneficios.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

De acuerdo con la OMS, el céncer es el proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolados de células y representa una de las principales patologias a nivel mundial
(OMS, Cancer, 2020). Existen multiples mecanismos que conducen al desarrollo y
progresion tumoral.

Los “sellos distintivos del cancer” descritos por Hanahan y Weinberg en el 2011
proveyeron un mayor entendimiento de la complejidad de las enfermedades neoplésicas y
su conocimiento, puede conducir a multiples aplicaciones de estos conceptos, como el
desarrollo de nuevas formas de tratar el cancer. Estos sellos incluyen sefializacion
proliferativa sostenida, evasion de los supresores de crecimiento, evasion a la destruccion
por el sistema inmune, adquisicion de inmortalidad replicativa, inflamacién promovida
por el tumor, activacion de invasion y metéstasis, induccién de angiogénesis, inestabilidad
gendmica, evasion a la muerte celular y desregulacion energética celular.

Estos sellos distintivos se ilustran en la figura 1.

Sefializacion Evasién
proliferativa supresores de
sostenida crecimiento

Desregulacion
energética

inmune
celular

Evacion de
apoptosis

Adquisicién de
inmortalidad
replicativa

Inflamacion
promovida por
el tumor

Induccién de Activacion de invasion
angiogénesis y metéstasis

Figura 1. Sellos distintivos del cancer. Modificado de Hanahan y Weinberg, Cell 2011. Fuente: Sanchez
N., 2013

Los cinco tipos de cancer que causan un mayor numero de fallecimientos son los
siguientes:
e Pulmonar (18.4%)



e Colorrectal (9.2%)
e Gastrico (8.2%)
e Hepatico (8.2%)

e Mamario (6.6%) (OMS, 2018).

Cabe sefialar que la incidencia de cancer de mama esta aumentando en el mundo.
Aunque reducen en cierta medida el riesgo, las estrategias de prevencién no pueden
eliminar la mayoria de los casos de cancer de mama que se dan en los paises de ingresos
bajos y medios, donde el diagnostico se hace en fases muy avanzadas.

Las estrategias de deteccidon precoz recomendadas para los paises de ingresos bajos y
medios son el conocimiento de los primeros signos y sintomas, y el cribado basado en la
exploracién clinica de las mamas y mediante mamografias (OMS, 2018).

En la figuras 2, se presentan algunas cifras relacionadas al perfil oncoldgico a nivel
mundial.

Number of new cases in 2018, both sexes, all ages

Number of deaths in 2018, both sexes, all ages

Lung
2093 876 (11.6%) Lung

1761007 (18.4%)

Breast
2 088 849 (11 6%)

Other cancers
3422 417 (35.8%)
Other cancers
7753 946 (42.9%) Colorectum

1849 518 (10.2%)

Prostate Prostate

1276106 (7.1%) 358 989 (3.8%)
Stomach Pancreas
1033 701 (5.7%) 432 242 (4.5%)

Oesophagus Liver Oesophagus Breast
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Colorectum
880 792 (9.2%)

Stomach
782 685 (8.2%)

Cervix uteri
569 847 (3.2%)

Liver
781 631 (8.2%)

Total: 18 078 957 cases Total: 9 555 027 deaths

Figura 2. Namero de casos nuevos y de mortalidad por cancer en ambos sexos y todas las edades a
nivel mundial. (OMS, Cancer, 2018)

2.2 Cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea producida por la
interaccion entre multiples factores (Garcia Foncillas, 2001), es el tipo de cancer mas
comun entre las mujeres en todo el mundo, pues representa el 16% de todos los canceres
femeninos (OMS, 2018).

En el cancer de mama la extension del cancer al momento del diagnostico, determina
el estadio, el cual es esencial para los lineamientos de las opciones terapéuticas y

prognosis, la cual recae también en la presencia de receptores de estrogeno (ER),



receptores de progesterona (PR), los niveles de receptor de factor de crecimiento
epidermal humano (HER2, una proteina promotora de crecimiento) y/o sobreexpresion
del gen HER2. De acuerdo con el sistema de estadificacion, el cancer de mama se puede
clasificar en:
e In situ, se refiere a la presencia de células anormales que estan confinados en la
capa de células donde se originaron.
e Local, se refiere al cancer invasivo que esta confinado en la mama.
e Regional, se refiere al cancer que se ha esparcido al tejido circundante y/o ganglios
linfaticos cercanos.
e Distante, se refiere al cancer que se ha esparcido a 6rganos distantes y/o nodulos
linfaticos, incluyendo nédulos arriba de la clavicula (ACS, 2019).

Estos estadios se ilustran en la figura 3:

stage | stage Il stage Il stage IV

Figura 3. Clasificacion convencional de los estadios de cAncer de mama. Ridah, 2019

A su vez, el cancer de mama se puede agrupar segun la clasificacion patoldgica
convencional que las asocia de acuerdo con su histologia en: lesiones in situ y lesiones
invasivas. Las lesiones in situ (que no traspasan membrana basal), se dividen en carcinoma
ductal in situ (DCIS) y carcinoma lobular in situ (LCIS) (Li C. et al. 2005). LCIS
generalmente se considera como una condicion benigna sin el potencial para progresar a
cancer invasivo. Por otra parte, DCIS es un precursor de cancer invasivo, aungue no todos
progresan. Las lesiones invasivas agrupan un conjunto de aproximadamente 81% de los
canceres de mama infiltrantes, lo que significa que las células anormales han roto la pared
de las glandulas o ductos donde se originaron y crecen alrededor del tejido mamario; el

mas comun es el carcinoma lobular invasivo, representando cerca del 15% de los canceres



invasivos, ademas de carcinoma tubular, mucinoso, cribiforme, papilar e inflamatorio, los
cuales no son comunes, pero estan asociados con prognosis favorables (ACS, 2019).

La heterogeneidad celular y molecular del cancer de mama y el largo nimero de genes
involucrados en el control del crecimiento, diferenciacion y muerte celular alterados,
enfatiza la importancia de estudiar las alteraciones génicas en conjunto. Gracias a
tecnologias que permiten identificar la expresién simultdnea de genes mdltiples
(microarray), en el afio 2000, Perou y colaboradores iniciaron el estudio de la expresion
génica del cAncer de mama y lograron caracterizar esta enfermedad altamente heterogénea
en cuatro principales subtipos moleculares, los cuales recibieron el nombre de subtipos

“intrinsecos” (Perou, et al., 2000).

2.2.1 Subtipos moleculares de cancer de mama
2.2.1.1 Luminal A (ER+ PR+ HER2-)

Es el subtipo molecular de cancer de mama méas comun y tiende a ser de proliferacion

mas lenta y menos agresivo que otros subtipos. Los tumores Luminal A estan asociados
con la prognosis mas favorable en parte porque usualmente responden a la terapia
hormonal. Tiene un porcentaje de sobrevivencia de 92%.

2.2.1.2 Luminal B (ER+ PR +/- HER2+)

Ademaés de ser receptores hormonales positivos (HR+), este subtipo fue originalmente

caracterizado por siempre ser positivo a HER2 (HER2+), pero mas recientemente ha sido
definido por ser altamente positivo para la proteina Ki67 (un indicador de un gran niUmero
de células dividiéndose activamente) y/o HER2. Los canceres Luminal B, tienden a ser
mas agresivos que los luminal A y ademas estan asociados con prondsticos pobres. Tiene
un porcentaje de aprox. 89%.

2.2.1.3 Her2 enriquecido (ER- PR- HER2+)

En el pasado, este subtipo tenia la peor prognosis; sin embargo, el amplio uso de terapia

dirigida para canceres HER2+ ha incrementado substancialmente el prondstico para estos
pacientes. Su porcentaje de sobrevivencia es de aproximadamente 83%.
2.2.1.4 Basal-Like (ER- PR- HER2-)

Este subtipo es también llamado cancer de mama triple negativo (TNBC) porque son

receptor estrogeno y progesterona negativos y HER2 negativo. La mayoria (cerca del



75%) de los TNBC recaen dentro del subtipo basal-like definido por el perfil de expresién
génica. TNBC tienen el mas pobre pronostico de los otros subtipos, en parte porque los
avances en el tratamiento han quedado rezagados con respecto a otros subtipos

moleculares (ACS, 2019). Tiene un porcentaje de sobrevivencia de 77% aprox.

Sorlie en el 2003, utilizé esta clasificacion para agrupar los subtipos moleculares conforme
su respuesta al tratamiento en: i) neoplasias de bajo grado o “luminales” (por su semejanza
en la expresion génica con las células endoteliales del lumen ductal), aquellas que expresan
RE y RP; y en ii) neoplasias de alto grado o “basales”, semejantes a las mioepiteliales,
aquellas que no expresan RE ni RP, pero en las cuales hay sobre-expresion o amplificacién
de HER2.

En 2010, Subik y colaboradores, partiendo de lo propuesto por Perou y colaboradores en
2000, caracterizaron la expresion genética de las lineas celulares de cancer de mama
existentes, catalogandolas en subtipos intrinsecos. Multiples investigaciones correlacionan los
resultados experimentales encontrados en lineas celulares con las muestras tumorales de
pacientes catalogadas con el mismo subtipo molecular, ofreciendo materia prima fidedigna
para la investigacion traslacional de nuevos tratamientos en etapas preclinicas (Subik et al.
2010).

En ese sentido, la linea celular MCF-7, fue establecida en 1973 aislada de una efusion
pleural de una mujer de 69 afios con enfermedad metastasica. Es ER y PR positiva y pertenece
al subtipo molecular luminal A. Es una linea pobremente agresiva y no invasiva, considerada
por tener baja capacidad de migracion y bajo potencial metastasico. La informacidn disponible
sugiere niveles elevados de inestabilidad genética en las células MCF-7, ya que contienen una
fraccion de células madre que pueden generar variabilidad clonal; se ha propuesto esto como
explicacion para la heterogeneidad de esta linea celular y como un modelo para la
heterogeneidad de los tumores mamarios. Las células MCF-7 contienen cantidades
significativas del receptor 17p-estradiol y la expresion de PR es fuerte e incrementan la
expresion de ER en la ausencia de estrégenos, ademas, se considera una linea celular que
expresa moderadamente receptor de factor de crecimiento epidermal (EGFR). Las células
MCF-7 exhiben caracteristicas de epitelio mamario diferenciado; son positivas para
marcadores epiteliales, tales como E-cadherina, p-catenina y citoqueratina 18 (CK18); y

negativas para marcadores mesenquimales, tales como vimentina y actina de masculo liso



(SMA), también mantienen la expresion de otros marcadores moleculares especificos de capas
epiteliales naturales, tales como las claudinas. Las células MCF-7 son deficientes de CD44
(un receptor de adhesion de superficie involucrado en la progresion y metastasis (Senbanjo y
Chellaiah 2017)). Las células MCF-7 proliferan y forman colonias con forma epitelial
poligonal tipica en contacto cercano unas con otras. Ademas, esta linea celular tiene bajo
potencial angiogénico (Comsa et al. 2015); ademas presenta mutaciones en CDKN2A y
PIK3CA (Kenny et al. 2007).

Por otro lado, la linea celular MDA-MB-231 es una linea humana de cancer de mama
epitelial que fue establecida de la efusion pleural de una mujer caucésica de 51 afios con
adenocarcinoma mamario metastasico, y es una de las lineas celulares de cancer mas
comunmente usadas en laboratorios de investigacion medica. Es altamente agresiva, invasiva
y pobremente diferenciada, carece de expresion de ER, PR y de amplificacion del HER2, fue
inicialmente clasificada como del subtipo “basal”, sin embargo, ahora es reconocida como
perteneciente el subtipo de TNBC que exhibe regulacion a la baja de claudinas (3 y 4), baja
expresion del marcador de proliferacion Ki-67, enriquecida con expresion de marcadores
asociados con la transicion epitelial-mesenquimal y la expresion de caracteristicas asociadas
con células madre de cancer mamario (MCSCs), tales como un fenotipo CD44+ CD24-/bajo
(ECACC 2017; Ghuwalewala et al. 2016). Presenta mutaciones en BRAF, CDKN2A, Kras y
p53. La morfologia es estrellada, distinguida por su fenotipo invasivo en cultivo con
prolongaciones que sirven como puente entre multiples colonias celulares. Esta linea celular
carece de E-cadherina, reflejando las interacciones célula-célula mas limitadas observadas en
las colonias celulares (Kenny et al. 2007). La linea MDA-MB-231 es altamente metastasica y
ha sido reportada por migrar primariamente a hueso, pero ocasionalmente a cerebro, ovario y
glandulas adrenales (Chen et al. 2019).

Mientras los modelos celulares humanos pueden aproximar el crecimiento tumoral
primario, en los ratones la replicacion del comportamiento es més problematico y algunas
veces se pueden observar caracteristicas inesperadas. En contraste, los modelos celulares
tumorales murinos muestran caracteristicas mas similares a las observadas en pacientes con
cancer al momento de trasladarlas a analisis en modelos animales (Tao et al. 2008). La linea
4T1, es considerada como un modelo triple negativo, ya que ademéas de que carece de
receptores hormonales de estrogeno y progesterona, carece de la expresion de p53
(Sztalmachova et al. 2015). Originalmente fue una de 4 sublineas derivadas del tumor 410.4,

la cual fue aislada de un tumor mamario surgido espontaneamente de un raton de la cepa
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BALB/c criado con una madre C3H (BALB/ BfC3H). La linea 4T1 fue seleccionada sin
mutagénesis por su resistencia a 6-thioguanina, presenta multiples caracteristicas que la hacen
adecuada para experimentos en modelos animales (Pulaski y Ostrand-Rosenberg 2000) y ha
sido usada incrementadamente en los uUltimos afios debido a su alta propension a hacer
metastasis a pulman, higado y hueso, sitios conocidos por ser afectados en cancer de mama
humano. Las células 4T1 han sido descritas por ser migratorias e invasivas a pesar de la
expresion del marcador epitelial E-cadherina (Chen et al. 2019). Es altamente tumorigénica y
poco inmunogénica con caracteristicas de crecimiento y metastasis de células tumorales
similares a las de glandulas mamarias humanas en estadio IV. Morfologicamente, el
carcinoma 4T1 muestra crecimiento epitelial maligno en arreglo sélido, caracterizado por la

proliferacion de células pleomorficas e indice altamente mitotico (Garcia et al. 2014).

Bajo este panorama, el diagndstico correcto del cancer de mama es esencial para poder
prescribir un tratamiento adecuado y eficaz, porque cada subtipo requiere un protocolo
especifico que puede abarcar una 0 méas modalidades, tales como la cirugia, la radioterapia
o0 la quimioterapia (OMS, 2018).

2.3 Tratamientos para cancer de mama
La decision de tratamiento se tomando considerando la etapa y las caracteristicas
bioldgicas del cancer, la edad del paciente, el estado y los riesgos y beneficios asociados con

cada opcion.

2.3.1 Cirugia
El objetivo principal de la cirugia es remover el cancer y determinar su estadio. La

cirugia terapéutica involucra mastectomia (remocién quirtrgica de la mama completa) o
cirugia conservadora de mama (BCS). Con BCS (también conocida como mastectomia
parcial), sélo el tejido canceroso, ademas un borde del tejido normal (margen del tumor),
es removido. BCS generalmente no es una opcion para aquellos con alta relacion tumor-
seno o canceres inflamatorios o localmente avanzados. En la mayoria de los casos, BCS
es seguido por radiacién al seno; la mastectomia también puede ser seguida por radiacion.
La BCS y la mastectomia generalmente se acompafian de la extraccion de uno o algunos

ganglios linfaticos regionales de la axila para determinar si la enfermedad se ha



diseminado mas alla del seno. Este procedimiento identifica los ganglios linfaticos a los
que es mas probable que el cancer se disemine y se denomina biopsia de ganglios linfaticos
centinela (SLNB). La presencia de células cancerosas en ganglios linfaticos aumenta el
riesgo de recurrencia, por lo que los resultados del SLNB pueden ayudar a determinar si
se necesitara mas tratamiento. Algunas pacientes con cancer de mama deben someterse a
una cirugia mas extensa de ganglios linfaticos, llamada diseccion de los ganglios linfaticos
axilares (ALND) (ACS, 2019). La cirugia gque involucra la linfa axilar debe ser realizada
en todos los casos de carcinoma mamario invasor y se considerard opcional en los casos
en los que los pacientes tienen tumores con prondéstico favorable, en los que la terapia
adyuvante no se modificara, pacientes ancianos o con enfermedades asociadas graves (SS,
2009).

2.3.2 Radioterapia

La radioterapia es usualmente usada despues de la cirugia para destruir células
cancerosas remanentes en el cancer, pared toracica o el area bajo el brazo y reduce el
riesgo de recurrencia. BCS es casi siempre seguida de radioterapia a la mama. Algunos
pacientes a los que se les realizd mastectomia también se benefician de la radiacion si el
tumor mide mas de 5 cm, crece hacia los tejidos cercanos o si se encuentra cancer en los
ganglios linfaticos. La radioterapia se puede administrar como radiacion de haz externo,
radioterapia interna (braquiterapia) o una combinacion de ambas. El método depende del
tipo, estadio y ubicacién del tumor, asi como las caracteristicas del paciente. La radiacién
de haz externo es el tipo estandar de radiacion, mediante el cual la radiacién de una
maquina fuera del cuerpo se enfoca en el area afectada por el cancer. La braquiterapia usa
una fuente radioactiva colocada en catéteres u otros dispositivos que se colocan en la
cavidad que queda después de BCS y a veces es una opcidn para pacientes con canceres
de seno en etapa temprana. La evidencia acumulada sugiere que la radioterapia
administrada a dosis méas altas durante menos dias (conocida como irradiacion parcial
acelerada del seno) puede ser tan efectiva como la convencional (ACS, 2019).

Los pacientes con cirugia conservadora deben recibir radioterapia porque se reducen
en promedio del 20-25% las posibilidades de recurrencia local o regional. Los pacientes
con mastectomia, si el tumor mide méas de 5 cm y/o con 4 o méas ganglios positivos esta

indicada la radioterapia adyuvante (SS, 2009).
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2.3.3 Terapia Hormonal

El estrogeno, una hormona producida por los ovarios ademas de otros tejidos,
promueve el crecimiento de los canceres de seno HR+. Los canceres de seno HR+ pueden
tratarse con terapia hormonal para bloquear los efectos del estrogeno en el crecimiento de
las células de cancer de seno (ACS, 2019).

Para las mujeres premenopausicas, el tamoxifeno por 5 afios es el tratamiento
adyuvante estandar; sin embargo, para las mujeres posmenopausicas, la primera linea de
terapia enddcrina adyuvante con inhibidores de aromatasa por 5 afios es el tratamiento
hormonal preferido (SS, 2009).

2.3.4 Terapia Dirigida

Hay maultiples medicamentos disponibles para el tratamiento del subtipo HER2+.

Trastuzumab, el primer farmaco aprobado, es un anticuerpo monoclonal que se dirige
directamente a la proteina HER2. Se han desarrollado varios medicamentos mas nuevos
que se dirigen a la proteina HER2 y se pueden usar en combinacidn con trastuzumab o en
combinacién con quimioterapias como el paclitaxel en pacientes con TNBC.

Ademas de estos tratamientos existen terapias sistémicas (que viajan a través del
sistema circulatorio y trabajan a través de maltiples mecanismos) que cuando son dadas a
los pacientes antes de la cirugia, son llamadas terapias neoadyuvantes, sin embargo,
cuando son dadas a los pacientes después de la cirugia son llamadas terapias adyuvantes.
Una terapia sistémica que es la principal opcidn terapéutica para mujeres con cancer de

mama metastasico y para el subtipo TNBC es la quimioterapia (ACS, 2019).

2.4 Quimioterapia

La quimioterapia por definicion es el tratamiento para el cancer con agentes quimicos
o farmacos. Estos medicamentos son muy diferentes en su composicion quimica, el
esquema de tratamiento, la forma en que se administran, su efectividad para tratar ciertos
tipos de cancer y los efectos secundarios que podrian tener (ACS, 2019).

El beneficio de la quimioterapia depende de multiples factores, incluidos el tamafio del

tumor y la cantidad de ganglios linfaticos involucrados, asi como el subtipo molecular.
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Los canceres de mama triple negativo y los HER2+ tienden a ser mas sensibles a la
quimioterapia que los tumores HR+ (ACS, 2019).
Las quimioterapias pueden agruparse por su mecanismo de accion, su estructura quimica

y su relacion con otros farmacos en:

2.4.1 Agentes alquilantes

Los agentes alquilantes evitan que la célula se replique al dafiar su ADN. Estos
medicamentos funcionan en todas las fases del ciclo celular y se usan para tratar diferentes
tipos de cancer, incluidos los de pulmon, mama y ovario, asi como leucemia, linfoma,
enfermedad de Hodgkin, mieloma multiple y sarcoma. Debido a que estos medicamentos
dafan el ADN, pueden afectar las células de la médula 6sea que producen nuevas células
sanguineas. Ejemplos de este grupo incluyen carboplatino, cisplatino, ciclofosfamida,

ifosfamida, oxaliplatino, entre otros (ACS, 2019).
2.4.2 Antimetabolitos

Los antimetabolitos interfieren con el ADN y el ARN al inhibir la sintesis e incorporacién
de ciertas bases nucleicas en el ADN, gracias a un mecanismo de antagonismo que
encuentra su explicacion en la analogia estructural con las bases implicadas (Coeffic et al
2002). Cuando esto sucede, el ADN no puede hacer copias de si mismo y una célula no
puede reproducirse. Se usan comunmente para tratar leucemias, canceres de seno, ovario
y tracto intestinal, asi como otros tipos de cancer. Los ejemplos de antimetabolitos
incluyen: 5-fluorouracilo (5-FU), 6-mercaptopurina (6-MP), Capecitabina (Xeloda),
Gemcitabina (Gemzar), Metotrexato, Tioguanina, entre otros.

2.4.3 Antibidticos antitumorales

Estos medicamentos funcionan cambiando el ADN dentro de las células cancerosas para
evitar que crezcan y se multipliquen.

2.4.3.1 Antraciclinas: las antraciclinas son antibiéticos antitumorales que interfieren con

las enzimas involucradas en la copia del ADN durante el ciclo celular. Se unen con el
ADN para que no pueda hacer copias de si mismo, y una célula no puede reproducirse. Se
usan ampliamente para una variedad de canceres. Los ejemplos de antraciclinas incluyen:
Daunorrubicina, Doxorrubicina, Epirubicina, entre otros. Una preocupacion importante al

administrar estos medicamentos es que pueden dafiar permanentemente el corazon si se
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administran en dosis altas. Por esta razon, en estos medicamentos se utilizan los limites
de dosis de por vida (también llamados dosis acumulativas).
Los antibidticos antitumorales que no son antraciclinas incluyen: Bleomicina,

Mitomicina-C, entre otros.

2.4.4 Inhibidores de la topoisomerasa

Estas drogas también se llaman alcaloides vegetales. Interfieren con las enzimas llamadas
topoisomerasas, que ayudan a separar las cadenas de ADN para que puedan copiarse. Los
inhibidores de la topoisomerasa se usan para tratar ciertas leucemias, asi como los
canceres de pulmon, ovario, gastrointestinal, colorrectal y pancreatico. Los inhibidores de
la topoisomerasa se agrupan segun el tipo de enzima que afectan:

2.4.4.1 Los inhibidores de la topoisomerasa | (también llamados camptotecinas) incluyen:

Irinotecan y Topotecan.

2.4.4.2 Los inhibidores de la topoisomerasa Il (también llamados epipodofilotoxinas)

incluyen: Etopdsido (VP-16), Mitoxantrona (también actla como antibidtico antitumoral)
Teniposido. Los inhibidores de la topoisomerasa Il pueden aumentar el riesgo de un

segundo cancer.

2.4.5 Inhibidores mitéticos

Los inhibidores mitoticos también se llaman alcaloides vegetales. Son compuestos
derivados de productos naturales, como las plantas. Funcionan evitando que las células se
dividan para formar nuevas células, pero pueden dafar las células en todas las fases al
evitar que las enzimas produzcan proteinas necesarias para la reproduccion celular.
Ejemplos de inhibidores mitoticos incluyen los taxanos y alcaloides de la vinca. Los
taxanos incluyen: Cabazitaxel, Docetaxel, Paclitaxel, entre otros.

Los alcaloides de la vinca incluyen: Vinblastina, Vincristina y Vinorelbina.

Se usan para tratar muchos tipos diferentes de cancer, incluidos los de mama, pulmén,

mielomas, linfomas y leucemias.

2.4.6 Corticosteroides

Son hormonas naturales y medicamentos similares a las hormonas que son Utiles en el
tratamiento de muchos tipos de cancer, asi como de otras enfermedades. Los ejemplos de

corticosteroides incluyen: Prednisona, Metilprednisolona y Dexametasona (ACS, 2019).
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CUADRO Ill CAncer DE MAMA, TRATAMIENTO DE ACUERDO A RECEPTORES POSITIVOS

Her 2 NEGATIVO

TAMANO DEL TUMOR | GANGLIO RECEPTOR HER 2 RECOMENDACIONES

Microinvasor - + - Vigilancia

Menor a 0.5 cm - + - Vigilancia

0.6.a1cm, bien Hormonoterapia

diferenciado ) * ) adyuvante

0.6alcm,

moderadamente y i

pobremente diferenciado - + - Hormonoterapia

o factores pronésticos adyuvante +/- QT

desfavorables
Quimioterapia +

Mayor de 1 cm - + - Hormonoterapia
adyuvantes
Quimioterapia

T1-T3 + + - +Hormonoterapia
adyuvantes

Factores prongsticos desfavorables: | giolinfatica, alto grado nuclear o alto grado histolégico (moderadamente

o pobremente diferenciado)

Tratamiento CAnCER DE MAMA RECEPTORES NEGATIVOS, HER 2 POSITIVO

TUMOR GANGLOS RECEPTOR | HER2 RECOMENDACION
Microimvasor - Vigilancia
Menor de 0.5 cm Vigilancia
06alcm - Quimioterapia adyuvante
Quimioterapia adyuvante +
yorde 1 cm ) * | trastuzumab
n-13 . 4 | Quimioterapia adyuvante +
Trastuzumab

TraTtamiento CANCER DE MAMA, RECEPTOR POSITIVO, HER 2 POSITIVO

TUMOR GANGLIOS | RECEPTORES | HER 2 RECOMENDACION _|

Microimvasor N . Vigilancia

Menor de 0.5 cm N N Vigancia

0.6 a1 cm, bien

diferenciado + + Vigilancia

06alcm,

moderadamente

?;:Tgx N . Hormonoterapia +/-
Quimiot t

pronésticos erapia adyuvantes

adversos

Mavor Quimioterapia

delem + + +Hormonoterapia

adyuvantes+ Trastuzumab

T1-713 Quimioterapia

+ + + +Hormonoterapia+Trastuz

umab

Factores prond desf: bles: Invasién angiclinfitica, alto grado nuclear o akto grado histoldgico.

Taatamiento CAncER DE MAMA, RECEPTOR NEGATIVO, HER 2 NEGATIVO

TUMOR GANGLIOS RECEPTORES HER 2 | RECOMENDACION
Microinvasor - - - Vigilancia
Menor de 0.5 cm - - Vigilancia
06alcm Cuimi pia ady
| Mayorde 1 cm - Quimioterapi nte
T1-T3 + - Quimioterapia adyuvante

Figura 4. Tratamientos para cancer de mama de acuerdo a los receptores. (SS, 2009)

En México las instituciones de salud publica brindan el tratamiento para el cancer de

mama siguiendo las Guias de Practica Clinica, cuyos esquemas se muestran en la fig. 4.
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Como se describid, el mecanismo por el cual se contrarresta el proceso tumoral puede
Ilevarse a cabo por diferentes vias, lo que desata ambigiiedades al describir las vias a través
de las cuales muere la celula. En ese sentido, desde un punto de vista conceptual, la muerte
celular puede definirse como el cese permanente de las funciones vitales de una célula.
Sin embargo, es dificil identificar el limite preciso entre una alteracion reversible de la
homeostasis celular y muerte, para lo que el Comité de Nomenclatura de Muerte Celular
(NCCD) propuso tres criterios para identificar a las células muertas y cuatro procesos
celulares que son considerados puntos no reversibles de una célula en proceso de muerte
(se considera que una célula estd comprometida a morir cuando retine al menos dos puntos
de no retorno al mismo tiempo), los cuales son:

Criterios morfol6gicos y moleculares para identificar a una célula muerta:

1. Pérdida de la integridad de la membrana plasmaética.
2. Fragmentacion celular, incluido el ndcleo.
3. La fagositosis de la célula muerta por células con actividad fagocitica.

Puntos de no retorno que identifican a una célula moribunda:

1. Activacion masiva de proteasas de muerte (Por ejemplo, las caspasas).
2. Pérdida del potencial de membrana mitocondrial (A¥m).

3. Permeabilizacion de la membrana mitocondrial.

4. Exposicidn extracelular de fosfatidilserina (Galluzzi et al. 2012).
Evidencia acumulada ha revelado y caracterizado con mayor detalle un conjunto de
mecanismos genéticamente codificados de muerte clasificados por el Comité de

Nomenclatura de Muerte Celular (NCCD) como muerte celular regulada.

2.5 Muerte celular regulada (RCD)

La RCD se fundamenta en una dedicada maquinaria molecular, lo que implica que
puede ser modulada (es decir, retrasada o acelerada) mediante intervenciones
farmacoldgicas o genéticas. Esta muerte puede ocurrir en ausencia de cualquier
perturbacion ambiental exdgena, por lo tanto, funciona como un efector incorporado de
programas fisioldgicos para el desarrollo o la renovacion de los tejidos. Estas formas
completamente fisiologicas de RCD generalmente se conocen como muerte celular

programada (PCD). Por otro lado, la RCD puede también originarse a partir de
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perturbaciones del microambiente intracelular o extracelular cuando tales perturbaciones
son demasiado intensas 0 prolongadas para generar respuestas adaptativas que hagan
frente al estrés y restauraren la homeostasis celular (Galluzzi et al. 2018). Dentro de la
RCD, el NCCD clasifica las diferentes modalidades dependiendo de sus caracteristicas

bioquimicas, los cuales se ilustran en la figura 5.
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Figura 5. Principales modalidades de muerte celular regulada. Células expuestas a perturbaciones del
microambiente extracelular o intracelular irreversibles pueden activar cascadas de traduccion de sefial que
son iniciadas o propagadas por mecanismos moleculares que exhiben un grado considerable de
interconectividad, sin embargo, cada tipo de MCR se manifiesta con un espectro de caracteristicas
morfoldgicas. ADCD: muerte celular dependiente de autofagia, ICD: muerte celular inmunogénica, LDCD:
muerte celular dependiente de lisosomas, MPT: transicidn de permeabilidad mitocondrial (Galluzzi et al.

2018).
Estas modalidades pueden ser clasificadas bioquimicamente dependiendo de caspasas,

un grupo de cisteina aspartato proteasas que median o0 no el mecanismo de muerte;
clasificando la MCR en dos grandes grupos: muerte celular dependiente de caspasas e

independiente de caspasas, las cuales se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Modalidades de muerte celular regulada

MODALIDADES DE MUERTE CELULAR REGULADA

Tipo de muerte celular

Subtipos/ desencadena

Definicion operacional

Apoptosis
extrinseca

Receptores de muerte celular
(FAS, TNFR)

Iniciada por perturbaciones del
microambiente extracelular, propagada
por la CASP8, precipitada por caspasas

efectoras, principalmente la CASP3.

Apoptosis
intrinseca

Mediada por estrés como dafio al
ADN, estrés oxidativo y estrés en
el reticulo

Iniciada por perturbaciones del
microambiente extracelular o
intracelular, determinado por MOMP y
precipitado por caspasas ejecutoras,
principalmente la CASP3.

Dependiente
de caspasas

Atipicas

Anoikis: carece de dependencia
de sefial de la membrana externa

Variante de la apoptosis intrinseca
iniciada por la pérdida de anclaje
dependiente de integrina.

Piroptosis: Es dependiente de la
CASP1. Exhibe caracteristicas
morfolégicas de apoptosis y
Necrosis.

Depende criticamente de la formacion
de poros en la membrana plasmatica por
miembros de la familia de proteinas
gasderminas, frecuentemente como una
consecuencia de la activacion de
caspasas inflamatorias.

Muerte celular dependiente de
lisosomas

RCD determinada primariamente por
permeabilizacion lisosémica de la
membrana y precipitada por catepsinas,
con participacion de MOMP y caspasas.

Autofagia

Vacuolizacion masiva del
citoplasma desencadenado por
inanicion o estrés

RCD que depende de la maquinaria de
autofagia o componentes del mismo.
Induce lipidacion MAP1LC3y la
degradacion de SQSTMI.

Necrosis

Independiente | regulada

de caspasas

Necroptosis: desencadenada por
perturbaciones de la homeostasis
extracelular o intracelular

RCD que depende criticamente de
MLKI, RIPK3 y (al menos en una parte)
de RIPK1.

Partanatos

Iniciada por hiperactivacion de PARP1 y

precipitado por catéstrofe bioenergética

consecuente, acoplada a degradacion del
ADN dependiente de AIF y MIF.

Necrosis impulsada por la
transicion de permeabilidad
mitocondrial: desencadenada por
perturbaciones del
microambiente intracelular

Generalmente se manifiesta por un
morfotipo necrético y depende de
CYPD.

Ferroptosis: se produce por una
falla en el sistema que no permite
la quelacion del hierro
intracelular mediante aumento de
ROS a través de la inhibicion de
glutation (GSH) y pérdida de la
funcién de de GPX4,
peroxidacién de lipidos, entrada
de Ca?* y muerte celular.

Iniciada por perturbaciones del
microambiente intracelular que esta bajo
control constitutivo por GPX4 y puede
ser inhibida por quelantes de hierro 'y
antioxidantes lipofilicos.

Atipicas

Muerte celular por Netosis

RCD dependiente de ROS restringido a
células de origen hematopoyética y
asociado con extrusion de NET.

Muerte celular entética: es una
forma de canibalismo celular que
ocurre en tejido sano y maligno

Se origina a partir de la internalizacion
célula a célula dependiente de
actomiosina (entosis) y es ejecutado por

lisosomas.

Modificado de (Martinez Torres et al. 2016; Galluzzi et al. 2018)
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Dependiendo del estimulo inicial, las células moribundas, estresadas o lesionadas
liberan o exponen moléculas en su superficie que pueden funcionar como adyuvantes o
sefiales de peligro para el sistema inmune. Estas sefiales se denominaron patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPSs) y se ha reportado que pueden tener un rol
benéfico en la terapia contra el cancer. Algunos DAMP se secretan o liberan (como el
ATP y la proteina B1 del grupo de alta movilidad, HMGBL) y otros se exponen de novo
0 se enriquecen en la cara externa de la membrana plasmatica (como la calreticulina, CRT,
y la proteina de choque térmico 90, HSP90). La mayoria de estas moléculas tienen
funciones predominantemente no inmunolégicas dentro de la célula antes de su exposicion
en la superficie celular o su secrecion (Krysko et al. 2012). Esta forma peliculiar de muerte
celular que se caracteriza por estimular respuestas inmunologicas en contra de los
antigenos de las células moribundas, particularmente derivadas de células tumorales, se le
conoce como muerte celular inmunogénica (ICD) (Kepp et al. 2014; Kroemer et al. 2013).

La CRT normalmente se localiza en el reticulo endoplasmico (ER) , pero cuando se
expone a la membrana plasmatica se ha demostrado que funciona como potente sefial
“comeme”, lo que permite la fagocitosis de células tumorales en estrés o moribundas por
las células dendriticas (DC) a través de su receptor CD91 (Kroemer et al. 2013). Ademas,
la CRT puede estimular la produccién de IL-6, factor de necrosis tumoral (TNFa) y mejora
la presentacion del antigeno a los linfocitos T por parte de las DC, facilitando la
polarizacion de los linfocitos Thl (linfocitos que activan macrofagos, células dendriticas
y células NK). Por esta razon, la CRT es la principal proteina de la ICD (Garg et. al. 2015).
La liberacion extracelular de ATP en células moribundas es conocida como sefial
“encuentrame” y requiere la maquinaria de autofagia para ser transportada 6ptimamente
(Krysko et al. 2012). Los efectos del ATP de promover el reclutamiento de células
inmunes, incluidas las células dendriticas (Kroemer et al. 2013) al sitio y su diferenciacion
dependen del receptor purinérgico P2Y, acoplado a proteina G (P2RY2) (Kepp et al.
2014). En respuesta a la union con el receptor, el ATP puede conducir a la activacion del
inflamosoma NLRP3, activacion de la caspasa-1, por lo tanto estimular la maduracion
proteolitica y la secrecion subsecuente de IL-1p e 1L-18 (Kroemer et al. 2013).

La liberacién de otros DAMP como HMGBL parece ser mas bien un evento pasivo

debido a la desintegracion de la membrana plasmatica de las células tumorales en ICD.
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Los DAMP se unen a receptores inmunes respectivos (TLR4 en células dendriticas para
HMGB1/HSP70 y HSP90), (CD91 para HSP90) expuestos a la superficie. La interaccion
de los DAMPs con sus receptores facilita la internalizacion de los antigenos tumorales,
produccion de citosinas proinflamatorias y la presentacion cruzada a las células T.
Ademas, el HMGBL1 extracelular también se ha demostrado que puede suprimir la
actividad de las células inmunosupresoras como los linfocitos T reguladores (Garg et al.
2015). Sin embargo, hasta el momento, a tres DAMPs se les ha atribuido un papel clave
en el potencial inmunogeénico de praticamente todo los inductores de ICD: la CRT, el ATP
y HMGBL1 (Kepp et al. 2014).

Esto fue propuesto por primera vez en el contexto de quimioterapia antitumoral, basado
en evidencia clinica que indica que respuestas inmunes especificas de tumor pueden
determinar la efectividad de las terapias contra cancer con tratamientos citotdxicos
convencionales (Kroemer et al. 2013). En ese sentido, la ciclofosfamida es una de las
guimioterapias de primera linea para cancer de mama con relevancia en torno a la

capacidad de inducir ICD y por su capacidad inmunomoduladora (Schiavoni et al. 2010).

2.5 Ciclofosfamida (CYP)

Es un agente alquilante indicado en el tratamiento de diversas neoplasias como son
linfoma maligno, mieloma multiple, leucemias, sarcomas, neuroblastoma, carcinoma
ovarico y mamario, entre otros. También se utiliza para tratar enfermedad de Hodgkin y
como inmunosupresor en lupus eritematoso, artritis reumatoide grave, vasculitis
reumatoide y forma parte del régimen de acondicionamiento para trasplante de médula
6sea (VADEMECUM 2015).

La ciclofosfamida interfiere en la funcion normal del ADN por alquilacion e
impidiendo la division celular mediante la formacion de enlaces cruzados entre las
cadenas de ADN, lo cual desequilibra el crecimiento celular y da por resultado la muerte
celular. EI farmaco se distribuye rapidamente tras su administracion intravenosa por todo
el organismo, incluidos encéfalo y liquido cefaloraquideo (LCR). EI medicamento cruza
la placenta y es encontrado en la leche materna. La vida media plasmatica de la
ciclofosfamida fluctta entre 4- 8 horas y el farmaco primordial y sus metabolitos se
eliminan por la orina en proporciones de < 20% y 85- 90%, respectivamente (PLM 2018).
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Luego de su absorcién por via digestiva, sufre una activacion metabdlica dependiente del
sistema de citocromo P450 hepatico (principalmente CYP 2B6 y 3A4 (Ahlmann y Hempel
2016)) (que genera una reaccion de hidroxilacion en el anillo de oxazosforina) formando
4-hidroxiciclofosfamida, un metabolito que se encuentra en equilibrio con su tautémero
aldofosfamida. En las células tumorales, la aldofosfamida se cliva espontaneamente
generando acroleina y fosforamida mostaza. Esta Ultima seria la causante de los efectos
citotdxicos. La actividad biologica de la ciclofosfamida se debe a la presencia de grupos
bis-(2- cloroetil). Una de las cadenas 2-cloroetilo sufre ciclizacion intramolecular a traves
de la eliminacion del cloruro para formar un cation aziridinio ciclico. Este cation altamente
inestable es rapidamente atacado en uno de los &tomos de carbono del anillo de aziridina
de tres miembros por varios nucleofilos, como los residuos de guanina culminando en la
alquilacion de su nitrogeno 7. Esta reaccion libera el nitrogeno del agente alquilante y lo
hace disponible para reaccionar con el segundo lado de la cadena 2-cloroetil, formando
un segundo enlace covalente con otro nucleéfilo y la consecuente alquilacion del
nitrogeno 7 de los residuos de guanina del ADN (Emadi et al. 2009). En el ADN, la
guanina se aparea con residuos de citosina, su base nitrogenada complementaria. Sin
embargo al alquilarse, el residuo de guanina se vuelve mas acido y predomina la forma
endlica. Durante la sintesis del ADN, la guanina modificada puede aparear mal los
residuos de timidina dando lugar a la sustitucién del par de bases timina-adenina por
guanina-citocina, resultando en el entrecruzamiento de dos cadenas de acidos nucleicos y
dando lugar a efectos mutagénicos. Ademas, la alquilacién vuelve mas labil al anillo
imidazolico haciendo que se abra o que la guanina sea escindida, causando graves dafios
en la cadena de ADN. Estos dafios son censados dando lugar al inicio del proceso
apoptotico (Liberman et al. 2008).

A pesar de que el entrecruzamiento de ADN es considerado el responsable de la
citotoxicidad de la CYP, el mecanismo de inicio y ejecucién de la muerte celular es en
gran parte desconocido (Goldstein et al. 2008). Sin embargo, se han reportado algunas de
las caracteristicas bioquimicas observadas en la muerte celular de la linea MCF-7 inducida
por la CYP, demostrando que induce muerte por apoptosis con la presencia de exposicion
de fosfatidilserina y permeabilizacion de la membrana plasmaética (en fases tardias) en un
mecanismo que puede inducir arresto del ciclo celular dependiente de dosis en fase GO/G1,
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Sy G2/M. A dosis bajas (1-5 mM) se determind acumulacion de las células en fase GO/G1
en comparacion con el control, lo que muestra un arresto del ciclo celular para que las
células tengan el suficiente tiempo para reparar los dafios, mientras que a concentraciones
mayores el dafio incrementa en un grado tan alto que el arresto es superado por muerte
celular. Ademas se determind un incremento en la actividad de las caspasas 8 y 9 en una
manera dependiente de concentracion, la cual se ve inhibida al usar el inhibidor de
pancaspasas Z-VAD-FMK, asi como el uso de este inhibidor previene la muerte inducida
por la CYP, demostrando que la muerte depende especificamente de las caspasas. Por otro
lado, el tratamiento con CYP condujo a un incremento de la proteina p53 activa que se
relaciond con la regulacion de otras proteinas a la alza como p21 y Fas, contrario a lo
observado en la modulacion del radio Bax/Bcl-2, donde no se encontré cambios en la
expresion. Sin embargo, se necesitan estudios mas profundos para determinar la
implicacion de las vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis inducida por la CYP (Singh
et al. 2009).

Para el tratamiento de tumores solidos, la ciclofosfamida se administra via intravenosa,
las dosis convencionales son 400-1000 mg/m? sola 0 en combinacion con 5-fluorouracilo,
etopdsido, metotrexato o doxorrubicina. Los protocolos de terapias metronémicas usadas
para el tratamiento de tumores sélidos y mieloma multiple se administran diariamente en
dosis de 25-100 mg de ciclofosfamida, algunas veces en combinacion con citoestaticos u
otros farmacos. Hasta ahora, los esquemas de terapia metrondémica se aplican solamente
en estudios clinicos de optimizacion terapéutica y no son considerados como terapia
estandar (Ahlmann y Hempel 2016).

El tratamiento con ciclofosfamida puede promover con mayor o menor frecuencia
efectos adversos como: leucopenia y trombocitopenia, cardiotoxicidad, hepatotoxicidad,
cistitis hemorragica y nefrotoxicidad (todos estos efectos son dependientes de dosis altas),
ademas se pueden presentar nduseas, alopecia y vomito (Ahlmann y Hempel 2016; PLM
2018).

La sensibilidad inherente de las células cancerosas a sufrir apoptosis después del dafio
en el ADN es el determinante mas importante de la respuesta celular a la ciclofosfamida
(Emadi et al. 2009). Sin embargo, desregulaciones en la maquinaria de muerte celular,

pueden resultar en resistencia a la muerte celular, la cual est4d asociada con la
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carcinogeénesis. De hecho, la resistencia a la muerte celular es uno de los sellos distintivos
de las células cancerosas (fig. 1). EI mecanismo méas comdn para evadir la muerte celular
es la pérdida de la funcion de la proteina supresora de tumores (p53), simultaneamente,
los tumores pueden alcanzar propdsitos similares incrementando la expresion de proteinas
antiapoptoéticas (Bcl-2, Bcl-xL), o las sefiales de sobrevivencia (como el factor de
crecimiento similar a la insulina, 1gfl/2), disminuyendo la expresion de proteinas
proapoptéticas (Bax, Bim y PUMA), o bloqueando la via extrinseca de la apoptosis
inducida por ligandos de muerte. La estructura de la maquinaria de RCD vy las estrategias
usadas por las células cancerosas para evadir sus funciones, refleja la diversidad de las
poblaciones celulares cancerosas encontradas durante la evolucién al estado maligno
(Hanahan y Weinberg 2011).

Esta evidencia convierte al sello de la resistencia a la muerte celular en uno de los
principales blancos de las terapias contra el cancer. En ese sentido, se ha introducido la
terapia multiple o combinacional en un intento por sobrepasar la resistencia que presentan

las células tumorales a los tratamientos convencionales.

2.6 Terapia multiple

Aungue el enfoque de monoterapia sigue siendo una modalidad de tratamiento muy
comun para muchos tipos diferentes de cancer, este método convencional generalmente
se considera insuficiente. Ademas, la monoterapia es mas susceptible a la resistencia a los
medicamentos debido a que el tratamiento constante con un compuesto Unico induce a las
células cancerosas a reclutar vias alternativas de rescate. Se requieren enfoques mas
nuevos que no se basen Unicamente en el perfil de citotoxicidad tradicional de un solo
agente para proporcionar una forma de terapia contra el cAncer mas especifica, eficiente y
mejorada. Por lo tanto, la combinacién de dos 0 mas tratamientos terapéuticos que se
dirigen a diferentes vias induciendo un efecto sinérgico o de potenciacion es una piedra
angular de la terapia del cancer.

En la busqueda de incrementar el efecto terapéutico de la quimioterapia con menores
dosis, multiples estudios de terapias combinatorias han sido publicados bajo este término.
Aunque la terapia de combinacion puede ser toxica si uno de los agentes utilizados es

quimioterapéutico, la toxicidad es significativamente menor porque se abordaran
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diferentes vias. En Gltima instancia, esto funciona de manera sinérgica o aditiva y, por lo
tanto, se requiere una dosis terapéutica mas baja de cada medicamento individual
(Mokhtari et al. 2017).

Estas interacciones farmacoldgicas se clasifican en:

Aditivo: el efecto combinado de dos 0 mas sustancias quimicas equivale a la suma de los
efectos aislados de cada una de ellas (2+2 =4).

Sinergia: el efecto combinado de dos 0 mas sustancias quimicas es mucho mayor que la
suma de los efectos de cada sustancia por si sola (2+2=10).

Potenciacion: es un tipo de particular de sinergia en el que una sustancia que no ejerce
efecto alguno en determinada zona corporal aumenta los efectos toxicos de otra sustancia
en dicha zona. (0+2=10).

Antagonismo: dos 0 mas sustancias quimicas interfieren en las acciones de cada una de
ellas (o bien, una interfiere con la accion de la otra), por lo que el efecto combinado es
menor que la suma de los efectos quimicos individuales (2+2=3) (CIDTA).

Chou y Talalay en 1983 introdujeron el término indice de combinacién (Cl), el cual es una
medida cuantificable del sinergismo o antagonismo de 2 0 mas drogas mediante una ecuacion
general para la combinacion de dos o mas farmacos, en donde, si el Cl es igual a 1, se dice
que es aditivo; si el Cl es menor a 1, se describe sinergismo; y si el valor del Cl es mayor a 1,
se indica antagonismo. Los valores del sinergismo van de 0 al 1, y de antagonismo van de 1
al infinito (Chou y Talay 1983).

Basado en la induccion de sinergismo farmacoldgico, la terapia combinada puede
prevenir los efectos toxicos en las células normales y producir simultdneamente efectos
citotoxicos en las células cancerosas. Esto puede ocurrir si un farmaco en el régimen de
combinacién es antagonico, en términos de citotoxicidad, al otro farmaco en células
normales, protegiendo esencialmente a las células normales de los efectos citotoxicos
(Mokhtari et al. 2017).

En ese sentido, diversos estudios se han realizado centrdndolos en el efecto de
quimioterapias convencionales capaces de inducir respuestas inmunitarias activadas por
el mecanismo de muerte derivado del agente (entre ellas la ciclofosfamida) y en

combinaciones con inmunoterapias, por su capacidad para mediar el inicio de una
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respuesta inmune antitumoral, en la espera de nuevos régimenes terapéuticos (Wu vy
Waxman 2019).

2.7 IMMUNEPOTENT CRP (ICRP)

ElI IMMUNEPOTENT CRP es un extracto dializable obtenido de la desintegracion de
leucocitos de sangre o de tejido linfoide homogeneizado de bazo de bovinos (bDLE)
(Martinez T. et. al., 2018).

In vitro se ha descrito por su efecto citotdxico en diversas lineas celulares incluyendo
las lineas de cancer de mama: MCF-7, BT-474 y MDA-MB-453, clasificadas como
Luminal A, Luminal B y HER2-enriched y sin afectar la viabilidad de células
mononucleares de sangre periférica. Se ha demostrado también que induce en MCF-7
fragmentacion del ADN, la disminucién de la expresion de mRNA de proteinas como p53,
bag-1, c-myc, bim, bax, bcl-2 y bad (Franco Molina et al. 2006). Recientes estudios han
evidenciado que el ICRP induce muerte celular regulada dependiente de ROS e
independiente de caspasas en células de cancer Hela, y A549, caracterizada por dafio
mitocondrial, produccion de ROS, arresto en el ciclo celular en fase G2/M (Martinez
Torres et al. 2018, 2019).

En relacion con la quimioterapia, estudios en fase clinica con el ICRP han demostrado
que es capaz de mejorar la calidad de vida en pacientes con cancer de pulmon y cancer de
mama que cursaban esquemas de quimioterapias convencionales, observando un aumento
de los leucocitos totales y las subpoblaciones de los linfocitos T, CD4+, CD8+, CD16+ y
CD56+ (Franco Molina et al. 2008; Lara et al. 2010).

Ademas, el ICRP ha demostrado inducir mieloproteccién en modelos murinos tratados
con 5-fluoracilo (5-FU), reduciendo la produccion de ROS/superoxido y Nrf2 en células
de médula dsea, manteniendo una cuenta de leucocitos, granulocitos y eritrocitos séricos
normales (Coronado Cerda et al. 2016).

Posteriores estudios demostraron que el tratamiento con ICRP u oxaliplatino (OXP)
indujo muerte celular en una linea de melanoma murino B16F10 y que el tratamiento con
la combinacion de ICRP+OXP incrementé el efecto citotdxico después de 24 horas de
tratamiento in vitro. Ademas, el tratamiento con ICRP indujo la exposicion de
calreticulina y la liberacion de ATP, HSP70, HSP90 y HMGBL1, y la combinacién de
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ICRP+OXP incrementd la exposicion y liberacion de estos DAMPs, mientras que el
tratamiento con OXP solo indujo la exposicion de calreticulina y la liberacion de ATP y
HMGBL1. Por otro lado, en los experimentos in vivo se demostrd que la administracion de
lisados celulares tumorales derivados de células B16F10 tratadas con ICRP y la
combinacién de ICRP+OXP previno el crecimiento del melanoma; mientras que el lisado
obtenido por el tratamiento con OXP no. Sugiriendo que el ICRP puede ser usado como
un agente para incrementar la capacidad de los farmacos antitumorales para inducir muerte
celular inmunogénica y prevenir el crecimiento de melanoma (Rodriguez Salazar et al.
2017).

Mas recientemente, en otro estudio se evalud el efecto sinérgico del ICRP en
combinacién con quimioterapias de primera linea en cancer de mama, ciclofosfamida y
epirubicina (EPI) en las lineas humanas de cancer de mama del subtipo luminal A, MCF-
7, y triple negativo, MDA-MB-231, evaluando la inhibicion, la muerte y la morfologia
celular de combinaciones no constantes y constantes de ICRP con CYP o EPI, mostrando
que en contraste con la CYP sola, la combinacién con ICRP incrementa significativamente
la inhibicion de la viabilidad en ambas lineas celulares, obteniendo mejores resultados en
la muerte celular. Mientras que la combinacion de ICRP y EPI increment6 sinérgicamente
la inhibicion de la viabilidad en ambas lineas celulares, independientemente de los radios
utilizados (Guzman Aguillon 2018).

Ademas, en un modelo murino de cancer de mama TNBC, se probd el efecto del ICRP
en combinacién con Doxorrubicina/Ciclofosfamida y su impacto sobre el microambiente
tumoral, determinando disminucion del volumen tumoral, aumento de la sobrevida y
regulacion de células CD8+ a nivel tumoral y sistémico, asi como supresion de moléculas
como PD-L1, Gal-3 e IL-10 (Santana Krimskaya et al. 2020).

Estos resultados ofrecen evidencia de los efectos benéficos del ICRP en combinacion
con quimioterapia, al incrementar su efecto citotoxico; abriendo una nueva ventana

terapéutica para el tratamiento del cancer de mama.
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3. JUSTIFICACION

A la fecha, la quimioterapia es el tratamiento de primera linea para cancer de mama,
sin embargo, carece de selectividad hacia las células tumorales, provocando multiples
efectos colaterales al tiempo que desarrollan farmacorresistencia; por lo que se ha
propuesto el uso de las terapias combinatorias con inmunoterapias que promuevan una
sinergia a fin de reducir la resistencia a la muerte celular y de reducir los efectos adversos.

Desde este punto de vista, el IMMUNEPOTENT CRP es una inmunoterapia que ha
demostrado inducir citotoxicidad potenciada en combinacion con la ciclofosfamida,
ademas de poseer un efecto inmunomodulador, por lo que representa un agente
prometedor que brindaria la posibilidad de disminuir las dosis requeridas para
contrarrestar el proceso tumoral y de prevenir los efectos adversos. Sin embargo, se carece
de informacion en la literatura sobre el mecanismo de accién efectuado por la interaccion
farmacoldgica entre el IMMUNEPOTENT CRP y la ciclofosfamida en células de cancer
de mama, asi como de su efecto en células sanas.

Con este estudio se pretendio dilucidar el mecanismo de la muerte celular inducida por
el ICRP en combinacion con CYP. Esto proporciona un precedente del efecto que produce
dicha interaccion y permite proponer nuevas aplicaciones u optimizar las condiciones en

las que se utiliza.
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4. HIPOTESIS

El IMMUNEPOTENT CRP potencia el efecto citotoxico de la ciclofosfamida en
células de céancer de mama, afectando el ciclo celular y promoviendo la muerte celular,

sin afectar su efecto en PBMC sanas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Analizar el mecanismo de citotoxicidad inducido por la combinacién del

IMMUNEPOTENT CRP con ciclofosfamida en células de cancer de mama y su efecto
sobre PBMC sanas.

5.2 Objetivos especificos

1.

Analizar el efecto citotoxico del ICRP, la CYP y la combinacion ICRP + CYP,
sobre las células MCF-7, MDA-MB-231, 4T1 y PBMC.

Evaluar las alteraciones mitocondriales inducidas por el ICRP, la CYP y la
combinacion ICRP + CYP sobre las células MCF-7, MDA-MB-231y 4T1.
Evaluar la actividad de caspasas en las células MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1
tratadas con el ICRP, la CYP y la combinacion ICRP + CYP.

Determinar la implicacién de las caspasas y las ROS en la muerte celular inducida
por el ICRP, la CYP y la combinacion ICRP + CYP, sobre las células MCF-7,
MDA-MB-231y 4T1.

Analizar las alteraciones nucleares y morfoldgicas inducidas por el ICRP, la CYP
y la combinacién ICRP + CYP sobre las células MCF-7, MDA-MB-231y 4T1
Analizar la exposicion y liberacion de DAMPS en las células MCF-7, MDA-MB-
231 y 4T1 tratadas con el ICRP, la CYP y la combinacion ICRP + CYP.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Cultivos celulares

Las lineas celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1, fueron
obtenidas del banco de lineas celulares del Laboratorio de Inmunologia y Virologia (LIV)
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (FCB) de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
(UANL). Las células fueron tratadas bajo los lineamientos de la American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA. USA), cultivadas en medio GIBCO™ Dulbecco’s
Eagle’s modificado (DMEM-F12) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%,
previamente inactivado a 56°C durante 30 min, 2 mmol/L de I-glutamina y antibiotico al
1% de penicilina-estreptomicina (GIBCO by Life Technologies, Grand Island, NY, USA),
evitando la contaminacion de los cultivos celulares y medios. Las celulas se mantuvieron
en incubacidn a 37°C en una atmdsfera controlada de humedad y 5% de CO- en frascos
para cultivo celular de 25 cm? (CORNING®).

Para realizar el mantenimiento, después de retirar el medio DMEM, se hizo un lavado
del frasco de cultivo con las células, utilizando un buffer de fosfatos salinos (PBS) a un
pH de 7.2, posteriormente se afiadié tripsina-EDTA (GIBCO®) al 1%, dejandola actuar
por 5 min a 37°C y se afiadié medio DMEM-F12 para inactivar la tripsina. La suspension
celular recuperada se centrifugé por 10 min a 1,350 rpm, se realiz6 un conteo celular en
una camara de Neubauer mediante tincion con azul tripan (solucion 0.4% SIGMA
ALDRICH®) observandolas en un microscopio optico (Zeiss Primo Star) y ajustando las
células para el desarrollo del experimento correspondiente.

6.2 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Como control sano no tumoral para los experimentos de citotoxicidad, se utilizaron
celulas mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés peripheral
blood mononuclear cells), mismas que fueron extraidas de donadores sanos, de los cuales
se obtuvo una muestra de sangre de 6 mL en tubos con heparina de sodio. Para la
separacion de células por gradiente de densidad se realizo una dilucién de la sangre 1:1
en PBS para posteriormente vaciar la dilucion lentamente en tubos conicos conteniendo

un volumen de Ficoll atemperado (Histopaque®-1077), en una proporcién 1:1. Una vez
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realizada la dilucion, se centrifugd por media hora a 1600 rpm en una centrifuga plana sin
freno. Una vez que las células fueron separadas por gradiente mediante centrifugacion, se
visualizo la formacion de capas celulares, de la cual se tomé la poblacion correspondiente
a las PBMC. Finalmente, las células fueron contadas con camara de Neubauer y se
mantuvieron en medio de cultivo RPMI 10% (GIBCO®) ajustando la concentracién

celular a 1x10° células por pozo para su utilizacion en el experimento correspondiente.

6.3 Elaboracién del IMMUNEPOTENT CRP

El IMMUNEPOTENT CRP ® (ICRP) es elaborado y distribuido por el LIV
perteneciente a la FCB de la UANL. Es una mezcla heterogénea de moléculas de peso
molecular de 10- 12 kDa obtenida de la dialisis de leucocitos de bazo bovino, el cual es
homogenizado, dializado y liofilizado; después de su elaboracién el ICRP pasa por una
serie de pruebas de pirdgenos enddgenos, utilizando el ensayo de lisado de amebocitos de
Limulus (LAL) y se verifica que esté libre de contaminacién bacteriana mediante cultivo
en diferentes medios, continuando con estudios de inoculacion in vivo en ratones, para
concluir con el empaquetado para su venta.

La unidad de medida utilizada para cuantificar el ICRP es la unidad (U) que se define
como la cantidad de ICRP producido de la dialisis de 1.5 x 10° leucocitos. El extracto fue

disuelto en medio suplementado DMEM-F12 y almacenado a 4°C hasta su utilizacion.

6.4 Ciclofosfamida

Se utiliz6 el agente quimioterapéutico Cryofaxol® (Cryopharma SA de CV)
conteniendo 500 mg de ciclofosfamida (CYP) monohidratada que se utilizd a una
concentracion final 20 mg/mL.

El liofilizado de la ciclofosfamida se reconstituyo en medio suplementado DMEM-
F12, para obtener una concentracion molar de 76.6049 mM; se almacend a -20°C
protegido de la luz hasta su utilizacion y conservandolo a 4°C durante un periodo no

mayor a 2 semanas.
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6.5 Evaluacion de la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT

Para evaluar la sensibilidad de MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 al tratamiento con ICRP
y CYP, se realiz6 un ensayo basado en la reduccion metabolica de las sales de Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), el cual es un método
colorimétrico que permite calcular el porcentaje de células metab6licamente activas (%
de células viables) en un cultivo. Esta técnica se basa en que las células metabolicamente
activas tienen la capacidad de reducir las sales de MTT formando cristales morados
insolubles (cristales de formazan).

Para este ensayo, las lineas celulares MCF-7 y 4T1, y la linea MDA-MB-231 fueron
sembradas a una concentracion de 5x10% y 7x10% células/pozo respectivamente,
empleando placas de 96 pozos de fondo plano (CORNING®) y se incubaron durante una
noche para su adhesion bajo una atmésfera himeda con 5% de CO», a 37°C. Tanto el
ICRP (0.075- 1.45 U/mL), como la CYP (5- 50 mM) se afadieron ajustando las
concentraciones a un volumen final de 200 pL/pozo, e incubaron durante 24 h. Al término
del tratamiento, se descartdé el sobrenadante invirtiendo la placa. Posteriormente se
afadieron 80 pL de medio y 20 uL de MTT/ pozo, a una concentracion final de 5 mg/mL
suspendido en PBS Yy filtrado, se incubaron las placas a 37°C por 4 h, luego se eliming el
medio evitando remover las sales de formazan, finalmente se afiadieron 100 uL/pozo de
Dimetil sulféxido (DMSO) (SIGMA-ALDRICH®) para resuspender el precipitado. La
densidad dptica fue determinada en un lector de placas de ELISA a una longitud de onda
de 570 nm (Microplate autoreader BIOTEK, Instruments, Inc). Con los resultados
obtenidos se determind el porcentaje de viabilidad celular relativa empleando la formula
que se muestra en la figura 6. De las curvas de dosis-respuesta obtenidas, se obtuvieron

las concentraciones inhibitorias (IC) que sirvieron para experimentos posteriores.

Densidad dptica de células tratadas
WVCR =

x
Densidad optica de células control

Figura 6. Formula para determinar el porcentaje de viabilidad celular relativa.
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6.6 Analisis por citometria de flujo

La citometria de flujo es un tecnologia biofisica que utiliza luz laser para el recuento y
clasificacion de células de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas o presencia de
marcadores de superficie e intracelulares (Sapunar Goic, 1994).

En esta técnica las células se mantienen suspendidas en un fluido y atraviesan un tubo
sobre el que incide un rayo de luz laser, la luz transmitida y dispersada por el pasaje de
las células a traves del tubo se detecta, y las sustancias quimicas fluorescentes que se
encuentran dentro o adheridas a la célula son excitadas hasta emitir luz a una longitud de
onda mayor que la de la fuente de excitacion, la fluorescencia también es recogida por los
detectores; permitiendo inferir tamafio, complejidad y caracteristicas fisicas y quimicas
de las células individualmente.

Para alcanzar los objetivos propuestos en este estudio, se utilizaron los siguientes
marcadores de fluorescencia:

e Anexina V y yoduro de propidio (AnnV/PI) (Analisis de muerte celular). Canal
FL4 y FL2 respectivamente.
e Yoduro de propidio (PI) (Anélisis de ciclo celular y degradacion del ADN). Canal
FL2.
e Etil éster tetrametilrodamina (TMRE) (Analisis de potencial de membrana
mitocondrial). Canal FL3.
e Hidroetidina (HE) (Analisis de estrés oxidativo). Canal FL3.
e TF2-VAD-FMK (actividad de la activacion de caspasas). FL1
e Anticuerpo anti-calreticulina acoplado a ficoeritrina (CRT-PE) (Analisis de
exposicion de calreticulina). Canal FL2.
Los cudles seran descritos mas ampliamente mas adelante en esta seccion.
Para cada uno de los anélisis fueron consideradas 10,000 células por muestra. Todos los
datos obtenidos por ensayos en citometria de flujo fueron analizados utilizando el software

FlowJo.

6.6.1 Siembra de las lineas celulares

Para los ensayos de citometria de flujo se sembraron 5x10* células MCF-7 y MDA-
MB-231 y 2.5x10% células 4T1/pozo en un volumen de 400 uL placas de 24 pozos de
fondo plano (CORNING). Las placas de cultivo se incubaron por 24h a 37°C con
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atmosfera controlada de 5% de CO; para permitir que las células se adhieran a la placa.
Por otro lado, las PBMCs fueron sembradas en placas de fondo redondo en volumen de

200 pL a una concentracion de 1x10° células/pozo.

6.6.2 Ensayos
En todos los ensayos se utilizaron como control negativo células sin tratamiento y se

evaluaron las caracteristicas de las células después de ser tratadas con la CC1, 20 y 50 de
ICRP y CYP, asi como sus combinaciones en los radios 1+50, 50+1, 20+20 y 50+50,
durante 12 y 24 h segun corresponda.

A continuacion se describiran los ensayos que se realizaran con la técnica de citometria
de clasificacion de células marcadas por fluorescencia (FACS):

6.6.2.1 Ensayos de muerte celular

El marcaje simultaneo con Anexina V (AnnV) unida a aloficocianina (ANN-APC) y
Yoduro de Propidio (PI, por sus siglas en inglés, propidium iodide) (Molecular probes®
by Life technologies™) permite la discriminacion entre las celulas vivas y las células
muertas. La AnnV tiene afinidad por la fosfatidilserina, un fosfolipido que usualmente se
mantiene en la monocapa lipidica interior, pero cuando una célula sufre un proceso de
muerte, la fosfatidilserina queda expuesta a la superficie de la célula funcionando como
una sefial comeme para fagocitos y células vecinas, por otro lado la tincién con Pl permite
saber si la integridad de la membrana se ha perdido (muerte celular).

En este ensayo las células obtenidas en el paso de la recuperacion (que sera explicado
mas adelante) después de 24 h de tratamiento, fueron marcadas agregando 100 uL de
buffer de union de anexina (ABB, por sus siglas en inglés, annexin binding buffer) (10
mM HEPES, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCly, en pH 7.4), ANN-APC (0.1 pg/mL) y PI (0.5
pg/mL), incubando los tubos durante 20 minutos a 4°C y posteriormente se analizaron por
citometria de flujo (BD Accuri™ C6 Flow Cytometer) utilizando los canales FL-4 para
anexina y FL-2 para yoduro de propidio.

Esta técnica se llevo a cabo para cumplir con los siguientes estudios:

e Analisis de la muerte celular inducida por el ICRP, CYP y sus combinaciones en

células MCF-7, MDA-MB-231, 4T1 y PBMC.
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e Analisis de la dependencia de caspasas y ROS en la muerte inducida en las células
MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1, usando los inhibidores que se mencionaran
posteriormente.

6.6.2.2 Analisis del ciclo celular

El yoduro de propidio (PI) es un agente intercalante y una molécula fluorescente con
una masa molecular de 668.4 Da que se puede utilizar para tefiir el ADN de las células..
El conocer la cantidad de ADN dentro de las células nos puede indicar la fase del ciclo
celular en la que éstas se encuentran.

Para este ensayo las células MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 fueron tratadas con la
concentracion de tratamiento que indujo el 20 y 50% de muerte celular (concentracion
citotdxica 50 o CC50) y con las combinaciones, y se incubaron durante 12 h; transcurrido
este tiempo, las células se recuperaron y conservaron a -20°C (como se indica en el punto
6.6.3.2 de esta seccion), fueron lavadas con PBS y centrifugadas durante 10 minutos a
1.5x10° rpm. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 100 pL de RNAsa a
una concentracion de 50 pg/mL, almacendndolas durante 20 minutos a temperatura
ambiente y en obscuridad, posteriormente se agregaron 100 uL de yoduro de propidio a
una concentracion de 25 pg/mL y se almacenaron por 15 minutos a 4 °C en oscuridad.
Finalmente, las células tefiidas con Pl fueron analizadas por citometria de flujo (BD
Accuri TM C6 Flowcytometer) utilizando el canal FL-2.

6.6.2.3 Evaluacién del potencial de membrana mitocondrial

Para evaluar el potencial de membrana mitocondrial se utiliz el marcaje TMRE (Etil
éster tetrametilrodamina), un fluorocromo que en células con potencial de membrana
mitocondrial intacto es secuestrado. Cuando las mitocondrias pierden su potencial de
membrana, el TMRE es liberado de la membrana, lo que produce un cambio en la
intensidad de fluorescencia el cual es medido mediante citometria de flujo.

Para este ensayo, las células fueron sembradas y tratadas durante 24 h como se ha
indicado en secciones previas. Posteriormente se recuperaron las células como se indicara
en la seccién correspondiente y se utilizaron 200 pL de marcaje (20 nM de TMRE) por
muestra, en una atmosfera de 37°C y 5% COz, durante 30 min. Al finalizar el tiempo de

incubacion, cada muestra se lavo con 800 pL de PBS y se centrifugd nuevamente a 1600
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rpm por 10 minutos. Se decantaron y agregaron 100 pL de PBS para determinar la
fluorescencia utilizando el canal FL-3.

6.6.2.4 Analisis de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para evaluar la cantidad de especies reactivas de oxigeno generadas dentro de cada
célula, se utilizara el marcaje HE (dihidroetidio, también llamado hidroetidina), exhibe
fluorescencia azul en el citosol hasta que es oxidado por el anion superdxido y se intercala
en el DNA, tifiendo el nucleo en fluorescencia roja que puede ser detectada mediante
citometria de flujo (BD Accuri TM C6 Flowcytometer), en el canal FL-3.

Para este ensayo las células fueron sembradas como se indicé en la seccién 6.6.1 y
tratadas con los tratamientos independientes (CC1, 20 y 50) y la combinacion durante 24
horas. Al finalizar el tiempo de incubacion, se llevéd a cabo la recuperacion de células
como lo indica la seccion 6.6.3.1 y se aplicaron 2.5 uM de HE por pozo, en una atmoésfera
de 37°C y 5% COg, protegido de la luz, durante 30 minutos, para realizar el marcado de
O2". Cada muestra se lavé con PBS, posterior al cual se centrifugd nuevamente a 1600
rpm por 10 minutos, se decantaron y finalmente se agregaron 100 pL de PBS para
determinar la fluorescencia emitida mediante el citometro de flujo.

6.6.2.5 Evaluacion de la activacion de caspasas

Para detectar la actividad de caspasas tanto iniciadoras como efectoras se utilizé el
Generic Caspase Activity Assay Kit, el cual utiliza el reactivo TF2-VAD-FMK como un
indicador fluorescente de la actividad de caspasas. Este compuesto es permeable a las
células y no téxico que se une irreversiblemente a caspasas activas -1, -3, -4, -5, -6, -7, -8
y -9, una vez unido el compuesto es retenido dentro de la célula emitiendo una
fluorescencia que puede ser detectada por citometria de flujo.

Después de transcurrir las 24 h de incubacion de tratamientos, se afiadieron 0.25 uL de
TF2-VAD-FMK en cada pozo y se incubd durante 4 horas a 27°C en atmasfera controlada
con 5% de COg, posterior a esto se recuperaron las células como se indica en la seccion
correspondiente, se centrifugaron a 1600 rpm durante 10 minutos y se descartd el
sobrenadante, las células se lavaron con 500 uL de buffer de lavado y se centrifugaron
nuevamente para suspender las células en 100 puL de buffer de lavado o en PBS para

analizar por citometria de flujo empleando el canal FL-1.
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6.6.2.6 Evaluacién de la exposicion de calreticulina

La exposicion de calreticulina (CRT) en la superficie externa de la membrana
plasmatica es uno de los principales DAMPs, la cual sirve con una importante funcién
como sefial fagocitica, estimulando a los fagocitos a engullir las células tumorales muertas
(Rodriguez Salazar et al. 2017).

Para este ensayo se utilizd la citometria de flujo para determinar los niveles de
exposicion de calreticulina inducida por los tratamientos después de 24 h. Las células
recuperadas fueron marcadas con anticuerpo monoclonal de CRT acoplado a ficoeritrina
(CRT-PE) (2 ug/mL) e incubadas por 1 h en FACS buffer (PBS + 2% SFB), se lavaron
las muestras con PBS y se afiadieron 100 pL de FACS buffer para analizarlas en el canal
FL-2.

6.6.2.7 Anélisis de la dependencia de actividad de caspasas y ROS en la muerte celular

Para determinar la dependencia de la actividad de la caspasas en la via de muerte
inducida por los tratamientos, las células se trataron con la CC 1y 50 de ICRP y la CC50
de CYP de manera independiente y sus combinaciones durante 24 horas. Este ensayo fue
realizado pre-incubando las células en ausencia y en presencia del inhibidor QVD a una
concentracion de 10 uM por 30 minutos, debido a que el QVD es un quimico que ha
demostrado ser capaz de inhibir la actividad de las caspasas sin ser toxico para las células
(Caserta et al., 2003). Y posteriormente se analizé la muerte celular como se indica en la
seccion 6.6.2.1.

También se realizaron repeticiones para evaluar la dependencia de ROS en la muerte
celular inducida por los tratamientos con células control y con tratamiento, en ausencia o
pre-tratadas por 30 minutos con 5 mM del antioxidante N-acetilcisteina (NAC) (Sigma-
Aldrich® Ref. A7250). La N-acetilcisteina actia como donador de grupos sulfhidrilo
reduciendo las ROS y es un precursor de glutation (GSH), el principal antioxidante de las
células (Samuni et al. 2013), posteriormente se analiz6 la muerte celular mediante marcaje

con annexina V' y yoduro de propidio como se indicé en la seccion 6.6.2.1.

6.6.3 Recuperacién de las células después del tratamiento

6.6.3.1 Protocolo estandar de citometria de flujo

Durante todo el procedimiento los sobrenadantes y células se recuperaron en un mismo

vial de 1.5 mL después de cada paso. Al terminar los tiempos establecidos de tratamiento,
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se recupero0 el sobrenadante de cada muestra, posteriormente se lavaron las células en el
pozo con PBS, agregando después tripsina (GIBCO) diluida con PBS e incubandola
durante 5 minutos, posteriormente se inactivé la tripsina con medio DMEM-F12
suplementado, se recuperaron las células despegadas y se lavd nuevamente con PBS. El
vial con la suspension de células recuperadas se centrifugd durante 10 minutos a 1600
rpm, se descarté el sobrenadante y el pellet fue utilizado para analizar las células con los
marcadores descritos.

6.6.3.2 Analisis del ciclo celular

Durante todo el procedimiento los sobrenadantes y células se recuperaron en un mismo
tubo cénico de 15 mL después de cada paso. Al terminar los tiempos establecidos de
tratamiento, se recuper6 el sobrenadante, se lavaron las células con PBS, agregando
después tripsina que se dejé actuar durante 5 minutos; posteriormente se inactivo la
tripsina con medio DMEM-F12 suplementado, se recuperaron las células despegadas y se
lavaron nuevamente con PBS. El tubo con la suspension de células recuperadas se
centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm, se descartd el sobrenadante y el pellet fue
suspendido en etanol al 70% provocando la permeabilizacion de la membrana, para
posteriormente almacenar los tubos a -20°C por una noche y en un periodo no mayor a 2

semanas.

6.7 Analisis de la liberacién de ATP

Las células fueron sembradas como se indica en la seccion 6.6.1 y tratadas durante 24
h con la CC1y 50 de ICRP, la CC50 de CYP y las combinaciones en los radios 1+50 y
50+50. Los sobrenadantes fueron usados para evaluar el ATP extracelular por ensayo de
luciferasa (ENLITEN kit, Promega, Madison, WI, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se evalué la bioluminiscencia en un lector de placas (Synergy HT, Software
Gen5; BioTek, Winooski, VT, USA) a 560 nm.

6.8 Evaluacion de la morfologia celular
Las células MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 fueron sembradas y tratadas durante 24 horas
con los tratamientos y sus combinaciones como se indico en la seccién 6.6.1 y 6.6.2. A

continuacion se observaron los cambios morfoldgicos inducidos por el tratamiento en un
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microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) y se tomaron micrografias de campo claro
(Lummera INFINITY 1-2 CMOS 2.0 MP Camera) con objetivo de 20X de los cambios

morfologicos, asi como los cambios en la confluencia celular.

6.9 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el software GraphPad Prism 7. Los resultados se
representaron como gréaficas que representan la media + desviacion estandar de por lo
menos tres experimentos independientes realizados por triplicado. Las diferencias
estadisticas se evaluaron usando la prueba t para muestras apareadas, considerando

significativos los valores de p menores a 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 EI ICRP y la CYP reducen la viabilidad e inducen muerte celular de las lineas
MCF-7, MDA-MB-231y 4T1

Utilizando el método del MTT se determind el efecto del ICRP y de la CYP sobre la
actividad metabolica de las lineas tumorales estudiadas. Se determind una reduccién en la
actividad metabolica de MCF-7, obteniendo a las 24 horas de tratamiento una IC50 de
0.75 U/mL de ICRP y 20 mM de CYP, por otro lado, la inhibicion celular del 50% MDA-
MB-231 se obtuvo utilizando 0.6 U/mL de ICRP y 27.5 mM de CYP, mientras que para
la linea 4T1 la IC50 fue de 0.15 U/mL de ICRP y de 15 mM de CYP después de 24 horas
de tratamiento (Fig. 7 A). Estos resultados indican que la actividad citotoxica del ICRP y
de la CYP es dependiente de concentracion y que la linea 4T1, de cancer de mama murino,
es la més sensible al tratamiento con ICRP, pero no a la CYP en comparacion con las
lineas MCF-7 y MDA-MB-231.
Debido a que el ensayo de MTT permite evaluar la viabilidad celular indirectamente al
analizar el metabolismo celular, se decidi6é evaluar si los tratamientos eran capaces de
inducir muerte celular utilizando un marcaje con Anexina V y con yoduro de propidio; a
distintas concentraciones de los tratamientos durante 24 horas. Los resultados muestran;
una CC1 de 0.05, 0.3y 0.05 U/mL de ICRP y de 2, 3, 2 mM de CYP en MCF-7, MDA-
MB-231 y 4T1, respectivamente. Por otro lado a las concentraciones de 0.6, 0.5 y 0.08
U/mL de ICRP y 25, 15 y 225 mM de CYP en MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1,
respectivamente, se observd la CC20 de los tratamientos. Ademas, se determiné la CC50
del tratamiento con ICRP en 1.2, 0.75 y 0.125 U/mL y de CYP de 30, 27 y 24 mM en
MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1, respectivamente (Fig. 7 B). Siendo la linea 4T1 maés
sensible al tratamiento con ICRP, no asi para el tratamiento con CYP, en donde el efecto
es similar a las otras 2 lineas tumorales.

Estas curvas de concentraciones permitieron determinar las CC que se emplearian en

el disefio de las combinaciones, mismas que se resumen en la tabla 2.
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Figura 7. El tratamiento con ICRP y CYP reduce la viabilidad e induce muerte celular. Las lineas
MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 tratadas con diferentes concentraciones de ICRP (gris oscuro) y de CYP (gris
claro) durante 24 h. (A) Viabilidad celular relativa determinada mediante MTT, considerando la absorbancia
en el control como el 100%. (B) La muerte celular fue analizada mediante citometria de flujo utilizando el
marcaje AnnV/Pl. Los datos representan el promedio de al menos tres experimentos independientes
realizados por triplicado +DE.
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Tabla 2. Concentraciones citotoxicas de ICRP y CYP en MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1.

ICRP (U/mL) CYP (mM)
MCF-7 MDA- 4T1 MCF-7 MDA- 4T1
MB-231 MB-231
CCl 0.05 0.3 0.05 2 3 2
CC20 0.6 05 0.08 25 15 225
CC50 12 0.75 0.125 30 27 24

7.2 La combinacion del ICRP con CYP induce muerte celular potenciada en MCF-
7, MDA-MB-231y 4T1

En la basqueda por reducir al maximo las concentraciones de tratamiento, se llevaron
a cabo combinaciones considerando las descritas previamente por Guzman Aguillon en el
2018 para las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 por presentar un efecto sinérgico. Para ello
se emplearon concentraciones de ICRP correspondiente a la CC1 (0.05, 0.3y 0.05 U/mL)
en conjunto con concentraciones de CYP, correspondiente a la CC50 (30, 27 y 24 mM)
en MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1, respectivamente para analizar la muerte celular. Los
resultados muestran el desplazamiento de la poblacién hacia los cuadrantes indicativos de
muerte celular (cuadrantes derechos y superiores, indicando un marcaje positivo para
anexina V 'y yoduro de propidio, respectivamente) tanto en el tratamiento con ICRP (CC1)
mostrado en la primer columna del lado izquierdo, como para el tratamiento con CYP
(CC50) en la tercer columna de la parte central y para la combinacién 1+50 en la primer
columna del lado derecho para las lineas MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 (Fig. 8 A, By C).

Tal combinacién indujo la muerte celular en un porcentaje mayor al inducido por la
ciclofosfamida sola, la cual aumenté la muerte de MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 a un
90.1£2.98%, 82.25+6.23% y 90.01+13.75%, respectivamente, siendo este aumento
significativo en las 3 lineas celulares (Fig. 8 D, Ey F).

Se realizé ademas la combinacion a la inversa, empleando la CC50 de ICRP (1.2, 0.75
y 0.125 U/mL) en conjunto con concentraciones minimas de CYP correspondiente a la
CC1 (2, 3, 2 mM) de MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1, respectivamente, la cual induce un

aumento de las células positivas para anexina V' y yoduro de propidio al tratarlas tanto con
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la CC50 de ICRP (tercer columna del lado izquierdo), como con la CC1 de CYP (primer
columna de la parte central), y para la combinacion 50+1 (segunda columna del lado
derecho) en las lineas MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 (Fig. 8 A, B y C). Esta combinacion
aumento la muerte celular significativamente, hasta 78.58+9.69% en la linea celular MCF-
7 (Fig. 8 D), mientras que en las células MDA-MB-231 y 4T1, se mantuvo la muerte
celular en 48.41+7.46 y 49.88+1.21%, respectivamente (Fig. 8E y F).

Por otro lado, se realizaron también combinaciones a radios constantes, empleando
concentraciones equipotentes con la CC20 (0.6, 0.5y 0.08 U/mL) de ICRP y de CYP (25,
15y 22.5 mM) respectivas de MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1. Los resultados muestran que
tanto en el tratamiento con ICRP (CC20) (segunda columna del lado izquierdo), como el
tratamiento con CYP (CC20) (segunda columna de la parte central) y para la combinacion
20+20 (tercer columna del lado derecho), inducen un aumento de la poblacién con marcaje
positivo para anexina V y yoduro de propidio, respectivamente en las lineas MCF-7,
MDA-MB-231y 4T1 (Fig. 8 A, By C).

Esta combinacion indujo muerte celular hasta 98.11+1.07, 77.14+9.69 y 39.45+2.31%
de MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 respectivamente, en un porcentaje mayor al inducido
por el ICRP y la CYP de manera individual, siendo significativo en las 3 lineas celulares
(Fig.8D,EyF).

Por otro lado, al combinar la CC50 de ICRP (1.2, 0.75 y 0.125 U/mL) en conjunto con
la concentracion equipotente de CYP correspondiente a la CC50 (30, 27 y 24 mM) de
MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1, se indujo marcaje positivo para la muerte celular al
tratarlas tanto con la CC50 de ICRP (tercer columna del lado izquierdo), como con la
CC50 de CYP (tercer columna de la parte central) y para la combinacion 50+50 (cuarta
columna del lado derecho) en las lineas MCF-7, MDA-MB-231y 4T1 (Fig. 8 A, By C).
Esta combinacion indujo muerte celular en un 99.71+0.09, 81.89+9.25 y 97.06+2.57%,

siendo significativo para las 3 lineas celulares (Fig. 8 D, E y F).
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Figura 8. EI ICRP en combinacién con CYP induce muerte celular potenciada. Las células MCF-7 (A),
MDA-MB-231 (B) y 4T1 (C) fueron tratadas con la CC1, 20 y 50 de ICRP, CYP y la combinacién de ambos
tratamientos durante 24 h, posteriormente marcadas con AnnV/PI para el anélisis de muerte celular. Dot
plots obtenidos mediante citometria de flujo y graficas del promedio de al menos tres experimentos
independientes realizados por triplicado £DE en células MCF-7 (D), MDA-MB-231 (E) y 4T1 (F).

Para determinar si la citotoxicidad potenciada encontrada en el andlisis de muerte era
debida a alteraciones en el ciclo celular, se realizé un analisis mediante citometria de flujo
marcando el ADN con yoduro de propidio. Los resultados muestran en color azul la
poblacion en fase GO/G1, en color amarillo la que se encuentra en fase de sintesis y en
verde la poblacion en fase G2/M; cabe mencionar que para este andlisis no se tomé en
cuenta la poblacion en fase SubG1, que se considero6 para anélisis posteriores. Las células
MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 fueron tratadas con sus concentraciones correspondientes
a la CC20, CC50 (valores mostrados en la tabla 2) y las combinaciones en radios 1+50,
50+1, 20+20 y 50+50 durante 12 horas. De estos resultados, sobre la linea MCF-7 se
observo que los tratamientos independientes con la CC20 o con las combinaciones no
inducen cambio significativo en las poblaciones celulares, evidenciado en el histograma
obtenido mediante citometria de flujo. Sin embargo, Unicamente la CC50 de CYP indujo
un aumento significativo en la cantidad de células en la fase G2/M con respecto al control

(Fig. 9 A). Por otro lado, se determino que el tratamiento con la CC20 de ICRP indujo un
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incremento de la cantidad de células en fase S y G2/M; mismo que no se observé al usar
la CC50 del mismo tratamiento; contrario a lo observado con ICRP, la CC20 de CYP no
mostré inducir cambios en las poblaciones celulares, por otro lado, la CC50 si logro
inducir un incremento de la poblacion celular en fase G2/M. Finalmente, al combinar los
tratamientos se determind que las 4 combinaciones probadas indujeron un aumento de la
cantidad de células en fase G2/M sobre la linea MDA-MB-231 (Fig. 9 B). Ademas, en la
linea 4T1, las CC20 del tratamiento con ICRP y CYP no indujeron cambios significativos
de las poblaciones celulares. Fue hasta la CC50 de ICRP y CYP que se observo un
aumento en las poblaciones en fase G1 y G2/M, respectivamente. Asimismo, al tratar las
células con la combinacién 1+50 se determind un aumento significativo de células en fase
G2/M, no observado por el tratamiento con la combinacion 50+1. Al combinar los
tratamientos en radio 20+20 se vio un aumento en fase G1 y G2/M, y al combinar las
CC50 de los tratamientos se evidencioé aumento significativo de la poblacién en fase G1
(Fig. 9 C).
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Figura 9. El tratamiento con ICRP en combinacién con CYP afecta el ciclo celular. Las células tratadas
con la CC20 y 50 de ICRP, CYP y la combinacion de ambos tratamientos durante 12 h. EI ADN fue marcado
con yoduro de propidio. Histogramas obtenidos mediante citometria de flujo; en azul se muestra el
porcentaje de células en la fase GO/G1, en amarillo las células en fase S y en verde las células en fase G2/M
del ciclo celular y graficas del promedio de tres experimentos independientes, analizados por triplicado £DE
en MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B) y 4T1 (C).

7.3 La combinacion del ICRP con CYP no induce muerte celular potenciada de las
PBMC en las concentraciones que presentan efecto antitumoral

El uso de concentraciones terapéuticas o antitumorales de la quimioterapia ejerce
diversos efectos secundarios en los pacientes con cancer de mama, principalmente sobre
células del sistema inmune, induciendo leucopenia y trombocitopenia. Lo anterior llevo
esta investigacion a probar si esta combinacion farmacoldgica no potenciaba el efecto de
la quimioterapia sobre las células mononucleares de sangre periférica.

Utilizando un marcaje con anexina V y yoduro de propidio se evaluo, sobre las PMBC,
el efecto que tienen las combinaciones que inducian efecto antitumoral potenciado. En ese
sentido, se emplearon las concentraciones de tratamientos més elevadas para los modelos
tumorales, correspondientes a la linea MCF-7 (CC1 ICRP = 0.05 U/mL, CC20 ICRP=0.6
U/mL y CC50 ICRP=1.2 U/mL; CC1 CYP=2 mM, CC20 CYP=25mM y CC50 CYP=
30, mM), durante 24h.

Los resultados muestran que los tratamientos con la CC1 tanto de ICRP, como de CYP,
no indujeron muerte celular significativa, y tampoco la CC20 y 50 de ICRP, en donde la
concentracion mas alta indujo la muerte de 17.73£9.25%; sin embargo, para la CYP, desde
concentraciones tan bajas como la CC20 se obtuvo un 70.46+5.13%, mientras que a la
CC50 se observo un 78.66+£5.95% de muerte, evidenciando la alta toxicidad de la
quimioterapia sobre las células sanas. Las combinaciones 1+50, 50+1, 20+20 y 50+50
presentaron una muerte celular en PBMC de 68.31+2.57, 20.68+6.98, 65.15+7.08 y
66.06£10.71%, respectivamente (Fig. 10), porcentajes menores a los inducidos por la

quimioterapia sola o sobre células tumorales.
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fueron tratadas con la CC1, 20 y 50 (concentraciones antitumorales) de ICRP, CYP y la combinacion de
ambos tratamientos durante 24 h, posteriormente las células fueron marcadas con AnnV/PI para el analisis
mediante citometria de flujo. La grafica representa el promedio de cuatro donadores sanos, analizados por
triplicado +DE.

7.4 El ICRP en combinacion con CYP induce alteraciones mitocondriales en MCF-
7, MDA-MB-231y 4T1

Las mitocondrias esta involucradas en la regulacion de la muerte celular por apoptosis,
necrosis regulada y autofagia, por lo que para evaluar si el tratamiento con ICRP en
conjunto con CYP induce disfunciones mitocondriales asociadas a la muerte celular, se
empled el marcaje con TMRE y se encontro que el ICRP (CC1, 20 Y 50) y la CYP (CC1,
20 Y 50), asi como sus combinaciones en los radios constantes y no constantes (1+50,
50+1, 20+20, 50+50), inducen pérdida del potencial de membrana mitocondrial, cuando
se aplican los tratamientos a las células MCF-7 (Fig. 11 A), MDA-MB-231 (Fig. 11 B) y
4T1 (Fig. 11 C), comparadas con el control. Al combinar la CC1 de ICRP con la CC50 de
CYP durante 24 h, se indujo en MCF-7 una mayor pérdida del potencial de membrana

mitocondrial (90.78+5.68%) comparada con el tratamiento individual de la CYP (57.9
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+12.65). De esta misma forma, al combinar la CC50 de ICRP con la CC1 de CYP, se
indujo la pérdida del marcaje en el 84.1+1.84% de la poblacion celular, significativamente
mayor a la del tratamiento individual con ICRP (53.9£10.83%). Ademas, se observo una
pérdida del marcaje del 94.95+2.81% y 84.33+10.99% al combinar la CC20 de ICRP
(32.32+7.67%) con la CC20 de CYP (43.96+0.56%) y la CC50 de ambos tratamientos,
respectivamente (Fig. 11 D).

Por otro lado, sobre la linea MDA-MB-231, el tratamiento con ICRP indujo un 14+1.0,
40.73+12.25 y 47.45+10.68% de células con pérdida del marcaje con TMRE (CC1, 20 y
50, respectivamente). De esta forma, se indujo un 21.2+3.81, 29.35+5.32 y 57.4+5.63%
de células con bajo marcaje de TMRE al ser tratadas con la CC1, 20 y 50 de CYP. Al
realizar las combinaciones 1+50, 50+1, 20+20 y 50+50, la cantidad de células con pérdida
del marcaje se vio aumentada, al obtener un 88.88+7.83, 81.38+7.85, 56.26+23.19 y
95.72+2.84%, respectivamente (Fig. 11 E).

Sobre lalinea4T1, los resultados mostraron un 14.55+2.62, 19.33+3.48 y 56.14+8.15%
de células con pérdida de potencial de membrana mitocondrial inducida por el tratamiento
con la CC1, 20 y 50 de ICRP, respectivamente. Estas mismas concentraciones del
tratamiento con CYP evidenciaron 8.33+2.67% (CC1), 21.6£5.34% (CC20) vy
47.72+8.29% (CC50) de células con pérdida de potencial de membrana mitocondrial, que
al realizar las combinaciones, se incrementd hasta un 95.22+2.28% (1+50), 94.63+£3.03%
(50+1), 93.6+1.61% (20+20) y 95.27+2.57% (50+50) de células con marcaje perdido (Fig.
11 F).
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Figura 11. EI ICRP en combinacion con CYP induce pérdida de potencial de membrana mitocondrial.
Histogramas obtenidos mediante citometria de flujo después del marcaje con TMRE, en células MCF-7 (A),
MDA-MB-231 (B) y 4T1 (C) tratadas con la CC1, 20 y 50 de ICRP, CYP y la combinacién de ambos
tratamientos durante 24 h. Las gréficas representan el promedio de al menos tres experimentos
independientes, analizados por triplicado +DE en MCF-7 (D), MDA-MB-231 (E) y 4T1 (F).

7.5 La combinacion del ICRP con CYP induce estrés oxidativo en MCF-7, MDA-
MB-231y 4T1

Como consecuencia de la respiracién y la actividad enzimatica, las células pueden
generar especies reactivas de oxigeno (ROS). La produccién de ROS excedente a la
capacidad celular para detoxificar y/o utilizar las ROS resulta en estados no homeostaticos
referidos como “estrés oxidativo”. Las ROS pueden causar la modificacion progresiva o
degradacién de componentes bioquimicos celulares incluyendo el ADN, proteinas, lipidos
y carbohidratos, cuando son producidas a concentraciones fisioldgicas elevadas (Ryter et
al. 2007). Para evaluar si el ICRP en conjunto con CYP es capaz de generar ROS en
respuesta al tratamiento en el contexto de la muerte celular, se empled un marcaje con HE
y se determind que tanto el tratamiento con ICRP (CC1, 20 y 50) como con CYP (mismas
concentraciones) y sus combinaciones a los radios no constantes (1+50 y 50+1) y
constantes (20+20 y 50+50) inducen la produccion de ROS sobre MCF-7 (Fig. 12 A),
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MDA-MB-231 (Fig. 12 B) y 4T1 (Fig. 12 C), evidenciado por un aumento en la
fluorescencia positiva para el marcaje.

De los resultados sobre la linea MCF-7, se obtuvo marcaje positivo en un 11.8+5.58,
21.38+6.62 y 50.58+5.84% de células tratadas con ICRP, respectivamente, y de
11.58+6.99, 35.86+3.84 y 50.33+7.41%, respectivamente, de células tratadas con CYP en
las CC1, 20 y 50 de ambos tratamientos. Al realizar los tratamientos con las
combinaciones, las células positivas para este marcaje aumentaron hasta 64.4+8.69%
(combinacion 1+50), 92.83+2.76% (combinacion 50+1), 51.92+7.70% (combinacion
20+20), y 88.58+8.45% (combinacién 50+50) (Fig. 12 D).

Ademas, se obtuvo un 14.96+8.18, 22.12+7.46 y 56.52+11% de células MDA-MB-231
positivas para HE al ser tratadas con la CC1, 20 y 50 de ICRP. Por otro lado, el tratamiento
con la CC1, 20 y 50 de CYP, mostr6 un 4.73+3.37, 16.43+9.42 y 48.5+5.25% de células
positivas para HE, respectivamente. Al combinar estos tratamientos, la cantidad de células
positivas para HE, se increment6 a 75.94+8.33% con la combinacion 1+50, 49.7+7.49%
con 50+1, 67.46+7.26% con 20+20 y 83.4+4.66% con la combinacion 50+50 (Fig. 12 E).
Finalmente, al tratar las células 4T1 con la CC1, 20 y 50 de los tratamientos individuales,
se indujo un 8.13+6.67, 34.53+19.87 y 46.72+3.87% por el ICRP, respectivamente, y
4.93+1.51, 31.63+14.45 y 54.35£7.92% por la CYP, respectivamente. Al realizar las
combinaciones, se vio un porcentaje de 90.46%£5.33, 45.6+9.73, 52.04+5.46 vy
88.41+6.91% inducida por los tratamientos combinados en los radios 1+50, 50+1, 20+20

y 50+50, respectivamente (Fig. 12 F).
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Figura 12. El ICRP en combinacién con CYP induce estrés oxidativo. Histogramas obtenidos mediante
citometria de flujo de las células MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B) y 4T1 (C) que fueron tratadas con la CC1,
20 y 50 de ICRP, CYP y la combinacion en radios constantes y no constantes de ambos tratamientos durante
24 h, posteriormente marcadas con HE para el analisis de formacion de ROS. Gréficas del promedio de al
menos tres experimentos independientes realizados por triplicado +DE sobre MCF-7 (D), MDA-MB-231
(E) y 4T1 (F).

Bajo este panorama de resultados y tomando en cuenta que las combinaciones que
tuvieron mayor efecto citotoxico en las 3 lineas celulares fueron las 1+50 y 50+50, se optd
por elegir estas combinaciones para ahondar en las caracteristicas bioquimicas y
morfoldgicas involucradas en el proceso de muerte celular inducido por la combinacion
de ICRP+CYP.

7.6 El tratamiento del ICRP en combinacion con CYP induce activacion de
caspasas en células MCF-7, MDA-MB-231y 4T1.

Las caspasas son una familia conservada de cistein proteasas que juegan un papel
central en muerte celular. Para evaluar si el tratamiento con ICRP en conjunto con CYP
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induce la activacion de las caspasas en el contexto de muerte celular, se emple6 un marcaje
con TF2-VAD-FMK.

En el analisis se encontro que el ICRP (CC50) y la CYP (CC50), asi como sus
combinaciones en radios no constante y constante (1+50 y 50+50), inducen la activacion
de caspasas como se muestra en la figura 13. En el panel izquierdo se observan los
histogramas obtenidos por citometria de flujo con un aumento de la fluorescencia positiva
para TF2-VAD-FMK cuando se aplican los tratamientos a las celulas MCF-7 (Fig. 13 A),
MDA-MB-231 (Fig. 13 B) y 4T1 (Fig. 13 C), comparadas con el control, el cual no
presenta marcaje al no tener caspasas activas.

La grafica en el panel derecho muestra que al combinar la CC1 de ICRP (que mostrd
marcaje positivo para TF2-VAD-FMK en 10.36+3.65%), con la CC50 de CYP durante 24
h se indujo en MCF-7 un aumento del marcaje positivo no significativo (78.88+4.48%)
comparada con el tratamiento individual de la CYP (75.4+3.67%). De esta misma forma,
al combinar la CC50 de ICRP (la cual indujo un 42.03+3% de células con marcaje
positivo) con la CC50 de CYP, se mostro un 89.75+5.6% de células con marcaje positivo
para TF2-VAD-FMK, siendo significativamente mayor al tratamiento con el ICRP
independiente (p=0.004), pero no al de la CYP (Fig. 13 A).

Por otro lado, sobre la linea MDA-MB-231, el tratamiento con ICRP de manera
independiente, indujo un 11.845.84 y 28.14+4.63% de células con marcaje con TF2-
VAD-FMK (CC1 y 50 respectivamente). De esta forma, se indujo un 45.64+5.21% de
celulas con marcaje positivo al ser tratadas con la CC50 de CYP; marcaje que al realizar
las combinaciones se vio aumentado, al obtener un 53.86+8.21 y 69.5£9.1% con la
combinacién 1+50 y 50+50, respectivamente, siendo significativo sélo para la
combinacidn 50+50 con respecto a los tratamientos individuales (Fig. 13 B).

Ademas, sobre la linea 4T1, los resultados mostraron un 8.08+6.63 y 40.92+9.22% de
células con marcaje positivo para TF2-VAD-FMK, inducido por el tratamiento con laCC1
y 50 de ICRP, respectivamente. Por otro lado, el tratamiento con CYP (CC50) evidencié
64.914.01% de activacion, que al realizar las combinaciones, se incrementd
significativamente hasta 81.3+6.81% (1+50) y 83.22+3.39% (50+50) (Fig. 13 C).
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Figura 13. ElI ICRP en combinacién con CYP induce la activacion de caspasas. Histogramas obtenidos
mediante citometria de flujo después del marcaje con TF2-VAD-FMK de células MCF-7 (A), MDA-MB-
231 (B) y 4T1 (C) tratadas con la CC1 y 50 de ICRP, CC50 de CYP y la combinacién de los tratamientos
durante 24 h. Las graficas (derecha) representan el promedio de al menos tres experimentos independientes,

analizados por triplicado +DE.

7.7 El tratamiento con la combinacion de ICRP con CYP induce muerte celular
independiente de caspasas y dependiente de ROS

Debido a que los resultados anteriores evidenciaron la activacion de caspasas y
produccion de ROS inducida por los tratamientos independientes y por las combinaciones,
se evalud si estos mediadores son indispensables para la muerte celular.
Para evaluar la implicacion de las caspasas en la muerte celular inducida por las
combinaciones, las células fueron pretratadas con QVD, un quimico que ha demostrado
ser capaz de inhibir la actividad de las caspasas sin ser toxico para las células (Caserta et.
al. 2003) y se analizo la muerte celular después de ser tratadas con el ICRP, la CYP y las
combinaciones durante 24 horas.

En ausencia del inhibidor de caspasas, los resultados muestran el desplazamiento de la
poblacion hacia los cuadrantes indicativos de muerte celular (marcaje positivo para
annexina V y yoduro de propidio) tanto en el tratamiento con ICRP (CC1 y 50), como

para el tratamiento con CYP (CC50) y para las combinaciones 1+50 y 50+50, ademas, se
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muestra que el inhibidor de caspasas no disminuye la poblacion en los cuadrantes de
muerte celular inducida por el ICRP (CC1 y 50) ni por las combinaciones 1+50 y 50+50,
contrario a lo observado con la CYP (CC50) en las lineas celulares probadas (Fig. 14 A,
C y E). Los resultados evidencian que la muerte celular inducida por la CYP se disminuye
significativamente al inhibir las caspasas, sin embargo, la muerte celular inducida por el
ICRP y por las combinaciones no disminuye significativamente al utilizar el inhibidor en
las lineas MCF-7 (Fig. 14 B), MDA-MB-231 (Fig. 14 D) y 4T1 (Fig. 14 F), indicando que
aunque exista activacion de caspasas inducida por los tratamientos, la muerte celular que

estos inducen es independiente de caspasas.
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Figura 14. La muerte celular inducida por el tratamiento con ICRP y CYP es independiente de
caspasas. Las células tratadas con la CC1 y 50 de ICRP, CC50 de CYP y sus combinaciones en ausencia
(negro) o presencia (cuadros blancos y negros) de QVD durante 24 h, posteriormente marcadas con AnnV/PI
para el andlisis de muerte celular. Dot plots obtenidos mediante citometria de flujo y gréficas del promedio
de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado £DE en las células MCF-7 (A 'y B),
MDA-MB-231 (Cy D) y4T1(Ey F).

Para conocer si la muerte celular inducida por los tratamientos es dependiente de ROS,

las células fueron pretratadas con la N-acetilcisteina, (NAC), un antioxidante y precursor
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del glutation, dejando las células solas o pre-tratadas con el NAC, se aplicaron los
tratamientos con la CC1 y 50 de ICRP, la CC50 de CYP y las combinaciones 1+50 y
50+50, y se evaluo la muerte celular después de 24 h. Los resultados mostraron que la
inhibicion de las ROS, disminuye significativamente la muerte celular inducida por el
ICRP a la CC50 sobre las tres lineas tumorales; este efecto no se observa en ningun caso
por el tratamiento con la CC50 de CYP (Fig. 15). Por otro lado, al aplicar la combinacion
1+50, se muestra que al utilizar el NAC, la muerte celular inducida sobre MCF-7 (Fig. 15
Ay B), MDA-MB-231 (Fig. 15CyD) y4T1 (Fig. 15 E y F), se ve reducida; sin embargo,
al analizar la combinacién 50+50, se determiné que al inhibir las ROS, la muerte celular
se ve disminuida significativamente Unicamente sobre las lineas MDA-MB-231 y 4T1
(Fig.15C,D,EyF).
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Figura 15. La muerte celular inducida por el tratamiento con ICRP y CYP es dependiente de ROS.
Las células tratadas con la CC1 y 50 de ICRP, CC50 de CYP y sus combinaciones en ausencia (negro) o
presencia (cuadros blancos y negros) de NAC durante 24 h, posteriormente marcadas con AnnV/PI para el
analisis de muerte celular. Dot plots obtenidos mediante citometria de flujo y gréaficas del promedio de al
menos tres experimentos independientes realizados por triplicado +DE en las células MCF-7 (Ay B), MDA-
MB-231 (CyD)y4T1(EyF).
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7.8 El tratamiento con la combinacion del ICRP con CYP induce la degradacion
del ADN a las 12y 24 horas en MCF-7, MDA-MB-231y 4T1.

La actividad catalitica de las caspasas ejecutoras promueve la eliminacion celular y es
responsable de algunos de los cambios morfolégicos y bioquimicos relacionados a la
apoptosis, incluyendo la fragmentacién del ADN (Galluzzi et al. 2018). Para evaluar si el
ICRP en conjunto con CYP es capaz de inducir la degradacion del ADN en respuesta al
tratamiento, se emple6 un marcaje con Pl para analizar la poblacion subGL1.

Los resultados muestran que a las 12 h de tratamiento, la combinacién 1+50 no induce
degradacion del ADN significativa con respecto al tratamiento individual, mientras que la
combinacién 50+50 induce significativamente un aumento en la degradacion del ADN en
MCF-7, comparada con los tratamientos individuales (Fig. 16 A). Al cabo de 24 h de
tratamiento con ICRP y CYP de manera independiente, se induce de manera significativa
la degradacion del ADN, lo cual no es significativo en la combinacién 1+50 comparada
con el tratamiento individual, y en la 50+50 Unicamente es significativa comparada contra
el ICRP (p=0.0415), pero no contra la CYP (Fig. 16 B).

Ademas, se determind que a las 12 h, los tratamientos no inducen la degradacion del
ADN significativamente en MDA-MB-231 (Fig. 16 C), sin embargo, a las 24 horas de
tratamiento (CC50 de ICRP, CC50 de CYP, y combinaciones 1+50 y 50+50) se indujo la
degradacion de ADN de manera significativa (Fig. 16 D).

Por otro lado, en la linea 4T1, Unicamente la combinacién 50+50, indujo
significativamente degradacion de ADN a las 12 h comparada contra los tratamientos
individuales (Fig. 16 E). Mientras que a las 24 h, el tratamiento con el ICRP y la CYP de
manera independiente, inducen significativamente la degradacion del ADN, asi como las
combinaciones. Sin embargo, en el caso de la combinacion 1+50, la degradacion del ADN
no es significativamente mayor a la inducida por el tratamiento con CYP. Y, finalmente
la degradacion de ADN inducida por la combinacion 50+50 es significativamente mayor
al tratamiento con ICRP (p=0.0289) pero no al de la CYP (Fig. 16 F).
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Figura 16. El tratamiento con ICRP en combinacién con CYP induce degradacion del ADN a las 12
y 24 h. Células con ADN degradado al ser tratadas con la CC50 de ICRP y CYP y la combinacién de ambos
tratamientos durante 12 y 24 h sobre las lineas MCF-7 (A y B), MDA-MB-231 (Cy D) y4T1 (Ey F)
obtenido a partir del marcaje con yoduro de propidio, analizando la poblacion subG1l. Las gréficas

representan el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado +DE

7.9 El tratamiento con la combinacién del ICRP con CYP induce cambios

morfoldgicos en células de cancer de mama
Para analizar los cambios morfoldgicos inducidos por los tratamientos y relacionarlos
con la citotoxicidad, se analizaron las células mediante microscopia de luz luego de 24 h

en presencia de los tratamientos de manera independiente y sus combinaciones.
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La figura 17 revela que no existen notables cambios en la morfologia de las células
MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B) y 4T1 (C) al ser tratadas con la CCl de ICRP
correspondiente. Ademas se observa una disminucién de la confluencia en las tres lineas
tumorales, luego de ser tratadas con la CC50 de ICRP y CYP. Al realizar las
combinaciones 1+50 y 50+50, se aprecian células desadheridas y abundantes restos
celulares. No obstante, se puede indicar que la morfologia de la muerte celular se conserva
muy similar a la inducida por la CYP de manera independiente, lo que indica que aunque
los mecanismos citotdxicos se sumen y sean diferentes, las caracteristicas morfoldgicas

que se involucran la muerte celular se superan por la ciclofosfamida.

A ICRP (U/mL) 24h CYP (mM) 24h ICRP + CYP 24h
Control CC1 CC50 CC50 1+50 50+50
~
w
Q
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Figura 17. EIl tratamiento con ICRP en combinacion con CYP induce cambios morfoldgicos.
Micrografias de campo claro (20X) de células MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B) y 4T1 (C) tratadas con CC1
y 50 de ICRP, CC50 de CYP y la combinacion de ambaos tratamientos durante 24 h.

7.10 La combinacion del ICRP con CYP induce exposicion/ liberacion de DAMPs
La muerte celular regulada, no solo refleja una funcion homeostatica de eliminacion de

células potencialmente peligrosas, sino también la capacidad de las células moribundas

para exponer o liberar moléculas que alerten al organismo de una amenaza potencial ; tales

sefiales de dafio son comunmente referidas como Patrones Moleculares Asociados a Dafo
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(DAMPs). Debido a que se ha reportado que tanto el ICRP como la CYP son capaces de
inducir la exposicion/liberacion de DAMPs, se estudio si en combinacion se mantenia o
potenciaba la misma. Para ello se marcaron las células con un anticuerpo anti calreticulina
acoplado a ficoeritrina (CRT-PE), para analizar la exposicion de calreticulina (el principal
DAMP relacionado a muerte celular inmunogénica).

En la Figura 18 (A, B y C) se muestra que las células MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1 al
ser tratadas con la CC1 y 50 del ICRP, asi como la CC50 de CYP presentan marcaje
positivo para la CRT, y que al combinar los tratamientos a la 1+50 se induce un incremento
de la positividad para el marcaje, sin embargo, en la combinacion 50+50 se observa un
aumento mayor del marcaje con respecto a los tratamientos individuales; obteniendo que
sobre las células MCF-7 (Fig. 18 A), el tratamiento con CC1 y 50 de ICRP induce 35.9+1
y 52.37+2.62% de exposicién de calreticulina, al tiempo que la CYP induce 59.3+2.12%
y que al combinar los tratamientos se observd 52.53+1.89 y 92.4+0.14% con la 1+50 y
50+50, respectivamente.

Ademas, se obtuvo un porcentaje de células MDA-MB-231 positivas para CRT-PE en
14.4+3.95 y 68.7+1.8% al ser tratadas con la CC1 y 50 de ICRP. La CC50 de tratamiento
con CYP, mostrd6 un 49+5% de células positivas para CRT; al combinar estos
tratamientos, la cantidad de células positivas se incrementd significativamente a
50.55+4.17% con la combinacion 1+50, y 85.6+0.28% con la combinacion 50+50
comparadas con los tratamientos independientes (Fig. 18 B).

Finalmente, al tratar las células 4T1 con los tratamientos individuales, se indujo un
4.6+£0.91 y 59.62+6.4% de células positivas para CRT por la CC1 y 50 de ICRP,
respectivamente, y 40+9.1% por la CC50 de CYP. Los tratamientos combinados en los
radios 1+50 y 50+50, indujeron un 81.64+5.98 y 93.12+9.15% de células positivas,
respectivamente, los cuales fueron significativamente mayores a los tratamientos
individuales (Fig.18 C).
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Figura 18. El ICRP en combinacion con CYP induce la exposicion de calreticulina. Histogramas
obtenidos mediante citometria de flujo después del marcaje con CRT-PE en células MCF-7 (A), MDA-MB-
231 (B) y 4T1 (C) tratadas con la CC1 y 50 de ICRP, CC50 de CYP y la combinacién de los tratamientos
durante 24 h. Las graficas (derecha) representan el promedio de al menos tres experimentos independientes,

analizados por triplicado +DE.

Otro DAMP importante es la liberacion de ATP por las células en proceso de muerte
(Garg et al. 2015). En ese sentido, se evaluo si las combinaciones de ICRP con CYP
podian inducir la presencia de ATP en el sobrenadante de células tratadas. El tratamiento
con la CC1 de ICRP no logré inducir la liberacion de ATP sobre las lineas MCF-7 (Fig.
19 A), MDA-MB-231 (Fig. 19 B) y 4T1 (Fig. 19 C). Sin embargo, las células tratadas con
la CC50 de ICRP y de CYP mostraron la liberacion de ATP significativa. Al combinar los
tratamientos se evidencid una liberacion de ATP, la cual fue significativamente mayor a
los tratamientos independientes en la combinacién 1+50 sobre MCF-7 (Fig. 19 A) y 4T1

(Fig. 19 C), y en la combinacién 50+50 sobre las tres lineas celulares evaluadas (Fig. 19).
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Figura 19. ElI ICRP en combinacion con CYP induce la liberaciéon de ATP. Las células MCF-7 (A),
MDA-MB-231 (B) y 4T1 (C) tratadas con la CC1 y 50 de ICRP, CC50 de CYP y la combinacién de los
tratamientos durante 24 h, el sobrenadante de cada muestra se tomé para medir la liberacién de ATP,
detectado mediante bioluminiscencia. Las gréficas representan el promedio de tres experimentos

independientes, analizados por duplicado +DE.
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8. DISCUSION

La terapia combinada se conceptualizo por primera vez en 1965, cuando Emil Frei,
James F. Holland y Emil J. Freireich postularon la posibilidad de la primera quimioterapia
combinada para la leucemia linfocitica aguda (LLA). Los pacientes pediatricos con LLA
fueron tratados con combinaciones de metotrexato, 6-mercaptopurina, vincristina y
prednisona, y se demostrd que las combinaciones tuvieron éxito en la reduccion de la
carga tumoral y en la prolongacion de la remision (Frei et al. 1965). Como consecuencia
del éxito de este régimen, la investigacion en la terapia contra el cancer se centro en
investigar las terapias combinadas con agentes que se dirigen a diferentes vias para crear
un efecto sinérgico o aditivo (Mokhtari et al. 2017). Estudios actuales han revelado que
aparte de la citotoxicidad de las quimioterapias, estos agentes también pueden provocar
efectos inmunopotenciadores al liberar antigenos tumorales, facilitando su interaccién con
inmunoterapias, por lo que la integracion de estos métodos potencialmente
complementarios representa una efectiva estrategia contra el cancer (Luo et al. 2019). En
este contexto, nuestro grupo de investigacion previamente demostro que la combinacion
de ICRP con ciclofosfamida inhibe la viabilidad celular de lineas de cdncer de mama en
una manera sinérgica y aditiva. Por lo tanto, en esta tesis se exploré el mecanismo de
muerte celular inducido por esta combinacion en células de cancer de mama de raton, 4T1
(triple negativo), y humanas, MCF-7 (luminal A) y MDA-MB-231 (triple negativo).

En resumen esta tesis describe las caracteristicas bioquimicas y morfolégicas de la
muerte celular inducida por el tratamiento con ICRP, por la CYP y por sus combinaciones
en radios constantes y no constantes de los tratamientos. En esta seccion discutiré los
aspectos principales involucrados en muerte celular regulada:

1. Potencial citotoxico del ICRP, CYP y la combinacion ICRP+CYP.

2. Alteraciones mitocondriales inducidas en el proceso de muerte.

3. Mediadores bioquimicos de la muerte celular.

4. Efectores de la muerte celular inducida por los tratamientos.

5. Alteraciones nucleares y morfologicas.

6. Capacidad molecular de muerte celular inmunogénica.

Y dentro de cada aspecto se discutira la relevancia y el alcance de los resultados obtenidos.
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8.1 Potencial citotoxico del ICRP, CYP y la combinacion ICRP+CYP

Antes de ahondar en el mecanismo de muerte inducida por la combinacion de
ICRP+CYP en las células de cancer de mama, se decidi¢ evaluar el efecto tanto del ICRP
como de la CYP de manera independiente sobre la viabilidad celular.

Previamente se ha estudiado el efecto del ICRP sobre lineas de cancer de mama,
principalmente sobre MCF-7 (Franco Molina et al. 2006; Mendoza Gamboa et al. 2008;
Martinez Loria 2017; Alvarez Valdéz 2018; Guzman Aguillon 2018), asi como sobre
MDA-MB-231 (Guzméan Aguillon 2018). En todos los casos se determind que el
tratamiento con ICRP disminuye la viabilidad celular en una manera dependiente de la
concentracion. Ademas se relaciono esta disminucion de la viabilidad con un aumento en
la muerte celular. Como se reportd anteriormente, en este estudio se encontr6 que el ICRP
disminuye la viabilidad de las lineas MCF-7, MDA-MB-231 Y 4T1 e induce muerte
celular en una manera dependiente de la concentracion, ya que conforme aumenta la
concentracion de ICRP, la viabilidad celular se disminuye en una mayor proporcion y la
muerte celular aumenta con el tratamiento. Ademas se observd que las células murinas,
4T1 resultaron mas sensibles al tratamiento con ICRP, comparadas con su contraparte
humana MCF-7 y MDA-MB-231.

Esto podria deberse a diferencias en las caracteristicas bioquimicas relacionadas con el
mecanismo de muerte celular inducido por el ICRP en esta linea celular, las cuales se
discutiran en apartados siguientes.

Ademas, el tratamiento con CYP indujo disminucidn de la viabilidad y muerte celular
en una manera dependiente de la concentracion sobre MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1.
Anteriormente se prob6 también la capacidad de la CYP de inhibir la viabilidad y de
inducir la muerte de MCF-7 y MDA-MB-231 por Guzméan Aguillon en el 2018, en donde
congruente con los resultados demostrados por esta tesis, las lineas MCF-7, MDA-MB-
231 y 4T1 disminuyeron la viabilidad celular conforme se incrementaron las
concentraciones de CYP al tiempo que se indujo muerte celular. Aunque la sensibilidad a
la quimioterapia se comportd de manera similar en las tres lineas de cancer probadas, sin
embargo, contrario a los resultados determinados por Guzman Aguillon, en este estudio
las lineas TNBC resultaron mas sensibles a la CYP comparadas con las MCF-7, ya que se
pudo determinar la CC50 del tratamiento con CYP sobre MCF-7 en 30mM, mientras que
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sobre MDA-MB-231y 4T1 se determind en 27 y 24 mM, respectivamente. Esta diferencia
en la sensibilidad al tratamiento con quimioterapia se ha estudiado previamente y se ha
determinado que los subtipos TNBC se asocian con grados mas altos de respuesta
patoldgica completa (CR) de aproximadamente 45%, mientras que los tumores luminales
tienen una CR de 6% (determinados mediante perfil de expresion de genes asociados con
CR) a la quimioterapia (Rouzier et al. 2005).

Se han reportado combinaciones de la ciclofosfamida con agentes como el resveratrol
(Singh et al. 2009), Interferon de tipo | (Schiavoni et al. 2010) y el organoselenium
(Chakraborty et al. 2016) contra células tumorales, encontrando mejores efectos que el
uso del agente individual. Sin embargo, resultados previos de nuestro equipo de
investigacion muestran en un panel amplio de combinaciones de ICRP+CYP sobre MCF-
7 y MDA-MB-231 efectos aditivos y sinérgicos dependiendo del radio utilizado,
resultando mejor las combinaciones en concentraciones no constantes a un radio que
implicé bajas concentraciones de ciclofosfamida y altas de ICRP (Guzman Aguillén
2018). Por otro lado, en esta investigacion se determind el efecto de combinaciones de
ICRP+CYP en radios no constantes (1+50 y 50+1) y constantes (20+20 y 50+50), y
diferente a lo que se reportd previamente, se encontr6 que sobre la linea MCF-7 la
combinacién de ICRP+CYP incrementd de manera potenciada la muerte celular
independientemente de los radios utilizados. Sin embargo, sobre la linea MDA-MB-231
los resultados de las combinaciones fueron similares a los reportados ya que en ambos
estudios concentraciones minimas de ICRP (CC1) incrementan el efecto antitumoral de la
CYP (CC50) y, en ambas investigaciones se demuestra en la combinacién 50+1 que la
CYP (CC1) no incrementa significativamente la muerte celular inducida por el ICRP
(CCh50). Paralelamente, la combinacion 20+20 mostro efecto citotoxico potenciado que se
demostré en ambos estudios.

Ademas, en este trabajo se muestra por primera vez, el efecto citotdxico de la
combinacién de ICRP+CYP sobre la linea murina 4T1, sobre la cual la combinacion 50+1
no muestra tener una muerte celular significativamente mayor a la inducida por el
tratamiento individual (CC50 ICRP) y las combinaciones 1+50, 20+20 y 50+50 ejercen
muerte celular potenciada; similar a lo observado en su contraparte humana (MDA-MB-
231). Las diferencias en el efecto de las combinaciones sobre las lineas TNBC y MCF-7
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podrian deberse a que las caracteristicas involucradas en el proceso de muerte tengan
diferente comportamiento en las mismas; las cuales se ahondaran en los siguientes

apartados.

En respuesta a agentes terapéuticos contra el cancer, que generalmente inducen un dafio
al ADN (como los agentes alquilantes) las células pueden entrar en un arresto del ciclo
celular (para permitir la reparacion de los dafios) o morir (si los dafios son irreparables).
Los primeros andlisis bioquimicos y moleculares en el mecanismo de muerte celular
inducido por el ICRP evidenciaron que disminuye la expresion de mRNA de proteinas
como p53 en MCF-7 (Franco Molina et al. 2006), y posteriormente se encontr6 que el
mecanismo de muerte del ICRP incluye arresto en el ciclo celular desde las 16 h de
tratamiento sobre HelLa (Martinez Torres et al. 2018) y a las 24 h de tratamiento en A549,
A427 y MCF-7 (Martinez Torres et al. 2019; Martinez Loria 2017) que se preserva en
todas las lineas celulares en la fase G2/M. Por otro lado, apoptosis dependiente de p53
inducida por el tratamiento con CYP sobre MCF-7 se ha reportado previamente también
por otro estudio encontrando que la CYP induce arresto del ciclo celular a concentraciones
bajas en fase G1, mientras que a altas concentraciones se observa arresto dependiente de
dosis en fase G1, S y G2/M a 48 h de tratamiento (Singh et al. 2009).

En esta investigacion se mostré que a las 12 h de tratamiento con ICRP (CC20 y50),
con CYP (CC20), asi como las combinaciones (1+50, 50+1, 20+20 y 50+50) no inducen
arresto del ciclo celular en la linea MCF-7, unicamente a la CC50 de CYP se observo
arresto del ciclo celular en fase G2/M. A pesar de que el tratamiento con la CC50 de ICRP
demostro arresto del ciclo celular en fase G2/M por Martinez Loria, el arresto fue evidente
a las 24 horas de tratamiento; por lo que es logico pensar que a las 12 h el efecto del ICRP
(CC20 y 50) sea insuficiente para inducir arresto. De manera similar, es de suponer que la
CC20 de CYP no induce un dafio que la célula sea capaz de sensar y que conduzca a
detener el ciclo celular, contrario a la CC50. Esto es similar a lo encontrado por Chen 'y
colaboradores, donde demostraron que la activacion intracelular de la CYP induce arresto
del ciclo celular en fase G2/M en MCF-7 (Chen et al. 1996). Ademas, la citotoxicidad
potenciada independiente de los radios empleados observada en MCF-7 a las 24 h de
tratamiento hace pensar que estos efectos terapéuticos potenciados se obtuvieron sin
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ningln aparente arresto del ciclo celular, como se observa a las 12 h, si no que
directamente los tratamientos confieren la muerte celular. Sin embargo, seria necesario
evaluar la muerte celular a las 12 h y el ciclo celular a las 24 h de tratamiento con estos
agentes y sus combinaciones para corroborar este razonamiento.

Los resultados de esta investigacion muestran, por primera vez, el efecto del ICRP, la
CYP y las combinaciones de ICRP+CYP sobre el ciclo celular de MDA-MB-231y 4T1.
En la linea MDA-MB-231, la CC20 de ICRP y de CYP mostraron inducir arresto del ciclo
celular en fase S y G2/M y en G2/M, respectivamente, a las 12 h de tratamiento; lo cual
no se observd en ninguna fase del ciclo celular con la CC50 de ambos tratamientos
independientes. Este arresto del ciclo celular en fase G2/M se conserva al realizar las
combinaciones en los cuatro radios estudiados (1+50, 50+1, 20+20 y 50+50).

Los tratamientos independientes a la CC20 podrian estar induciendo un estrés celular y
las combinaciones un dafio al ADN que en respuesta a los mismos resulta en un arresto
del ciclo celular en la fase G2/M y en la muerte celular. Sin embargo, el mecanismo es
pobremente entendido dado que esta linea tiene p53 mutado. Choi y Yu en el 2012
demostraron que el paclitaxel indujo arresto en fase G2/M y apoptosis en MDA-MB-231
mediado por la regulacion a la alza de p21 independiente de p53 (Choi y Yoo 2012). La
progresion a G2/M esta conducida por MPF, un complejo de ciclina B1/cdc2. Ambas se
acumulan y asocian en el citoplasma durante G2. EI complejo se mantiene inactivo por la
fosforilacion de cdc2 en Thrl4 y Tyrl5. La entrada a la mitois estd impulsada por la
translocacion del complejo al nicleo y la activacion por desfosforilacion por las fosfatasas
de Cdc25. En ese sentido p53 esta involucrado en el mantenimiento antes que en la
iniciacién del arresto en G2. Cdc25c, la fosfatasa que promueve la apoptosis es inhibida
después del dafio al ADN a través de la fosforilacion en la Ser216 por Chkl y Chk2,
promoviendo su secuestro en el citoplasma y/o inhibicion de su actividad fosfatasa. Por
otro lado p21 también estd implicada en el mantenimiento del arresto en G2 a través de su
unién a PCNA (Giono y Manfredi 2006) que interfiere con su actividad en la reparacion
del ADN (Abbas y Dutta 2009). Un arresto en la fase de sintesis podria indicar que las
células intentan reparar el dafio causado frenando su crecimiento y a la vez inhibiendo la
division celular. Esto despierta el interés en conocer la via implicada particularmente en

el arresto determinado sobre estas células.
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Por otro lado, en la linea 4T1, la CC50 de ICRP indujo arresto en fase G1 y la CC50
de CYP en fase G2/M, mientras que las CC20 de ambos tratamientos independientes, al
igual que en la combinacion 50+1, no se observd arresto del ciclo celular. Ademas, al
realizar las combinaciones, la 1+50 muestra arresto en fase G2, en fase G1 y G2 con la
combinacién 20+20 y arresto en fase G1 con la combinacion 50+50.

Con estos resultados destacamos que la CC20 de los tratamientos individuales no es
suficiente para inducir un dafio al ADN que conduzca al arresto del ciclo celular. No
obstante, al combinar estas concentraciones equipotentes, se evidencio arresto en G1 y G2
que parece indicar que al sumarse la citotoxicidad de ambos tratamientos, se induce un
efecto similar a lo observado con la CC50 de manera independiente las cuales
evidenciaron arresto en G1 con ICRP y G2/M con CYP: ya que estas concentraciones
(CC50) si inducen un dafio al ADN. Se ha caracterizado que la linea 4T1 tiene niveles
reducidos de CDK2ap1, p53, Cdknla y ciclina G (Ccngl), sin embargo, la expresion de
Gadd45 es elevada; que en contexto, podria suponer que el arresto en fase G2/M por la
CC50 CYP, la combinacion 1+50 y 20+20 esté mediada por esta proteina. La progresion
del ciclo celular estd conducida por los eventos de fosforilacion mediados por los
complejos ciclina/cdk (ciclina D/cdk4, ciclina E/cdk2 y ciclina A/cdk2), los cuales
secuencialmente fosforilan a pRb. Después de la activacion por el dafio al ADN, p53
induce la expresion de p21, que se unira e inhibira la actividad de los complejos
ciclina/cdk y con ello la progresion del ciclo celular (Giono y Manfredi 2006).

Sin embargo, hacen falta estudios para dilucidar las vias rio arriba involucradas en los

eventos que implican un arresto en el ciclo celular.

Se sabe que la CYP es una quimioterapia utilizada en un amplio espectro de neoplasias,
sin embargo presenta toxicidad hematologica relacionada a las altas dosis terapéuticas
(Kurauchi et al. 2017). Supresion de la médula 6sea es efecto tdxico mas comin. La
leucopenia, trombocitopenia y anemia son comunes después de la administracion de altas
dosis de CYP, sin embargo, generalmente ocurre rapida recuperacién hematoldgica dentro
de 2-3 semanas en los pacientes con reserva normal de médula 6sea sin importar la dosis
(Emadi et al. 2009). Dados estos efectos inducidos por la quimioterapia, se evalud el efecto
que tenia la combinacién del ICRP+CYP sobre las PBMC.
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Los resultados demuestran que de manera independiente, el ICRP no induce
citotoxicidad significativa sobre las PBMC, aun a la concentracion mas alta (CC50) la
citotoxicidad del ICRP es muy baja. Esto es congruente con estudios previos en donde se
demostrd que el ICRP no afecta la viabilidad de las PBMC humanas (Lorenzo Anota et
al. 2020) comprobando la selectividad del ICRP hacia células tumorales. Por otro lado, el
tratamiento con la ciclofosfamida (CC20 y 50) muestra elevada citotoxicidad sobre las
PBMC, lo que es de esperarse dados los efectos toxicos de la CYP sobre las células del
sistema inmune. Sin embargo, al combinar los tratamientos ICRP+CYP en ninguno de los
radios evaluados (1+50, 50+1, 20+20 y 50+50) se induce muerte celular mayor que la
inducida por los agentes de manera independiente, incluso en las combinaciones en donde
la CYP se encuentra en mayor concentracion. Un comportamiento similar se habia
observado en estudios previos en donde se determind que el ICRP tiene capacidad
quimioprotectora contra el dafio inducido por el 5-FU en células de la médula 6sea tales
como leucocitos, granulocitos y poblaciones eritroides, mostrando a nivel sistémico
valores hematoldgicos normales de leucocitos y globulos rojos en un modelo murino
(Coronado Cerda et al. 2016). De acuerdo con estos resultados previos el ICRP no afecta
el ciclo celular de las PMBC, indicando que las células permanecen en un estado normal
y gque el mecanismo de proteccién no es a través de un arresto. Ademas, se encontrd que
el ICRP es capaz de disminuir la formacion de ROS y de inducir la activacidn de Nfr2 en
las células de ratones tratados con 5-FU, sugiriendo que el ICRP puede actuar como
molécula captadora de radicales libres en funcion de proteger a las células del dafio
inducido por la quimioterapia.

Por otro lado, también se ha evaluado el efecto de la combinacion de la CYP con
agentes como el resveratrol sobre células normales. De forma congruente con nuestros
resultados, a pesar de no observarse una proteccion de las células sanas, se encontré que
la citotoxicidad inducida por la quimioterapia, no se ve potenciada al realizar la
combinacién que sinergiza contra células de cancer de mama (Singh et al. 2009).

Se han realizado estudios con el fin de determinar si la CYP es la responsable de los
efectos citotoxicos sobre células no tumorales, encontrando que por si misma no es
citotoxica, sino que son sus metabolitos los que causan el dafio, sugiriendo que la acroleina

juega un papel principal, ya que se ha implicado en los dafios cardiacos (DeJarnett et al.
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2014), en la cistitis hemorragica (Cox 1979), asi como en los dafios hepaticos (DelLeve
1996); y se han relacionado estos efectos con un aumento en las ROS ya que el NAC es
capaz de revertir la cardiotoxicidad (Kurauchi et al. 2017).

En este contexto, el ICRP podria actuar como reductor de las ROS inducidas por la
CYP o sus metabolitos dado que también se ha demostrado que el ICRP disminuye los
oxidantes al incrementar la actividad antioxidante del glutation, superodido dismutasa y
catalasa (principales antioxidantes de la célula) en macrofagos peritoneales humanos
estimulados con LPS (Franco Molina et al. 2011). Esto lleva a pensar que este mecanismo
podria estar implicado en la citotoxicidad inducida por la combinacion de ICRP+CYP en
las PBMC. Sin embargo, se tendria que evaluar la formacion de ROS, asi como la
inhibicidén de las mismas para determinar el rol que cumplen en la citotoxicidad del
tratamiento combinado de ICRP+CYP para comprobar esta teoria.

No obstante, las terapias combinatorias pretenden reducir los efectos secundarios a
través de la disminucion de las dosis requeridas de cada farmaco individual, sin perder el
potencial citotoxico (Mokhtari et al. 2017). En esta investigacién se logré la disminucion
de la concentracion de la CYP hasta la mitad en los dos radios evaluados (1+50 y 50+50),
conservando el efecto citotoxico en las células tumorales, mientras que no afectd la

citotoxicidad sobre las células sanas.

8.2 Alteraciones mitocondriales inducidas en el proceso de muerte

Como se menciond, las mitocondrias juegan un papel fundamental en los mecanismos
de MCR. Dado que la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa es un paso
critico y se ha clasificado como un “punto de no retorno” a la muerte celular ya que
conduce a la caida del potencial de membrana mitocondrial, se decidio evaluar si el
tratamiento con ICRP, la CYP y las combinaciones ICRP+CYP inducen este dafio
mitocondrial.

Estudios previos han demostrado que el tratamiento con ICRP induce pérdida de
potencial de membrana mitocondrial en células HeLa, A549, A427, MCF-7 y MDA-MB-
231 (Martinez Torres et al. 2018, 2019; Alvarez Valadez 2018; Guzman Aguillén 2018).
Por otro lado, existe poca evidencia reportada de los efectos de la CYP sobre la membrana

mitocondrial, sin embargo se ha determinado que su via de muerte involucra cambios del
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potencial de membrana mitocondrial en células A432 (Yang et al. 2011) y S-180
inoculadas en raton (Li et al. 2011).

Ademas, los resultados de esta tesis demostraron que el ICRP induce pérdida de
potencial de membrana mitocondrial similar a como se habia reportado previamente sobre
las células MCF-7 y MDA-MB-231 (Guzman Aguillén 2018); por otro lado la CYP a la
CC50 también induce cambios en el potencial de membrana mitocondrial congruentes a
lo observado previamente sobre otras lineas celulares (Yang et al. 2011). Sin embargo, a
dosis méas bajas a las estudiadas previamente (CC1 y 20) y en sus combinaciones (1+50,
50+1, 20+20 y 50+50) se induce dafio mitocondrial mayor a la muerte celular inducida
sobre MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1, lo que podria sugerir que la pérdida de potencial de
membrana mitocondrial es un evento mas temprano a la muerte celular. No obstante, el
dafio mitocondrial se podria dar tanto por el tratamiento directamente, o por mediadores
como las ROS, por lo que para comprobar cual evento ocurre primero hacen falta ensayos
adicionales con el uso de antioxidantes.

Previamente Li y colaboradores en el 2011 también evidenciaron una mayor pérdida
del potencial de membrana mitocondrial al realizar combinaciones de un polisacarido
obtenido de Ganoderma atrum (PSG-1) con la ciclofosfamida que la inducida por el

tratamiento independiente (Li et al. 2011).

La mitocondria es una de las principales fuentes de ROS en la célula, las cuales
funcionan como segundos mensajeros en niveles controlados, sin embargo, su produccion
desmesurada puede terminar dafiando los componentes de la célula y conducirla a la
muerte (Ryter et al. 2007). Por ello, se buscd determinar si el tratamiento con ICRP, CYP
y la combinacién ICRP+CYP inducia estrés oxidativo.

Los resultados de esta tesis demuestran que la produccion de ROS aumenta de manera
significativa tanto en células MCF-7, como en MDA-MB-231 y 4T1 al tratarlas con el
ICRP (CC1, 20 y 50), concordando con lo reportado por Martinez Torres y colaboradores
sobre células HelLa, A549, A427, MCF-7 y MDA-MB-231 (Martinez Torres et al. 2018,
2019; Guzman Aguillon, 2018). En conjunto estos reportes sefialan la importancia de las
ROS en la toxicidad inducida por el ICRP, al observarse un aumento de las mismas en las
células tumorales, independientemente del tejido del que provengan.
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Existe evidencia de que agentes quimioterapéuticos como los agentes alquilantes
generan altos niveles de ROS por reduccion de los niveles de glutation (los principales
antioxidantes celulares) (Conklin 2004). En relacion a la CYP se ha reportado que media
un incremento de la generacion de ROS (Jeelani et al. 2017), principalmente por sus
metabolitos (Turton et al. 2007; Strauss et al. 2008; Yoshida et al. 2009; Kurauchi et al.
2017; Jeelani R. et al. 2017). Estos reportes en conjunto con el presente trabajo indican
que el tratamiento con CYP induce la formacion de ROS, evidenciado aqui en una forma
proporcional a la muerte celular inducida en las lineas MCF-7 y MDA-MB-231;
destacando que la linea 4T1 al ser tratada con la CC20 y 50 de CYP y la CC20 de ICRP,
se induce un mayor estrés oxidativo a la muerte celular, lo que pudiera también estar
implicado en una mayor sensibilidad de esta linea al tratamiento con CYP e ICRP, dada
la importancia de las ROS en la muerte celular inducida por ambos tratamientos.

Ademas, al evaluar la produccion de ROS por el tratamiento combinado de ICRP+CYP
(1+50, 50+1, 20+20 y 50+50), en todos los casos se induce una mayor produccién de ROS
comparada a los agentes independientes en las tres lineas tumorales. Esto no se observa
con la combinacion 50+1 en las lineas TNBC (MDA-MB-231y 4T1) ya que no se observa
un incremento de ROS de manera significativa con respecto al ICRP y la CYP. Lo que
destaca la importancia del estrés oxidativo en el proceso de muerte inducida por la
combinacién de ICRP+CYP. En esta Ultima es en la que no se observa una potenciacion
de la muerte celular, sefialando que el ICRP potencia la muerte de la CYP implicando un
estrés oxidativo que sobrepasa el inducido por los agentes de manera independiente.
Investigaciones anteriores han estudiado también la formacion de ROS inducida por la
combinacidn de otros agentes con la CYP, concordando con los resultados aqui reportado,
como el caso del uso combinado con DMSE (difenilmetil selenocianato), en donde
determinaron un incremento en los niveles de ROS después del tratamiento con CYP, Sin
embargo, la combinacion de CYP en dos diferentes esquemas de tratamiento con DMSE
condujo sinérgicamente a la generacion de ROS en las células tumorales. La combinacion
de CYP+DMSE significativamente disminuyé los niveles de glutation (GSH) en las
células tumorales, mayor a la inducida por los tratamientos en monoterapia. Ademas de la
actividad de la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx)
y glutation S-transferasa (GST) que también se regularon a la baja, llevando a las células
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a una inhibicion de la capacidad antioxidante que sobrepasé las ROS generadas
(Chakraborty et al. 2016).

En conjunto estos resultados sugieren una desregulacion de los sistemas antioxidantes
de las células tumorales. Por ello, una perspectiva interesante seria la evaluacion de estos
sistemas tanto en células cancerosas como en sanas, después de la combinacién de

ICRP+CYP, con el fin de determinar si se encuentran regulados selectivamente.

8.3 Mediadores bioquimicos de la muerte celular

Dado que la mitocondria esta involucrada en la activacion de mecanismos efectores de
muerte celular regulando la translocacion de proteinas proapoptoticas al citosol, como el
citocromo C que conduce a la activacion de caspasas, se decidio evaluar si el tratamiento
con la combinacion de ICRP+CYP inducen la activacion de las mismas. Para ello se
seleccionaron los radios con mayor efecto citotoxico (1+50 y 50+50).

Las caspasas involucradas en la muerte celular se dividen iniciadoras (las cuales
funcionan principalmente para activar caspasas posteriores en una cascada proteolitica) -
2, -8, -9 y -10, y caspasas efectoras -3, -6 y -7 (que se activan mediante caspasas
iniciadoras y que son responsables de los eventos proteoliticos que conducen al fenotipo
apoptotico). En esta investigacion se evalué mediante TF2-VAD-FMK la actividad
enzimatica de las caspasas tanto iniciadoras, como efectoras, observando que el ICRP
(CC50) induce la activacion de caspasas en las tres lineas evaluadas, aunque en una menor
proporcion a la muerte celular. Anteriormente se habia demostrado, mediante métodos
colorimétricos, que el ICRP induce activacion de caspasas 3/7, 8 y 10 en células HeLa
(Martinez Torres 2008). Posteriormente, también sobre células HelLa, se observé un
comportamiento similar a lo reportado en esta investigacion, encontrando una ligera
activacion de la caspasa 3 (principal caspasa efectora) al aplicar la CC50 de ICRP durante
24 h, sin embargo, una muerte independiente de su activacion (Martinez Torres et al.
2018).

Por otro lado, en los resultados se muestra que la CYP (CC50) induce la activacion de
caspasas en las tres lineas de cancer de mama, como se ha reportado anteriormente sobre
células MCF-7 (Singh et al. 2009). Ademas, es bien sabido que la CYP induce apoptosis
en células MCF-7 y MDA-MB-231 (Chow y Loo 2003), concordando con los resultados
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aqui obtenidos. No obstante, a pesar de que en todos los casos, se induce activacion de
caspasas por el tratamiento con CYP, esta se observa mayor en las células MCF-7.
Previamente, se relaciond el incremento de caspasas con la regulacion de proteinas pro-
apoptéticas mas tempranamente en MCF-7 cuando se compar6 con MDA-MB-231 al
tratarlas con la CYP (Chow y Loo 2003). Esto podria explicar nuestros resultados
observados en esta linea, sin embargo, seria necesario evaluar la regulacion de proteinas
pro y anti-apoptoticas inducidas por los tratamientos para comprobar este razonamiento.

Conjuntamente, los resultados muestran que al combinar los tratamientos de
ICRP+CYP en los radios 1+50 y 50+50, se observa la activacion de caspasas de manera
casi proporcional a la muerte celular inducida, excepto en el caso de las MDA-MB-231
en donde la activacion de las caspasas es ligeramente menor comparada con las otras
lineas y a la muerte observada con esas combinaciones, esto pudiera sefialar la
participacion de otras mediadores bioquimicos relevantes en la muerte inducida sobre las
células MDA-MB-231. Anteriormente también se ha evidenciado un incremento de la
activacion de caspasas 8 y 9 inducido por la combinacion de CYP con resveratrol,
significativamente mayor al observado por estos tratamientos de manera independiente en
células MCF-7 (Singh et al. 2009), de manera semejante a lo aqui reportado en las MCF-
7, MDA-MB-231 y 4T1.

8.4 Efectores de la muerte celular inducida por los tratamientos

Dado que la activacion de caspasas no indica que la muerte celular sea apoptosis, se
analizé la implicacién de las mismas en el mecanismo de muerte en presencia del inhibidor
de caspasas, Q-VD-OPh.

Los resultados muestran por primera vez que el ICRP no induce apoptosis en las células
MDA-MB-231y 4T1, ya que la muerte celular ocurrid, aln en presencia del inhibidor. La
muerte celular independiente de caspasas también se ha observado en otros canceres por
el tratamiento con ICRP, como en HelLa, A549, A427 y MCF-7 (Martinez Torres et al.
2018, 2019; Martinez Loria 2017).

Contrario al ICRP, el uso del inhibidor de caspasas, bloque6 la apoptosis inducida por
la CYP en las tres lineas celulares evaluadas, evidenciando que la activacién de caspasas

es necesaria para que se lleve a cabo la muerte celular. Esta inhibicion de la muerte celular
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inducida por CYP también se ha evidenciado antes con el uso de inhibidores especificos
de caspasas sobre celulas MCF-7 y 9L (Singh et al. 2009; Schwartz y Waxman 2001).
Por otro lado, los resultados evidencian que la muerte celular inducida por las
combinaciones 1+50 y 50+50 es independiente de caspasas en MCF-7, MDA-MB-231 y
4T1. Otras combinaciones farmacoldgicas previamente estudiadas también han
evidenciado un efecto independiente de caspasas como la Mn porfirina en combinacion
con ascorbato (Evans et al. 2014), sin embargo, también existen reportes de muerte celular
mediada por caspasas por combinaciones como la de la ciclofosfamida con resveratrol en
MCF-7 (Singh et al. 2009). En este trabajo de tesis, se demostré que la combinacion de
ICRP+CYP en los dos radios evaluados induce muerte celular independiente de caspasas,
lo cual podria ser ventajoso debido a que las células tumorales con frecuencia albergan
defectos en la via de apoptosis y por lo tanto son menos sensibles a los agentes inductores
de este tipo de muerte celular (Suparji et al. 2016), por lo que esta combinacion podria ser

usada para evitar la resistencia a la apoptosis en células tumorales.

Dado que ninguna de las combinaciones es dependiente de caspasas, se evaluo a las
ROS como posibles efectores de la muerte celular utilizando el antioxidante y precursor
del glutation, la N-acetilcisteina.

Los resultados indican que la muerte celular inducida por el ICRP es dependiente de la
formacion de ROS, ya que al utilizar el inhibidor, la muerte celular se disminuye en MCF-
7, MDA-MB-231 y 4T1. Este resultado es consistente con los resultados previos del
tratamiento individual, ICRP, sobre las lineas HeLa, A549, A427, MCF-7 y MDA-MB-
231 (Martinez Torres et al. 2018, 2019; Guzman Aguillon 2018), lo que parece indicar
que el ICRP induce un mecanismo de muerte celular conservado en células de tumores
solidos. Esto nos permite retomar la importancia del alto estrés oxidativo observado en las
celulas 4T1 al ser tratadas atin con concentraciones bajas del ICRP (CC20) y posiblemente
la sensibilidad de estas células al ICRP dada la funcion critica de las ROS en su
mecanismo de muerte.

Por otro lado, la muerte celular inducida por la CYP no disminuyo significativamente
al inhibir las ROS con el antioxidante, indicando que la CYP induce muerte celular
independiente de ROS en las lineas MCF-7, MDA-MB-231y 4T1.
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Ademas, al combinar los tratamientos de ICRP+CYP en el radio 1+50 se demostr6 que
la muerte celular es dependiente de ROS en las tres lineas celulares y la combinacién
50+50 en las lineas TNBC, ya que la muerte se inhibio al utilizar el antioxidante, NAC.
Estos resultados se muestran por primera vez en la combinacion de ICRP+CYP. Otras
combinaciones también han observado dependencia de ROS en la muerte celular, como
el caso de la combinacion de DHA con farmacos anticancerigenos de nueva generacién
(everolimus y barasertib) donde la muerte celular sinérgica es dependiente de ROS en las
ceélulas Jurkat (Zhelev et al. 2016).

No obstante, es necesario indagar mas en posibles efectores de la muerte celular de la
combinacién 1+50 y 50+50 en MCF-7, ya que en la primera, la inhibicion con NAC fue

muy baja, y en la Gltima, no se inhibid la muerte al utilizar el NAC, ni el QVD.

8.5 Alteraciones nucleares y morfoldgicas

Una de las principales caracteristicas de la MCR es la degradacién del ADN (Galluzzi
et al. 2018). Diferentes tipos de endonucleasas activadas durante distintos tipos de MCR,
cortan secciones del DNA internucleosomal y causan una extensa fragmentacion del DNA
(Leist y Jaatteld 2001). La degradacion del ADN se ha convertido en un blanco crucial
para la induccion de muerte celular, sin embargo, se debe considerar que el bloqueo de las
enzimas degradadoras del ADN, no previene la muerte celular durante la apoptosis,
indicando que el ndcleo no es siempre un primer blanco de la apoptosis y que los procesos
del citoplasma pueden jugar un papel principal en la iniciacion de la MCR (Nakajima et
al. 1995).

En este estudio se mostré que el ICRP induce degradacion del ADN como un evento
tardio de la induccion de la muerte celular, ya que se observo hasta las 24 h de tratamiento
en las células MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1. La degradacion del ADN por el tratamiento
con ICRP es similar a lo previamente reportado en células MCF-7 a las 72 h de tratamiento
(Franco Molina et al. 2006), en HeLa, donde la degradacién fue significativa hasta las 48
h, y sobre A549 y A427 a las 24 y 48 h de tratamiento (Martinez Torres et al. 2018, 2019).

Esto mismo se observd para el tratamiento con CYP, en donde la degradacion del ADN
fue significativa hasta las 24 h de tratamiento en las lineas de c&ncer de mama,
exceptuando a las MCF-7, en donde a las 12 h de tratamiento la degradacién del ADN fue
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significativa. Estos resultados se relacionan con el ciclo celular, en donde s6lo en MCF-7
se observd que la CC50 de CYP en esta linea, fue el Unico tratamiento que mostro arresto
del ciclo celular, indicando que el arresto en el ciclo celular y la degradacion de ADN en
estas células por el tratamiento con CYP se dan desde las 12 h. Esto indica que otras
caracteristicas de muerte podrian activarse desde las 12 h, sin embargo haria falta evaluar
estas caracteristicas en fases tempranas.

Al combinar el ICRP+CYP en el radio 1+50 también se observé degradacion del ADN
significativa hasta las 24 h comparadas con los tratamientos independientes en las tres
lineas celulares. No asi para la combinacion 50+50, en la que esta caracteristica se observa
desde las 12 h; excepto en MDA-MB-231. Ademas, la degradaciéon fue mayor en las
células 4T1 comparandolas con las MCF-7 y MDA-MB-231, lo que podria relacionarse
con reportes que indican que el dafio al ADN es una de las principales caracteristicas
inducida por las quimioterapias, principalmente los agentes alquilantes (Chakraborty et
al. 2016) y su uso en las combinaciones, lo cual pudiera también asociarse a la sensibilidad
de la linea a los tratamientos. Reportes anteriores mostraron que la combinacién de CYP
con el resveratrol y el DMSE también induce la degradacion del ADN en una manera
mayor a la inducida por el tratamiento en monoterapia, aunque sefialan una correlacion
positiva del incremento del dafio al ADN con un incremento de las ROS. Que conduce a
un incremento de la muerte por la via de la apoptosis en las células tumorales (Singh et al.
2009; Chakraborty et al. 2016), por lo que seria interesante determinar si esto también
ocurre en la combinacion ICRP+CYP.

Los resultados aqui mostrados nos indican que la degradacion del ADN no juega un
rol principal en la muerte celular inducida por los tratamientos y sus combinaciones, sino

gue es una consecuencia del proceso.

La muerte celular se manifiesta con alteraciones morfoldgicas macroscépicas que
histéricamente se emplearon para distinguir la muerte celular, aunque la NCDD ya no
emplea estas caracteristicas para definir a la muerte celular dadas sus multiples
limitaciones y a la identificacion de criterios para la clasificacion de la MCR (Galluzzi et
al. 2018).
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Al observar las micrografias de campo claro de las células tratadas con ICRP durante
24 h se observa la disminucion de la confluencia celular, asi como la formacion de
vacuolas intracelulares que se observan con mayor claridad en las células MCF-7 y 4T1.
En las células HeLa y MCF-7 se demostr6 que estas vesiculas corresponden a
autofagosomas prosupervivencia; ya que al inhibir su formacion, la muerte celular
inducida por el ICRP incrementa (Alvarez Valadez, 2018).

Por otro lado, luego del tratamiento con CYP, se observa que las células pierden su
forma normal, ya que adquieren un morfotipo apoptotico, con una disminucion de su
tamafio, un redondeamiento de la célula y la formacion de cuerpos apoptoticos, sin
embargo, en las células MCF-7 también se pueden observar la formacidn de vesiculas por
el tratamiento con CYP. La formacién de autofagosomas también se ha documentado en
celulas tumorales tratadas con dosis metronémicas de ciclofosfamida (Chow et al. 2014).

Ademads, al combinar los tratamientos ICRP+CYP en los dos radios analizados (1+50 y
50+50), se observa una disminucién de la confluencia celular, las células pierden su forma
normal en agregados poligonales, las células se desprenden y se pueden observar restos
celulares. No se distinguen vesiculas, y las células adquieren una morfologia similar a la
inducida por la CYP de manera independiente; lo que indica que a pesar de que la muerte
celular inducida por la combinacion ICRP+CYP depende de ROS y no de caspasas (contrario
ala CYP), las caracteristicas que regulan la morfologia de la muerte celular se predominan
por las involucradas en el tratamiento con la ciclofosfamida, confirmando que es el ICRP
el que potencia la citotoxicidad inducida por la CYP y no viceversa. Sin embargo, deberian
realizarse estudios futuros indagando en las caracteristicas morfoldgicas de la muerte

celular inducida por la combinacion ICRP+CYP para entender mejor este proceso.

La forma de muerte celular inducida por el ICRP y la combinacion de ICRP+CYP en
donde la produccion de ROS es critica para la induccion de muerte celular también se ha
reportado recientemente sobre células HelLa. Diversos mecanismos de muerte celular se
han descrito por ser independientes de caspasas, pero dependiente de la produccion de
ROS, unas de las cuales se describieron anteriormente en la tabla 2. Por ejemplo, una
forma de MCR caracterizada por ser independiente de caspasas, pero dependiente de ROS

se describio recientemente bajo el nombre de oxeiptosis, cuya sefializacion de muerte
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celular involucra interacciones entre KEAPL (un sensor de ROS), la fosfatasa PGAMS5, y
el factor proapoptoético AIFM1 (Holze et al. 2018). La citotoxicidad de la combinacion
del ICRP+CYP y del ICRP de manera independiente, comparten algunas caracteristicas
similares con este tipo de muerte celular, como la despolarizacion de la mitocondria,
produccion de ROS, la degradacion de ADN y morfologia similar a la apoptética (en el
caso de la combinacion ICRP+CYP). Sin embargo, hacen falta evaluaciones en las
moléculas de sefializacion para determinar si el mecanismo de muerte celular inducido
por estos tratamientos es oxeiptosis, especialmente porque la produccion de ROS esté
relacionada a otros tipos de muerte celular independientes de caspasas. Uno de los mejores
conocidos es partanatos, el cual es iniciado por hiperactivacion de PARP1 y precipitado
por catastrofe bioenergética consecuente, acoplada a degradacion del ADN dependiente
de AIF y MIF (Galluzzi et al. 2018) y puede ser inducido por la sobreproduccion de ROS,
ya que su inhibicion, utilizando NAC mostré inhibir todos estos efectos (Wang et al.
2018).

Por lo tanto, se deben realizar analisis mas detallados para un mejor entendimiento del
rol de las ROS en el mecanismo de muerte celular inducido por el ICRP y la combinacion
ICRP+CYP.

8.6 Capacidad molecular de muerte celular inmunogénica

En los ultimos afos, se ha propuesto que una forma de reactivar potentes respuestas
inmunes antitumorales es acentuar la inmunogenicidad de las células cancerosas mediante
la emisidn de sefales de dafio o DAMPs. Recientemente se demostr6 que la induccion de
una via de muerte celular llamada “muerte celular inmunogénica” (ICD), es definida como
una forma funcionalmente distinta de MCR que facilita el establecimiento de una
respuesta inmune adaptativa gracias a la emision de DAMPs, aumentando la
inmunogenicidad de las células moribundas (Kepp et al. 2014).
Por lo tanto, una vez evaluadas las caracteristicas de la muerte celular inducida por
ICRP+CYP, se evalud la inmunogenicidad de la muerte, determinando la exposicién o
liberacion de DAMPs involucrados en ICD, que son la calreticulina (CRT) y el ATP (Garg
et al. 2015).
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El primer DAMP evaluado fue la exposicion de CRT, ya que ha sido reportada por ser
uno de los principales DAMPs necesarios para la correcta maduracion de las células
dendriticas y la presentacion de antigenos (Garg et al. 2015). Ademas, se ha reportado
previamente que el ICRP induce la exposicion de CRT en células B16F10 (Rodriguez
Salazar et al. 2017) y actualmente en nuestro equipo de investigacion sobre células de
cancer de mama (Reyes Ruiz 2020, datos no publicados). Aqui se demostré que el ICRP
es capaz de inducir la exposicion de CRT en células MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1; con
lo que se confirma que el ICRP es capaz de inducir exposicion de CRT en otros tipos de
celulas tumorales.

Por otro lado, también se ha destacado que solo un nimero limitado de inductores de
muerte celular pueden promover ICD a través de la activacion diferencial de estrés en el
reticulo y de la exposicion de CRT en el curso de MCR; estos inductores incluyen a la
ciclofosfamida (Garg et al. 2017). Congruentemente, se observo que el tratamiento con
CYP induce la exposicion de CRT en células MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1, confirmando
lo observado en estudios previos (Schiavoni et al. 2010; Sistigu et al. 2011).

Ademas, la combinacion del ICRP con una quimioterapia que también se ha
determinado que induce ICD, el oxaliplatino, indujo la méas alta exposicion de CRT
cuando se comparé a los tratamientos individuales (Rodriguez Salazar et al. 2017). De
igual forma, estos resultados evidencian un incremento de la exposicion de CRT inducida
por la combinacion de ICRP+CYP en ambos radios estudiados (1+50 y 50+50) en las
lineas MCF-7, MDA-MB-231y 4T1, exceptuando a linea MCF-7 con el tratamiento 1+50
que la elevacion de la exposicion de CRT no fue significativa con respecto a los

tratamientos individuales.

Otro DAMP importante en ICD, es la liberacion de ATP. EI ATP es reconocido por
receptores purinéricos (P2Y2 y P2X7), los cuales inducen la migracion de células
fagociticas y promueven la liberacién de citocinas que culminan en la activacion de
respuesta inmunes antitumorales especificas de antigeno (Krysko et al. 2012). Los
resultados muestran la liberacion de ATP inducida por el ICRP en las tres lineas celulares,
en donde a pesar que la linea 4T1 es poco inmunogénica, puede inducir la liberacion de
DAMPs. Estos resultados se correlacionan con lo observado por Rodriguez Salazar en el
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2017 sobre B16F10 al determinar que el tratamiento con ICRP induce la liberacion de
ATP. A la fecha no existen reportes de que la ciclofosfamida también induzca la liberacion
de ATP, sin embargo se ha puesto previamente como perspectiva dado que se sabe que
libera otros DAMPs como HMGB1 (Schiavoni et al. 2010); confirmando en conjunto con
nuestros resultados su capacidad para inducir la liberacién de DAMPs. Ademas, otras
investigaciones también evaluan la capacidad de la terapia combinada de ciclofosfamida
con inmunoterapias, (Schiavoni et al. 2010; Chen et al. 2014).

En conjunto estos resultados nos llevan a proponer que el ICRP+CYP representa una
combinacién quimio-inmunoterapéutica efectiva. Por una parte, el mecanismo de muerte
celular inducido por la combinacion del ICRP+CYP presenta beneficios terapéuticos
importantes, ya que se podria presentar ain bajo condiciones defectuosas de caspasas,
dado que algunas células tumorales presentan mutaciones o deficiencias funcionales en
proteinas asociadas a la via de muerte apoptotica (Giampazolias y Tait 2018). Por otro
lado, aunque la presencia de los DAMPs no es evidencia suficiente para garantizar la
induccién de ICD, futuras investigaciones podrian realizarse para determinar si esta
estrategia combinada de ICRP+CYP es un inductor de ICD (Garg et al. 2015).

Por todo lo anterior, este trabajo evidencia la relevancia de los agentes
guimioterapéuticos que se usan ampliamente en el tratamiento del cancer, que aunque sus
mecanismos de accion se han entendido en términos de contrarrestar el proceso tumoral,
su capacidad de sinergizar la muerte en combinacion con inmunoterapias esta aumentando
su reconocimiento como estrategias terapéuticas efectivas. La efectividad de estas
combinaciones depende de multiples variables, lo que destaca la necesidad de comprender
la biologia subyacente de estas respuestas y no solo de inducir un efecto antitumoral per
se.

Esta investigacion considera los efectos citotoxicos e inmunoestimulantes de la
ciclofosfamida en conjunto con el ICRP desde una perspectiva molecular, destacando su

utilizacion en el contexto de terapias combinatorias.
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9. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que el tratamiento con la
combinacién de ICRP+CYP induce arresto del ciclo celular en células TNBC y muerte
celular regulada de manera sinérgica en células de cancer de mama. Esta muerte esta
caracterizada por la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, la produccién de
especies reactivas de oxigeno, la cual es critica e indispensable para la induccién de la
muerte. Ademas, induce la activacion de caspasas aunque no depende de ellas para el
mecanismo efector; provoca la degradacion del ADN y una morfologia celular similar a
la apopt6tica; y se induce la exposicion y liberacién de DAMPs.

Finalmente, se observd que la combinacion del ICRP+CYP no afecta la citotoxicidad
de la ciclofosfamida sobre las PBMC.

Los resultados obtenidos en esta tesis proveen evidencia de una efectiva estrategia
terapéutica en el contexto de terapias combinatorias para células de cancer de mama y
destaca la relevancia del entendimiento de los mecanismos que conducen a un sinergismo,
a fin de proponer nuevas aplicaciones como la estimulacién de respuestas inmunes

especificas de tumor.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar el mecanismo de liberacion de DAMPs vy el potencial terapéutico de la
combinacion de ICRP+CYP como un inductor de muerte celular inmunogénica en
un modelo murino de cancer de mama.

Determinar la activacion de sensores del dafio al ADN como la fosforilacion de la
histona G H2AX por el tratamiento de ICRP+CYP, asi como el estado de p53.
Analizar la modulacidn de proteinas proapoptéticas y antiapoptéticas en respuesta
la combinacion de ICRP+CYP.

Evaluar mayormente las caracteristicas morfologicas involucradas en la muerte
celular inducida por el ICRP en combinacién con CYP.

Indagar en otros efectores de la muerte celular que pudieran estar involucrados en
el mecanismo de muerte inducido por el ICRP+CYP.

Evaluar el efecto aditivo, antagonista o sinérgico del ICRP en combinacion con
otras quimioterapias de primera linea.

Analizar el efecto de la combinacion de ICRP+CYP sobre otros modelos

tumorales in vitro.
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