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Resumen

El cancer es un proceso multicausal y mutagénico, se desarrolla por acumulacion de lesiones
de un numero limitado de genes, determinando un desbalance entre genes de proliferacion y
genes supresores de tumor. El cancer es una enfermedad que afecta a diversos 6rganos y tiene
un indice muy elevado de mortalidad. El inicio del cancer se debe a varios tipos de
mutagénesis genética espontanea e inducida, algunos de los cuales incluyen patrones de
glicosilacion alterados, ganancia o pérdida de cromosomas. Eritropoyetina EPO es una
hormona glicoproteica, es uno de los factores estimulantes mds importantes para la
eritropoyesis, que promueve la proliferacion y previene la apoptosis de los precursores
eritroides que permiten la diferenciacion en globulos rojos madurados. La eritropoyetina
recombinante humana (rHuEPO) puede prevenir la anemia mediada por quimioterapia y
radioterapia en pacientes con tumores y mejorar la calidad de vida, sin embargo, se ha visto
una relacion entre la eritropoyetina (EPO) y la angiogénesis, esto sugiere que puede ser un
agente potencial para la progresion de cancer o de células tumorales, ademas en este mismo
tipo de células; (tHuEPO) puede estimular la proliferacion celular, la supervivencia de estas
células y la resistencia a cierto tipo de farmacos. Asi mismo, la EPO también se ha
relacionado con efectos anti apoptdticos, efecto que podria ayudar a reducir la progresion de
algunos tumores. El receptor EPO (EPOR) pertenece a la superfamilia de receptores de
citocinas y ejerce sus efectos a través de la homodimerizacion del receptor, la posterior
fosforilacion de JAK2 y la activacion de transductores de senales y activadores de la
transcripcion 3 'y 5 (STAT3/5). El objetivo de esta investigacion es conocer la influencia de
la administracion de la eritropoyetina recombinante murina integrada en un pldsmido en un
modelo murino (C57BL/6). Dichos Ratones seran implantados con un tumor de melanoma
B16F10 y recibiran un tratamiento con Eritropoyetina recombinante para observar progresion
o disminucion del tumor, a su vez se evaluaran otros efectos secundarios como la inflamacion
y produccion de citocinas. Los resultados ofreceran un panorama mas amplio sobre el uso de

larHuEPO en terapia génica y su participacion en la activacion de la respuesta inmunolégica.



Abstract

Cancer is a multicausal and mutagenic process, it is developed by an accumulation of injuries
in a number limited of genes determining an imbalance between proliferation and suppressor
genes. Cancer affects different organs and has a very high mortality rate. Onset is due to
various types of spontaneous and induced genetic mutagenesis, some of which include altered
glycosylation patterns, chromosome gain or loss. Erythropoietin EPO is a glycoprotein
hormone, it is one of the most important stimulating factors for erythropoiesis, which
promotes proliferation and prevents apoptosis of erythroid precursors that allow
differentiation into matured red blood cells. Recombinant human erythropoietin (rHuEPO)
can prevent anemia mediated by chemotherapy and radiotherapy in patients with tumors and
improve quality of life, however, a relationship between erythropoietin (EPO) and
angiogenesis has been seen, this suggests that EPO may be a potential agent for the
progression of cancer or tumor cells, also in this same type of cells; (rHuEPO) can stimulate
cell proliferation, survival of these cells and resistance to certain types of drugs. Likewise,
EPO has also been linked to anti-apoptotic effects, an effect that could help reduce the
progression of some tumors. The objective of this research is to know the influence of the
administration of recombinant human erythropoietin integrated into a plasmid in a murine
model (C57BL / 6). These mice were implanted with a BI6F10 melanoma tumor and
received treatment with recombinant erythropoietin, plasmid with erythropoietin gene, and
plasmid without gene to observe tumor progression or decrease, in turn, other side effects
such as inflammation, histological sections and cytokine production will be evaluated. The
results obtained demonstrate a direct relationship between tumor development and the
purified protein, as well as the gene. The histological sections did not show clear results, but
the cell line could be described, it is recommended to use a cell line that produces a more

solid tumor.
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1. INTRODUCCION

El cancer es un proceso multicausal y mutagénico, se desarrolla por acumulacion de lesiones
de un numero limitado de genes, determinando un desbalance entre genes de proliferacion y
genes supresores de tumor. Estas lesiones pueden ser causadas por factores exdgenos o
endogenos. El cancer es un problema de salud publica en los estados unidos, actualmente una
de cada 4 muertes en estados unidos es debido al cancer. En México es la tercera causa de
muerte con un 12 % en las defunciones totales. El inicio del cancer se debe a varios tipos de
mutagénesis genética espontanea e inducida, algunos de los cuales incluyen patrones de
glicosilacion alterados, ganancia o pérdida de cromosomas. La aparicion del cancer puede
iniciarse por factores hereditarios, factores ambientales como la dieta, la exposicion a ciertos
quimicos (carcindgenos) o la radiacion, y las opciones de estilo de vida como fumar también

son factores contribuyentes.

La sintesis de melanina es la funcién mas importante y la caracteristica de diferenciacion de
los melanocitos. La melanina protege la piel del dafio de la radiacion ultravioleta. El
melanoma es un tipo de cancer de piel, se origina a partir de la mutacién del melanocito, las

células productoras de pigmento en la piel.

Melanoma B16F10 es un melanoma murino que se ha utilizado como modelo de

investigacion para canceres de piel en humanos.

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteina producida en el higado fetal y en el rifion adulto,
es el principal regulador de la eritropoyesis. Fue aislada por primera vez en 1977 en orina
humana y 4 afos después fue aprobada por la FDA para su uso comercial. Dentro de sus
principales funciones, destaca la regulacion, la supervivencia, proliferacion y diferenciacion
de los progenitores y la maduracion de los precursores eritrociticos, creyéndose
anteriormente que esta era su Unica funcion bioldgica. La expresion del gen de la EPO
humana est4 regulada principalmente por la hipoxia. Se ha reportado que la EPO induce a la
fosforilacion de los miembros de la familia de las protein-cinasas activadas por mitogenos
como erk-1/2. Aunque se ha encontrado aumento en la fosforilacion y de la activacion de
quinasas de sefalizacion en células tumorales en respuesta a tratamientos con EPO atin no se

ha llegado a un consenso sobre su papel en la proliferacion de tumores.
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La EPO también es conocida por su efecto angiogénico, antiinflamatorio, estabilizador de
células endoteliales y efectos neuroprotectores. También participa en reparacion de lesiones
y regeneracion de tejidos a través de su receptor de eritropoyetina (EPOR). La expresion, y
en algunos casos la funcionalidad, de un eje EPO / EPOR extrahematopoyético se ha
demostrado en muchas lineas de cancer y se ha observado que tanto la EPO como la EPOR
estan relacionadas con el crecimiento, migracion y la invasividad de células cancerosas en
distintas neoplasias malignas humanas. El receptor EPO (EPOR) pertenece a la superfamilia
de receptores de citoquinas y ejerce sus efectos a través de la homodimerizacion del receptor,
la posterior fosforilacion de JAK?2 y la activacion de transductores de senales y activadores

de la transcripcion 3 y 5.

Estudios han demostrado que el uso de la eritropoyetina humana recombinante (rHuEPO),
que se ha utilizado como tratamiento a la anemia inducida por quimioterapias ya que
disminuye la necesidad de transfusiones sanguineas, puede aumentar la progresion del tumor
o disminuir la supervivencia del paciente, esto debido a que rHuEPO puede estimular la
proliferacion celular, la supervivencia de estas células y la resistencia a cierto tipo de
farmacos. El objetivo de esta investigacion es conocer la influencia de la administracion de
la eritropoyetina en un modelo murino. Ratones seran implantados con un tumor de
melanoma B16F10 y recibiran un tratamiento con EPO para observar si hay un progresion o
disminucién del tumor, a su vez que se evaluan otros efectos secundarios como la inflamacién

y produccion de citocinas.



2. ANTECEDENTES.

2.1 Cancer y la importancia de estudio.
El cancer es un proceso multicausal y multigénico, se desarrolla por acumulacion de lesiones
de un numero de genes, determinando un desbalance entre genes de proliferacion y genes
supresores de tumor. Estas lesiones pueden ser causadas por factores exdgenos o enddgenos

(National cancer institute).

En comparacon a nivel mundial, México tiene bajas tasas de mortalidad por cancer si se
considera toda la poblacion (70 por 100 mil habitantes), siendo de las tasas mas bajas del
continente americano. Las transiciones y los estilos de vida conduciran al incremento de la
mortalidad por neoplasias en los préximos afios (Institute for Health Metrics and Evaluation,

2017).

El inicio del céncer se debe a varios tipos de mutagénesis genética espontanea e inducida,
algunos de los cuales incluyen patrones de glicosilacion alterados, ganancia o pérdida de
cromosomas y translocacion, los patrones de glicosilacion alterados contribuyen a la
heterogeneidad del cancer al regular el crecimiento de las células cancerosas a través de la
glicosilacion de ciertos receptores del factor de crecimiento (Pinho y Reis, 2015). Alteraciones
epigenéticas como la metilacion del ADN también juegan un rol en la patogenesis del cancer

(Sharma et al., 2010).

La aparicion del cancer puede iniciarse por factores hereditarios, factores ambientales como la
dieta, la exposicion a ciertos quimicos (carcindgenos) o la radiacién, y las opciones de estilo
de vida como fumar también son factores contribuyentes. Si bien la causa subyacente de
muchos de estos canceres puede atribuirse a mutaciones genéticas heredadas o adquiridas, la
patogénesis del cancer varia mucho segun el tejido u 6rgano afectado (Pandya et al., 2016). El
mecanismo por el cual se produce la metastasis implica que ciertas células transformadas
puedan desprenderse del crecimiento del cancer primario (neoplasma) y viajar a través de otros
sitios mediante el flujo linfatico o la circulacion sanguinea (Lodish ef al., 2000) y utilice la
quimiotaxis para permitirles migrar a otros lugares. Mientras que no todas las células
cancerosas en circulacion sobreviven, las que si sobreviven pueden unirse al revestimiento de
las células endoteliales de las vénulas capilares / vasos sanguineos y migrar al tejido / érgano
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secundario mediante sefalizacion y estas celulas cancerosas pueden proliferar a traves de
mecanismos inductores de angiogénesis (Reymond et al., 2013; Rundhaug, 2003). El ambiente
hipoxico de los canceres induce la expresion de proteinas tales como el factor 1-hipoinducible

hipoxia (HIF-1a) que puede regular la expresion de factores de crecimiento angiogénicos

como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Nishida et al., 2006).

El cancer o el tumor pueden originarse en varios tipos de tejidos como el epitelio, el
mesénquima (tejido conectivo / huesos) o las glandulas y, segin su lugar de origen, se les
conoce como carcinoma, sarcoma o adenocarcinoma (Blanpain, 2013). Debido a la naturaleza
compleja y la heterogeneidad presente en la patogénesis del céncer, el tratamiento para
cualquier tipo particular de céncer es dificil de desarrollar. Sin embargo, se han logrado
grandes avances en el desarrollo de terapias que se dirigen a los seis sellos distintivos del
cancer: evadir los supresores del crecimiento, activar la invasion y metéstasis, que permiten la
inmortalidad replicativa, inducen angiogénesis, resisten la muerte celular y sostienen la
sefalizacion proliferativa (Hanahan y Weinberg, 2011); la via mas beneficiosa seria
comprender y dirigirse a un jugador clave comin que esta presente en el cancer en general

(Pandya et al., 2016).

2.2 Microambiente tumoral.
Es un ecosistema dentro del tumor, el cual se mantiene gracias a la presencia de difernetes
estirpes celulares que interactuan en pro o congra del tumor. Esta compuesto por células
endoteliales, fibroiblastos, células perivasculares y células inflamatorias que regulan el

proceso tumorigénico: angiogénesis, desmoplasia e inflamacion.

Esta bien documentado que los tumores humanos son generalmente infiltrados por celulas
inflamatorias (T. L. Whiteside, 2006). La capacidad de bloquear el escape del tumor depende
de una mejor comprension de las vias celulares y moleculares que operan en el microentorno

del tumor (T. Whiteside, 2008).

2.3 Melanoma.
La sintesis de melanina es la funcion mas importante y la caracteristica de diferenciacion de
los melanocitos. La melanina protege la piel del dafio de la radiacion ultravioleta; Sin embargo,

el exceso de expresion o la distribucion desigual de la melanina puede causar cloasma, pecas
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e hiperpigmentacion postinflamatoria (de Fine Olivarius ef al., 1999; Mizusawa ef al., 2011).
La via de sintesis de la melanina es un proceso altamente complejo regulado por enzimas como
la tirosinasa, la proteina relacionada con la tirosinasa 1 y la proteina relacionada con la

tirosinasa 2 (J. H. Lee et al., 2012; Ye et al., 2010).

El melanoma es un tumor altamente vascularizado. Lo reportado sobre la importancia de la
angiogénesis en el melanoma es controvertida. Aunque algunos estudios han informado que el
area microvascular fue significativamente mayor en los melanomas que habian hecho
metastasis en los ganglios linfaticos o en sitios distantes en comparacion con sus contrapartes
no metastasicas (Neitzel et al., 1999), otros no han mostrado correlacion entre la angiogénesis
y ya sea recurrencia o metastasis en melanoma (Busam et al., 1995). El grado de angiogénesis
en el melanoma humano depende de la accién de varias moléculas angiogénicas y
antiangiogénicas, incluido el factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2) (Meier et al.,
2000), interleucina 3 (IL-3) e interleucina 8 (IL-8) (Reed ef al., 1996), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (Bayer-Garner ef al., 1999) y triptasa (D Ribatti et al., 2003).

Melanoma B16 es un melanoma murino que se ha utilizado como modelo de investigacion

para canceres de piel en humanos (Ribatti ef al., 2010).

2.4 Angiogénesis.
El proceso de angiogénesis también denominado como “la generacidn de nuevos vasos
sanguineos a partir de los ya existentes” es un marcador de reparacion celular, expansiéon y
remodelacidn en procesos fisioldgicos como cicatrizacion de heridas, ovulacion y desarrollo
embrionario, y en diversas patologias que incluyen céncer, aterosclerosis e inflamacion

cronica. (Bikfalvi, 2017; Carmeliet y Jain, 2011).

Los vasos sanguineos liberan oxigeno y nutrientes a cada parte del cuerpo, eliminan los
desechos y proporcionan puertas de entrada para circular las células inmunes. Sin embargo,
también nutren el cancer y muchas otras enfermedades, incluida la degeneracidon macular
relacionada con la edad, la principal causa de pérdida de visién en los ancianos. (Folkman,
2007). En la mayoria de los canceres, el crecimiento de los vasos no sélo se estimula, sino que
estos vasos también son anormales en casi todos los aspectos de su estructura y funcion.

(Jain, 2001; Nagy et al., 2010).



Los vasos tumorales anormales también pueden impedir la funcion de las células
inmunitarias en los tumores, asi como el transporte y/o distribucién de quimioterapéuticos
y oxigeno. Como resultado, la vasculatura tumoral anormal también puede conducir a una
resistencia de las células tumorales a la radioterapia y a muchos quimioterapéuticos.
Ademas, la hipoxia sobre expresa la produccién de factores angiogénicos por el cancer y las
células estromales. Las estrategias tradicionales de "bloqueo de vasos" antiangiogénicos
intentan inhibir la formacion de nuevos vasos y/o destruir los vasos existentes para privar al

tumor de sus nutrientes. (Crawford y Ferrara, 2009; Folkman, 1971).

2.5 Eritropoyetina (EPO).
El gen de Eritropoyetina (EPO) humano abarca mas de 3 kb y posee 5 exones codificantes para
193 aminoacidos (Debeljak et al., 2014). Durante la modificacion post-traduccion, un péptido

de sefial de 27 aminoacidos se escinde dando como resultado una proteina de 165 aminoacidos

(Rahbek-Nielsen et al., 1997).

La eritropoyetina fue aislada en orina humana en el afio de 1977 (Miyake et al., 1977). Cuando
se descubrio, se creia que solo poseia una sola funcidon biologica, regular la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de los progenitores y la maduracion de los precursores

eritrociticos (Arcasoy, 2008a).

En los adultos, la eritropoyetina es producida en la corteza renal (Bachmann et al., 1993;
Maxwell et al., 1997), mientras que en el feto en desarrollo la produccion es en el higado (Juul
et al., 1998). La expresion del gen de la EPO humana estd regulada principalmente por la
hipoxia. La hipoxia produce la transactivacion de multiples genes que codifican proteinas
involucradas en la eritropoyesis, asi como en el metabolismo del hierro y la glucosa. EPO
ejerce efectos antiinflamatorios y promueve la movilizacion de células progenitoras
endoteliales y la angiogénesis. Ademas, se ha informado que la EPO modula la polarizacion
de macrofagos (Wang et al., 2017), es importante destacar que la gran mayoria de estos
productos genéticos estan sobreexpresados en células tumorales humanas (Semenza, 2000).
En los tumores sélidos, como los canceres de mama y cervical, tanto la EPO como la EPOR

se expresan en los niveles mas altos en las dreas mas hipdxicas, lo que lleva a la especulacion



de que la expresion de EPOR (tanto el mARN como la proteina) también pueden aumentar

con la hipoxia (Acs et al., 2003; Acs et al., 2002).

La EPO enddgena (intracelular) puede tener acceso tanto a la EPOR de superficie como a la
citoplasmica, aunque todavia falta evidencia directa de esto. Se cree que un bucle autocrino /
paracrino EPO / EPOR funcional puede desencadenar vias de sefializaciéon que podrian
modular potencialmente la sensibilidad a los medicamentos y la radiacién al inicio del proceso
de transformacion maligna, mucho antes de un diagnostico real de cancer y / o una intervencion

terapéutica (Szenajch et al., 2010).

2.6 Receptor de eritropoyetina (EPOR).
La eritropoyetina y su receptor (EPOR) se han identificado en distintas celulas y tejidos no
hematopoyeticos como sistema nervioso central, corazon, rifion, tracto gastrointestinal, tracto
reproductivo, en el endotelio entre otros (Arcasoy, 2008b; Jelkmann y Wagner, 2004; Maiese
et al., 2005), se ha visto que un efecto de la EPO es proteger a estos tejidos de manera anti

apoptotica o mitogénica.

La via clasica de sefializacion de la EPO en la eritropoyesis una molecula de EPO se une a su
receptor de EPOR llevando a cabo la cascada de sefializacion EPO-EPOR. La EPO tiene 2
sitios de union no identicos hacia los receptores de EPOR (Philo et al., 1996). Principales vias
de sefializacion activadas por la EPO son: JAK2/STATS, fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K),
RAS/MAP cinasa y protein cinasa C (PKC) (Debeljak et al., 2014) (figura 1). STATS (o
STAT3), una vez que se une a su sitio de acoplamiento en la region citoplasmatica de EPOR
(tirosina fosforilada), a su vez es fosforilada por JAK2, homodimeriza y transloca al nucleo
donde actua como factor de transcripcion génica. La proteina G RAS, activada por varias
proteinas adaptadoras unidas a la EPOR fosforilada en tirosina, actia a su vez como un
interruptor digital, estimulando las vias de transduccion de senales RAF / MEK / ERK y PI3K
/ AKT (Chen y Sytkowski, 2001).

JAK2/STATS y RAS/MAP estan asociadas con la accion mitogenica de la hormona mientras
que PI3K esta relacionada con actividades antiapoptoticas (Sytkowski, 2006). Se han sugerido
mas receptores de EPO para tejidos no hematopoyeticos como el receptor comun beta (BcR) y

el receptor B4 de epinefrina (EPHB4) (Brines et al., 2004; Jackson et al., 2012). También se



ha postulado un heterodimero EPOR-cR para explicar los efectos protectores del tejido de la
EPO en tumores (Sytkowski, 2007; Um et al., 2007).

Resultados experimentales indican que la regulacién negativa de la EPOR activa es

disfuncional en las células tumorales o se altera en comparacion con la de las c€lulas eritroides
(Dunlop et al., 2007).
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Figura 1. Vias de seializaciéon mediadas por eritropoyetina (Szenajch et al., 2010).



2.7 Eritropoyetinas recombinantes
En varios estudios pre-clinicos y clinicos se esta explorando el uso potencial de la EPO
recombinante (rHuEPO) para usarla como agente protector de tejido, y cicatrizacidé de heridas

en cerebro y corazon (Mastromarino ef al., 2013; Sorg et al., 2013).

Ademas de estos efectos y estas localizaciones mencionadas, la EPO también se ha encontrado
en algunos tipos de tumores y celulas malignas (Jeong et al., 2008). Si bien el tratamiento con
EPO ha reducido significativamente la necesidad de transfusiones y ha mejorado la calidad de
vida en general para muchos pacientes con cancer, los informes de varios ensayos clinicos
recientes sugieren que las dosis terapéuticas de EPO pueden promover una metastasis tumoral

posterior (Arcasoy, 2008a).

A pesar que se ha confirmado que el eceptor de EPO esta presente en muchas celulas
tumorales, aun se debate sobre los efectos estimulantes de la EPO en estas células, por un lado
hay articulos que sefialan respuestas proliferativas de de celulas cancerosas despues de ser
sometidas a un tratamiento con rHuEPO (Feldman et al., 2006; Trost et al., 2013) y por otra
parte, algunas células tumorales a pesar de esta evidencia en la funcionalidad de EPOR, no
mostraron una respuesta de crecimiento (Jeong et al., 2008; Shiozawa et al., 2013). Aunque el
eje de la via EPO-EPOR no siempre conlleva a un aumento en la proliferacion, puede aumentar

la resistencia de las celulas cancerosas a diferentes terapias (Szenajch et al., 2010).

Ademas, es sabido que la EPO induce un fenotipo proangiogénico en células endoteliales
cultivadas y estimula la neovascularizacion en la membrana corioalantoidea del pollo (Ribatti

etal., 1999).

EPO induce la proliferacion de células cancerosas en las vias de sefializacion JAK2, JAK3,

STAT3 y STATS pero no en JAK1 o STATI1 (Lopez et al., 2011).

Existen 2 mecanismos diferentes en los cuales una terapia con rHuEPO promueve la
progresion y reduce la supervivencia de en algunos pacientes con cancer. (McKinney y
Arcasoy, 2011). (1) Terapias con tHUEPO pueden ejercer efectos locales en los tumores, esto
actuando directamente aobre las células tumorales u otro tipo de células en el microentorno
del tumor. (2) rHuEPO puede causar efectos sistémicos que afecten indirectamente la biologia

del tumor de una forma no favorable o dar lugar a toxicidades sistémicas que impidan la
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supervivencia. Hemoglobina elevada, activacion de plaquetas y efectos inmunomoduladores

podrian desempefiar funciones inflamatorias (Debeljak et al., 2014).

2.8 Expresion de EPO y EPOR en células tumorales.
El ARNm de EPOR se expresé en mas del 90% de las 65 lineas celulares de melanoma que
probaron (Kumar et al., 2012b). La expresion, y en algunos casos la funcionalidad, de un eje
EPO / EPOR extrahematopoyético se ha demostrado en lineas celulares de cancer (Yasuda et
al.,2003) y en tumores de diferente origen como cancer de pulmoén en células no pequeiias (E.
Dunlop et al., 2006); carcinoma de cé¢lulas escamosas de cabeza y cuello (Arcasoy, Amin,
Chou, et al., 2005); carcinoma de cé¢lulas renales (Papworth et al., 2009) y carcinomas de
mama, prostata y gastrico (Arcasoy et al., 2002; Arcasoy, Amin, Vollmer, et al., 2005;
Domenico Ribatti ef al., 2003). Alteraciones en el eje EPO / EPOR pueden estar involucradas

en el proceso de transformacion maligna (Szenajch et al., 2010).

Diferencias en las respuestas de crecimiento y / o supervivencia a la EPO exogena pueden
ocurrir no solo por el 6rgano de origen de las células, sino también entre multiples lineas
celulares derivadas del mismo o6rgano. Por ejemplo, se demostré que la thEPO estimula la
proliferacion de lineas celulares Caki-2 y 786-0 pero no las lineas celulares Caki-1 y ACHN,
aunque las cuatro lineas se derivaron de RCC (W. M. Liu et al, 2004; Westenfelder y
Baranowski, 2000).

2.9 Nanoparticulas.
Definidas como particulas que presentan un tamafo pequefio (1-100 nm), el cual es medido a
una escala nanométrica, han sido implementadas en diferentes areas de la investigacion, debido
que se caracterizan por tener distintas propiedades que las hacen adecuadas para una tarea en
especifico. El tamafio nanométrico les permite involucrase en distintos procesos biologicos e
interactuar con las moléculas, otra cualidad que es dependiente del tamafio de la nanoparticula
es la determinacion de ser particulas magnéticas, cataliticas, termodindmicas o
electroquimicas, ademas, dependiendo del material con el que estin elaboradas las
nanoparticulas también se determina las propiedades fisicas y quimicas especificas que
presentaran. Una de las caracteristicas que presentan las nanoparticulas es el poder evadir el
sistema reticulo endotelial, debido a que es posible manipular la composicidon de su superficie

asi como el tamano (Faraji y Wipf, 2009; Sanvicens y Marco, 2008).
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2.10 Nanoparticulas de Quitosan.

El quitosan es uno de los polimeros naturales mayormente utilizados en la industria
farmacéutica para la administracion de farmacos debido a las propiedades que presenta, se
obtiene a partir de la desacetilacion de la quitina que forma parte de los principales

componentes que conforman las conchas de los crustaceos(Amidi ef al., 2010).

Se utiliza como material de gelificacion de nanoparticulas ya que posee grandes expectativas
en transportar el firmaco de interés, ademas, de mejorar la cinética, absorcion y liberacioén
del farmaco al ser un material biocompatible y biodegradable por accion de lisozimas o por

quitinasas (Rodrigues et al., 2012; Shen et al., 2012)

Asi mismo, el quitosan de bajo peso molecular puede brindar un beneficio en el tratamiento
contra el cancer al tener una actividad para poder reducir el crecimiento del tumor, y se ha
demostrados que es soluble en agua, no presenta toxicidad, es biodegradable, biocompatible,
bioadhesivo y contribuye a mejorar la absorcion de tfarmacos (Fan et al., 2012). Otra funcién
es que puede ejercer el quitosan es como portador de genes, ya que posee cargas positivas
altas, presenta una toxicidad baja para las células, es capaz de proteger al ADN y puede
incrementar el periodo de expresion de genes.(M. Lee et al., 2001; Rodrigues et al., 2012;
Shen et al., 2012). El sistema implicado del quitosan como administrador de plasmidos fue
descrito por primera vez por Mumper y colaboradores en 1995. Se ha determinado que no
provoca dafio al acumularse en el cuerpo, sin embargo, a pesar de no presentar toxicidad, si
este se degrada a una alta velocidad puede acumularse causando una respuesta inflamatoria.

(Baldrick, 2010; Rodrigues et al., 2012)

Enel 2014, Alvizo y colaboradores desarrollaron nanoparticulas magnéticas de quitosan para
el envio de genes, demostrando que este sistema presenta una alta eficiencia para la
administracion de plasmidos en la transfeccion de la linea celular BI6F10 y de manera in

vivo en tejido de pulmon.

2.11 Ensayo de herida para evaluar migracion celular in vitro.

El ensayo de rayado in vitro es sencillo y econdmico, es un método para estudiar la migracién
celular in vitro. Este método se basa en la observacion de que, tras la creacion de una nueva
brecha artificial, la llamada "herida", en una monocapa de células confluente, las celdas en

el borde de la brecha recién creada se moverdn hacia la abertura para cerrar la herida hasta
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que se establezcan nuevamente los nuevos contactos de las células. Los pasos basicos
incluyen la creaciéon de un "rasguiio" en las células adheridas, captura de imagenes al
principio e intervalos regulares durante la celda migraciéon para cerrar la herida y

comparacion de las imagenes y determinar la tasa de migracion celular(Liang ef al., 2007).
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3. JUSTIFICACION.
La eritropoyetina es una de las principales hormonas utilizadas para el tratamiento de anemias
causadas por diferentes tipos de cancer como el de mama, colorrectal y melanomas. Los
efectos angiogénicos de esta hormona pueden favorecer la progresion de masas tumorales y
caracteristicas pro-apoptoticas aumentando el grado de supervivencia en pacientes tratados
con EPO. Citocinas expresadas a partir del uso de EPO son capaces de activar mecanismos
importantes en la respuesta inmune. Por lo que es de gran importancia determinar el efecto
de EPO recombinante humana como modelo en un sistema tumoral y observar sus efectos en

la progresion y activacion del sistema de angiogénesis.
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4. HIPOTESIS.

La administracion de eritropoyetina recombinante humana promueve e influye en la

progresion tumoral en un modelo murino.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO.

Objetivo general:

Determinar el efecto de la administracion de eritropoyetina recombinante en la progresion

tumoral de un modelo murino.

Objetivos especificos:
1.- Producir y caracterizar el plasmido recombinante con el gen EPO humano.

2.- Evaluar el efecto de la administracion de rHuEPO en un modelo in vitro con células de

melanoma B16F10.

3.- Analizar el efecto de los tratamientos en ensayo de herida (Wound Healing Assay) para

ver asociacion con la regeneracion y proliferacion in vitro.

4.- Analizar las variaciones en Biometrias e indicadores inmunologicos (IL-12p70, IL-10,
IL-6, TNF-a, IL-8, IL-1B) por medio de citometria de flujo en respuesta a la administracion

de eritropoyetina recombinante en un modelo de melanoma murino.

5.- Evaluar el efecto de la administracion de rHUEPO en un modelo de melanoma murino y
asociar la administracion con la progresion tumoral en ratones de 8-10 semanas con

tratamientos comparados con controles.
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6. MATERIAL Y METODOS.
6.1 Caracterizacion de plasmido
El plasmido utilizado en esta investigacion fue pcDNA3.1+P2A-eGFP, de la marca
GenScript®, y comercializado en México por BakterLab®. Con promotor de
citomegalovirus, expresion en mamiferos y sistema de P2A policistronico ademas de GFP,

un gen reportero fluorescente.

Para la caracterizacion enzimatica se utilizaron las enzimas Xbal y Nhel (Promega, Madison,

USA) las cuales generan un reconocimiento a una secuencia especifica en el plasmido.
La reaccion general de digestion se realizé agregando:
1 ul de Buffer MC
0.5 pl de enzima Xbal
0.5 pl de enzima Nhel
0.5 ul de BSA
3 ul de plasmido [1 pg/mL]

4.5 de Agua PCR

10 pl de volumen final
6.2 Extraccion de ADN plasmidico de Escherichia coli por Miniprep.

Las colonias seleccionadas de la transformacion se inocularon en 7 mL de caldo LB base con
Ampicilina (100pg/mL) y se incubaron a 37°C por 12-16 hrs. Cada cultivo procesado fue de
la siguiente manera: se centrifugd a 8 000 rpm por 10 min, la pastilla celular se resuspendio
en 200 puL de Solucion I por agitacion en vortex (S/P Vortex mixer), después se afiadieron
400 pL de Solucion II, se mezcld e incubo a temperatura ambiente por 5 min, se afiadié 300
uL de Solucion 111, fueron mezcladas nuevamente por inversion e incubadas en hielo por 20
min. Se centrifugd a 14 000 rpm por 10 min, se recolect6 el sobrenadante y se mezcld con
un volumen igual de isopropanol, precipitdndose el ADN plasmidico, y se incubo por 30 min
a -20 °C. Se centrifugo6 a 14 000 rpm por 10 min, y la pastilla fue lavada con etanol al 70%,
se seco a 60 °C y se resuspendié en 25 uL de H20 MQ. Los plasmidos obtenidos fueron
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almacenados a -20 °C. Posteriormente se analizd cada muestra por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 %, para comprobar la integridad del ADN extraido, asi como la ausencia de
ARN gendmico; se empled una fuente de poder ajustada para correr las muestras a 110v y
300mA por 50 min. Los geles de agarosa se tifieron con bromuro de etidio y fueron

visualizados con luz UV en un transiluminador.
6.3 Extraccion de ADN plasmidico de Escherichia coli por Maxiprep.

Una vez caracterizado el plasmido se tomaron 100 pl del remanente bacteriano guardado en
el refrigerador y se sembrd en un litro de caldo LB con ampicilina [100 pg/mL]. Se creci6 a
37 °C en agitacion de 200 rpm durante la noche. Al dia siguiente, se inicid el proceso de
extraccion mediante el kit comercial “PureLink HiPure Plasmid Maxiprep Kit” (Invitrogen

California EUA).

6.4 Preparacion de nanocomplejos de quitosano.
Para elaborar los nanocomplejos se us6 la metodologia de gelacion idnica descrita por Calvo
y Cols (1997), en el cual, en presencia de un agente entrecruzante los complejos se formaran
de manera espontdnea por interacciones ionicas. La preparacion de nanocomplejos de
quitosano con el objetivo de encapsular un plasmido consiste en 2 tubos uno con varga
negativa y uno de carga positiva donde se agregd quitosan. En el tubo negativo se
adicionaron 3.75 uL de Ttp al 2% por cada 1 pg de plasmido y se afor6 a un volumen final
de 30 uL con PBS. En el tubo positivo se afiadieron 15 pL de quitosano al 2% y se afor6 a
30 uL con PBS. (Tablal). En un termomixer a 900 rpm se agreg6 el tubo negativo al positivo
por goteo y se dejo incubando 1 hora a temperatura ambiente a 900 rpm y se midi6 tamafo

en Z-sizer.

6.5 Cultivo celular B16F10.
El cultivo de células tumorales murinas derivadas de melanoma, linea celular B16F10, se
realizd en frascos de 25 cm2 y cuando la monocapa estaba confluente, se realizd el
subcultivo. En una campana de flujo laminar vertical previamente desinfectada, se retird con
una pipeta desechable de 5 mL el medio de cultivo. Posteriormente, se adiciono al frasco de
cultivo, 2.5 mL de PBS para lavar las células. El PBS se retir6 con una pipeta de 5 mL y se
adicionaron 500 pL de tripsina al 0.25 %. Las células fueron monitoreadas en un microscopio
invertido (Primovert marca ZEIZZ), hasta que éstas presentaran una forma morfologia
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caracteristica de la linea. Las células fueron desprendidas del frasco y la tripsina fue
inactivada adicionando 2.5 mL de medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal de
bovino (SFB) suplementado con antibidtico-antimicotico al 1X. Las células se
homogenizaron varias veces con una pipeta serologica para evitar la formacion de
aglomerados. Con movimientos suaves se distribuyeron las células en toda la superficie del

frasco y se incubaron a 37 °C/5 % CO» por 4 dias.

6.6 Ensayo de viabilidad celular mediante el método del MTT.

Para cumplir con el objetivo 2, que es evaluar el efecto de la administracion de rtHuEPO in
vitro, se seleccion6 el ensayo colorimétrico de reducciéon del bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-
2-ilo-2,5- difeniltetrazol (MTT). Este ensayo se basa en la reduccion metabolica del MTT,
que tiene un color amarillo palido en solucion, realizada por la enzima mitocondrial
succinatodeshidrogenasa. De dicha reduccion metabdlica se genera un compuesto de color
azul (sales de formazan), lo que permite visualizar por el cambio de color, la funcionalidad
mitocondrial de las células tratadas y por tanto su viabilidad (Mosdam, 1983), ya que la
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de sales de formazan producido. Para
el ensayo MTT se realiz6 un subcultivo de células BI6F10 en una placa de 96 pozos, donde
se coloco una concentracion de 3000 células por pozo en un volumen final de 200 puL con
medio DMEM vy se incub6 por 24 h a 37 °C con 5 % CO». Una vez transcurridas las 24 h, se
retir6d el medio y se realizaron dos lavados con solucion salina; posteriormente, se agrego un
volumen final 200 pL a cada pozo a diferentes concentraciones de rHuEPO, plasmido con y
sin EPO, quitosano y concavalina. Se dejoé incubando 12 h a 37 °C con 5% CO», se retir6 el
medio y se realizaron dos lavados con solucién salina; se agregaron 20 pL. de MTT a 5
mg/mL a cada pozo y se dejo incubar por 3 h. Se retiro el MTT y se agreg6 100 uLL de DMSO
por pozo hasta disolver los cristales de formazan a temperatura ambiente; se dejo incubando
en agitacion 5 min y se leyeron las densidades Opticas en un lector de microplacas (Multiskan

GO, Thermo Scientific), a una longitud de onda de 570 nm (GOMEZ-FLORES et al., 2005).

Formula para determinar el % de viabilidad celular:
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DOpyestr
% de viabilidad celular = < Muestra ) * 100

DOControl negativo

6.7 Ensayo de herida para migracion celular.
Para el ensayo de herida se realizo un subcultivo de células B16F10 en una placa de 24 pozos
(Corning), donde se colocd una concentracion de 30,000 células por pozo en un volumen
final de 500 uL con medio DMEM vy se incub6 por 24 h a 37 °C con 5 % CO». Se realizaron
los diferentes tratamientos a diferentes concentraciones de tHuEPO, plasmido con y sin EPO,
quitosano y concavalina y al llegar a una confluencia del 90 % se realizo6 la herida con una
puntilla para micropipeta amarilla estéril, se midio a diferentes horas 6, 12 y 24 posteriores

a la herida.

6.8 Evaluacion in vivo de la influencia de EPO.
Para determinar el efecto génico se realizaron evaluaciones in vivo con ratones hembra
C57BL/6. Los objetos de estudio se les inocularon 500,000 Células B16F10 de melanoma
murino resuspendidas en 100ul de agua inyectable, con jeringas de insulina (Ultra-fine 31G
x 6mm, BD Becton, Dickinson and Company) de manera subcutanea en el muslo izquierdo
del raton. En otro grupo se tratd con plasmido con gen y sin gen de EPO a una concentracién

de 20ug
Melanoma- hembras 8-10 semanas
Grupo de 3 ratones por tratamiento

1. Control.

2. Tumor con rtHUEPO

3. Tumo con plasmido EPO.
4

Tumor con plasmido sin EPO.

En orden de evaluar el efecto de la EPO de manera directa, sabiendo su funcion principal
como precursor eritrocitico, a cada grupo tratado se le realizaron biometrias hematicas. El

método fue por impedancia eléctrica en un equipo Sysmex XT-20001 (Mundelein, IL).
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6.9 Analisis de masa tumoral.

Se analiz6 el tamafio y radio tumoral para observar el desarrollo de la progresion tumoral y
el indice inflamatorio cualitativo. Se tomaron imagenes termograficas del modelo de estudio
al término del tratamiento por medio de una camara termografica modelo (FLIR Systems Inc.
modelo E-40, OR, USA). La camara termografica utilizada tiene una resolucion integrada
real de 80 x 60 pixeles, que tiene sensores que permiten medir temperaturas que oscilan entre
-20 °C y + 250 °C. Esta camara presenta sensibilidad térmica menor que 0.15°C y tiene una

precision de + 2°C de temperatura absoluta, de acuerdo con las directrices del fabricante.

6.10 Determinacion de ADN total Purificado.
Para determinar la cantidad de ADN total purificado, las muestras se cuantificaron en un
equipo NanoDrop™ Lite de la marca Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts) mediante

absorbancia a 260nm, utilizando muestras que tenian un valor (calidad) entre 1.8 y 2 en la

relacion A260/280.

6.11 Perfil de arreglo proteémico.
Para el arreglo protedomico se utilizé el kit The Mouse angiogénesis Array de R&D Systems,
Inc. donde se hizo un pool de tumores identificados como control, tHUEPO, pcDNA3.1 ¢/EPO
y pcDNA3.1 s/EPO respectivamente. Estas membranas detectan la expresion de 53 proteinas
relacionadas a la angiogénesis y los resultados obtenidos se compararon entre los grupos
seleccionados. se utilizd para detectar la expresion de 53 proteinas relacionadas con la
angiogénesis en los grupos experimentales. Estas matrices del perfil protedmico se manejaron
de acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, la extraccion de la proteina fue hecha,
y 100 mg de la proteina total fue mezclado con un pool de anticuerpos biotinylated de la
deteccion y después incubado con una membrana de la nitrocelulosa manchada con los
anticuerpos de la captura en duplicado. Los anticuerpos de deteccion de proteinas unidos al
anticuerpo de captura se detectaron utilizando estreptavidina-HRP y reactivos de deteccion
quimioluminiscentes. El sistema Gel Doc EZ (Bio-Rad) se utilizo6 para la obtencion de

imagenes.
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6.12 Analisis inmunologico.
Para el analisis de citocinas de inflamacion se utiliz6 el kit BD Cytometric Bead Array (CBA)
Mouse Inflamatory Cytokines con las muestras recolectadas (50ul) de cada tiempo para la
deteccion de las citocinas (IL-12p70, IL-10, IL-6, TNF-a, IL-8, IL-1p) utilizando estandares
de referencia. Los datos arrojados por el citometro fueron analizados con el software FCAP

Array v3 para determinar la concentracion en pg/mL.
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7. RESULTADOS

7.1. Produccion y caracterizacion de plasmido recombinante con gen y sin gen de EPO.
El pladsmido que se utilizo en este proyecto fue el pcDNA3.1+P2A-eGFP obtenido de

GenScript®, al cual se le inserto el gen de EPO humano en el sitio multiple de clonacion y

fue modificado al remover el codon de termino en la secuencia (Figura 2).
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pcDNA3.1+P2A-eGFP
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Figura 2. Plasmido pcDNA3.1+P2A-eGFP. El plasmido fue transformado en bacterias calcio-competentes de
E. coli DH5-q, aislado por el método MiniPrep, cuantificado por espectrofotometria en Nanodrop y analizado
mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.

En la figura 2A se muestra una clona positiva después de la extraccion del plasmido
pcDNA3.1+P2A-eGFP con el gen EPO donde se obtuvo el fragmento esperado de 6770 pb.
Posteriormente, se realizd la extraccion del gen con las enzimas de restriccion Nhe [ y Xba
I, eliminando de esta manera todo el sitio multiple de clonacion. La digestion liberd los
fragmentos esperados de 6110 pb y 580 pb correspondientes al plasmido y el gen
respectivamente (Figura 3B). Después se realizo la purificacion del plasmido sin el gen EPO
a partir del gel de agarosa, asi como una ligacion para cerrar el plasmido abierto y obteniendo
la banda de 6110 pb al realizar una electroforesis (Figura 3C). Este plasmido después de

transformarse en bacterias calcio-competentes de E. coli DH5-a, y ser extraido por el método
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Miniprep se analizd mediante electroforesis observando el fragmento de 6110 pb en un gel

de agarosa al 0.8% (Figura 3D).

C1 c2 C3 C4 C5 Clt C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14

c1t C2 C3 C4 C5 C6 C7 Cs8

Figura 3. Electroforesis del plasmido pcDNA3.1+P2A-eGFP con y sin gen de EPO en gel de agarosa al
0.8%. A) El gel de agarosa muestra la banda esperada de 6770 pb correspondiente al plasmido con EPO (carriles
del 2 al 5) y en el carril 1 el marcador de peso molecular 1kb DNA ladder; B) Digestion del plasmido con
enzimas de restriccion Nhe I, Xba I y combinadas donde se observa la liberacion del gen EPO con la banda de
580 pb y el plasmido de 6110 pb, el primer carril corresponde al marcador de peso molecular 1kb; C) Gel de la
ligacion de plasmido sin gen de EPO con la banda de 6110 pb (carriles 2 y 3) y el carril 1 del marcador de peso
molecular 1kb; D) Gel del plasmido sin EPO después de la extraccion por miniprep, banda de 6110 pb en
carriles del 4 al 7, el carril 1 del marcador de peso molecular 1kb y el carril 3 corresponde al control positivo
(plasmido con EPO).

Para la caracterizaciéon de ambos plasmidos se buscaron sitios de corte especificos con
distintas enzimas de restriccion y comprobadas con el programa SnapGene, seleccionando
finalmente las enzimas Xba I/Nhe I, Pst [ y Dde I. Ambos plasmidos se cortaron con estas

enzimas conforme a lo descrito por el proveedor. En la figura 4 se observa la caracterizacién
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de los plasmidos con la digestion, mostrando los fragmentos de ADN esperados que fueron
predichos de manera in silico para confirmar asi la autenticidad del plasmido antes de

continuar el ensayo.

A)

Figura 4. Caracterizacién de plasmidos por enzimas de restriccion en geles de agarosa al 0.8%. A)
Electroforesis del plasmido sin EPO (carril 1) y con EPO cortado con Kpn I (carril 2), y en el carril 3 el plasmido
sin EPO y sin digerir; B) Electroforesis de ambos plasmidos con EPO y sin EPO cortados con Xba I/Nhe I, Pst
Iy Dde I en los carriles del 2 al 8 respectivamente, y Gltimos 2 carriles con EPO y sin EPO sin digerir, el primer
carril corresponde al marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder.

7.2 Establecimiento de melanoma murino B16F10 en raton C57Bl/6

Se inyectaron via intradérmica 500,000 células B16F10 de melanoma murino en los
diferentes grupos de ratones. Cada dia transcurrido se calculd el consumo de alimento de
cada raton de los distintos grupos (Figura 5) se observo diferencia significativa entre el

consumo de alimento del grupo tratado con tHUEPO y el pcDNA3.1¢/EPO.

Ingesta diaria (g)
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Figura 5. Consumo de alimento diario por grupo de tratamiento establecido. Se calculd la ingesta de
alimento diario de cada raton y se hizo un ANOVA de un factor para ver si existia diferencia significativa entre
cada grupo y se observo diferencia significativa entre grupo rHuEPO y pcDNA3.1¢/EPO (p>0.05).

El tratamiento fue suministrado via intramuscular a los dias 3, 7 y 10 con agua inyectable,
eritropoyetina recombinante humana, plasmido con gen de EPO envuelto en nanoparticulas
de quitosan y plasmido sin gen de EPO envuelto en particulas de quitosan, asimismo fue
registrado el peso de los ratones (Figura 6). Se tomaron iméagenes termograficas a los dias 3,
6, 9 y 13 postratamiento para observar la inflamacion inducida (figura 7) donde se observa
aumento de temperatura en las areas donde se encuentra mayor inflamaciéon a través del
protocolo de intervencion, antes de cada toma fotografica, se rasur6 el area donde se tomo la
foto para una mejor apreciacion de la temperatura. Con base a las imagenes se puede ver una
similitud en el control y el pcDNA3.1 sin EPO y también hay parecido en los grupos de
rHuEPO con el pcDNA3.1 con EPO.
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Figura 6. Peso registrado de los ratones. Se tomaron medidas de peso de cada raton durante el tratamiento y
no se encontr6 diferencia significativa entre cada grupo (p<0.05).

Figura 7. Imagenes termograficas a lo largo del protocolo de intervencion. Representacion de imagenes
termograficas en ratones hembra C57 a los dias 13 postratamiento de la implantacion con B16F10 de los
distintos tratamientos de cada grupo. Se muestran unas temperaturas mas elevadas en la zona donde se inoculd
el tumor y acumulacion de inflamacion en color blanco.
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El final del protocolo de intervencion se dio en el dia 15 desde la inoculacion de la linea
celular. Se midio6 el radio tumoral al final del tratamiento para conocer el alcance de los
distintos tratamientos (Figura 8) donde se observa preliminarmente que no hay desarrollo
tumoral del raton 8. Antes del sacrificio se anestesio a cada raton con ketamina/xilacina y se
realiz6 el sacrificio por puncion cardiaca terminal donde se recuperd la mayor cantidad
posible de sangre, ya con la muestra conseguida se separo en viales para las distintas pruebas
a realizar entre ellas biometrias hematicas (figura 9) donde se puede apreciar la hemoglobina
y el hematocrito de cada raton en el raton 4 la muestra se coaguld y no se pudo realizar la
biometria hematica pero los ratones que presentaron niveles mas altos de hemoglobina fueron
el 2 y el 5 ratones tratados con rHUEPO y con pcDNA3.1 con EPO respectivamente, mientras
que la muestra con mayor hematocrito fue la del ratdbn 7 mismo que fue tratado con

pcDNA3.1 sin gen de EPO.
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Figura 8. Tamaiio tumoral antes del sacrificio. Se midi6 el tamafio tumoral de cada grupo de ratones donde
el tumor de mayor tamafio se encontré en el plasmido tratado con pcDNA3.1¢/EPO y el de menor tamafio en el
grupo control.
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Figura 9. Valores obtenidos de una biometria hematica. Se hizo una biometria hematica para Mus musculus
y se muestran los valores de cada raton de A) Hemoglobina. B) Hematocrito. C) Volumen corpuscular medio.
D) Hemoglobina corpuscular media. E) Leucocitos totales. F) Plaquetas.
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7.3 Analisis tumoral post-diseccion.

Se extirpo y peso el tumor de cada raton (Figura 10 y 11) donde se aprecia las diferencias en
el tamafio del tumor habiendo pesado mas el grupo de pcDNA3.1C/EPO y siendo el de menor
peso el grupo control. Se midieron los tamafios de los tumores para cada grupo y se realizd
un corte histoldgico para observar diferencias las caracteristicas de la linea celular de
melanoma B16F10 (Figura 12) donde debido a que el tumor se encontraba muy heterogéneo
fue dificil diferenciar vasos sanguineos, sintesis de melanina, eritrocitos, células en division,
uniones intercelulares, nucleos de células de cada grupo por lo que se hizo de forma
demostrativa para describir la linea celular. Como perspectiva se recomienda utilizar una

linea celular con tumor mas s6lido para describir mejor el efecto de cada tratamiento.

1.4

1.2

[ERN

0.8

0.6

0.4

0.2

Peso de tumor extirpado (g)

control rHUEPO pcDNA3.1¢c/EPO pcDNA3.1sEPO

Figura 10. Peso de tumor extirpado después del sacrificio. Para cada raton se peso el tumor extirpado, se
encontr6 mayor peso tumoral en el grupo tratado con pcDNA3.1¢c/EPO en comparacion con los otros
tratamientos, siendo en grupo control el de menor peso.
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Figura 11. Tumores extirpados. Se extirparon los tumores de cada ratén y se midieron los tamafios y peso de
cada uno de ellos. Visualmente el tumor mas grande corresponde al pcDNA3.1¢/EPO seguido de la rHuEPO.
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Figura 12. Cortes histolégicos de tumor de los diferentes ratones. 1. Vasos sanguineos. 2. BI6F10 no
productoras de melanina. 3. B16F10 productoras de melanina. 4. Eritrocitos. 5. BI6F10 en division. 6. B16F10
con union intercelular laxa. 7. Musculo esquelético. 8. Célula de musculo esquelético con nticleo en la periferia
y citoplasma con estriaciones (sarcomeros). 9. Adipocito. 10. Posible diseminacion de B16F10. 11. Epitelio
plano estratificado queratinizado (piel). 12. Fibras de colageno y nticleo de fibroblastos. 13. Glandulas sebaceas.
14. Conductos.

Se realiz6 la comparacion del radio tumoral de los ratones mas representativos y se observo
una concordancia entre la inflamacion a través de la emision de calor con los valores
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reportados con las biometrias hematicas (Figural3). Asi mismo, se evaluo la inflamacion de
cada grupo de ratones y se compar6 con los valores de leucocitos totales y entre mas emisioén
de calor hay, mas elevado se encuentra el valor de leucocitos totales Figura 14).

pcDNA3.1s/EPO ( -)

pcDNA3.1c/EPO

Figura 13. Comparacion de radio tumoral entre tratamientos. El tumor mas representativo de cada grupo
se comparo con la camara termografica.
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Figura 14. Inflamacion de cada grupo de tratamiento. Por emision de calor se observa el area mas caliente
en color blanco de cada area tumoral, se asocia la temperatura con los niveles de inflamacion.

7.4 Ensayo de herida (Wound Healing Assay).

Se plaquearon 30,000 células de B16F10 en placa de 24 pozos. Al haber alcanzado una
confluencia del 75% se realiz6 una herida con una puntilla de micropipeta amarilla estéril, la
cual se observo a las 12 y a las 24 horas. Los tratamientos asignados fueron el control,
plasmido con gen de EPO (Figura 15), plasmido sin gen de EPO (Figura 16), rHuEPO,
(Figura 17), Quitosan (Figura 18). Como un control positivo se utilizd concavalina a una

concentracion de 2ug. Imagenes observadas en microscopio Optico invertido a 4X.
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Figura 15. Ensayo de herida pcDNA3.1¢/EPO. Células B16F10 con herida tratadas con plasmido con gen de
EPO a distintas concentraciones, observadas en microscopio optico invertido a 4x.
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12 horas 24 horas

pcDNA3.1
sEPO 1ug

EPO 1.5ug

pcDNA3.1s
EPO 2ug

ConA 2ug

Figura 16. Ensayo de herida pcDNA3.1s/EPO. Células B16F10 con herida tratadas con plasmido sin gen de
EPO a distintas concentraciones, observadas en microscopio optico invertido a 4x.

35



12 horas 24 horas

Control

rHUEPO 5U

Figura 17. Ensayo de herida rHuEPQ. Células B16F10 con herida tratadas con rHuEPO a distintas
concentraciones, observadas en microscopio optico invertido a 4x.
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12 horas 24 horas

Control

Quitosan
15uL

Quitosan
45uL

Quitosan
60uL

Figura 18. Ensayo de herida quitosan. Células B16F10 con herida tratadas con Quitosan a distintas
concentraciones, observadas en microscopio optico invertido a 4x.

7.5 Determinacion de viabilidad celular en los diferentes tratamientos.

Para determinar la viabilidad celular y corroborar los efectos de la eritropoyetina
recombinante y del gen en células B16F10 se realizé un ensayo de MTT a 3 concentraciones
distintas evaluado a las 12 y 24 horas post-tratamiento ademas se usé ConA 2 pg/mL como

control positivo de proliferacion (Figura 19).
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Figura 19. Efecto citotéxico rHuEPO, pcDNA3.1¢/EPO y s/EPO, quitosan y ConA ante la linea celular
B16F10. A) 12 h de tratamiento. B) 24 h de tratamiento. Las barras horizontales representan la Desviacion
estandar de 3 réplicas in vitro.
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7.6 Ensayo de arreglo proteémico.
El arreglo protedmico The Mouse angiogénesis Array (R&D Systems, Inc.) se utilizé para la
deteccién de 53 proteinas asociadas a la angiogénesis, los pools de tumores utilizados fueron
separados por tratamiento, control; rHUEPO; pcDNA3.1 s/EPO; pcDNA3.1 c/EPO. Y las

expresiones en proteinas fueron las siguientes de acuerdo con el sig. mapa.

Mouse Wg&negs Array
Transparency Overl |
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A 00 oooooom;ooao
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Figura 20. Mapa de proteinas por membrana del kit de arreglo proteémico de angiogénesis en raton. Se
lee por filas y columnas enumeradas para su lectura.

El kit de angiogénesis detecta varios analitos en sobrenadantes de lineas celulares, asi como

en lisados de tejidos (ANEXO 1)
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Figura 21. Analitos detectados en muestras de lisados tumorales. A) Tumores del grupo control, B) tumores
del grupo rHuEPO, C) Tumores del grupo pcDNA3.1 ¢/EPO, D) Tumores del grupo pcDNA3.1 s/EPO.
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De los analitos detectados en el kit de perfil protedmico, se realizé un HeatMap para

evaluar la intensidad de densitometria. Se compararon los grupos tratados con las proteinas

expresadas en los distintos grupos tratados.
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Figura 22. Analisis comparativo y relativo de proteinas expresadas y analizadas por el kit array proteome

angiogenesis (R&D Systems) e interpretado los valores de densitometria en un Heatmap (Software
Morpheus - Broad Institute).

7.7 Analisis inmunoldgico por citometria de flujo.
Se realiz6 una evaluacion inmunoldgica por citometria de flujo para determinar el grado de
inflamacion y cuales citocinas se ven involucradas en este proceso. Segun los resultados
obtenidos, se pudo apreciar distintos valores de MCP-1; IL-10 e IL-6. Si hablamos
especificamente de MCP-1 se observa que los grupos que alcanzaron mayor concentracion de

esta citocina fueron tHUEPO y pcDNA3.1¢/EPO, mientras que pcDNA3.1s/EPO y el grupo
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control alcanzaron un valor similar. Por otro lado, en IL-10 los 3 primeros grupos (control,
rHuEPO y pcDNA3.1¢/EPO) obtuvieron valores similares, 39.07, 38.32 y 38.29 pg/mL
respectivamente, mientras que el grupo pcDNA3.1s/EPO obtuvo un valor de 35.82 pg/mL. La
ultima de las citocinas involucradas fue la IL-6, el grupo control mostro los valores mas
disminuidos, 14.8 pg/mL asi mismo el grupo mas elevado respecto a los otros fue el de
rHuEPO con un valor de 27.94 pg/mL. Por otro lado, los grupos tratados con plasmidos
(pcDNA3.1¢/EPO y s/EPO) alcanzaron una concentracion similar de 16.89 y de 16.66 pg/mL
respectivamente; el resto de las citocinas evaluadas por el kit mostraron valores en
concentracion de 0 pg/mL lo que sugiere que no hubo produccion de estas mismas por efecto
del tumor de melanoma B16F10. Como se puede observar en la figura 20, las concentraciones
de estas distintas citocinas inflamatorias es un indicativo de una presente inflamacién, la
evaluacion de estas y su analisis muestra la manera de actuar del tumor en etapa temprana

antes de estar muy bien establecido.
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Figura 23. Expresion de citocinas pro-inflamatorias en el suero de ratones C57BL/6. Citocinas detectadas
por citometria de flujo en ratones C57BL/6 los cuales se implantaron con melanoma B16F10. A) MCP-1. B)
IL-10. C) IL-10.
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se realiz6 la evaluacion de la administracion de eritropoyetina en
un modelo murino con respecto a la progresion tumoral. Entre una de las terapias mas
convencionales para tratar anemias relacionadas al céncer es con eritropoyetina

recombinante.

Existen diversas lineas celulares ya probadas donde hay progresion tumoral con el uso de
rHuEPO, tal es el caso de cé¢lulas HepG2 de cancer de higado y en MDA-MB-231 de cancer

de mama (Chan et al., 2017; Miao et al., 2017).

El Plasmido utilizado en este proyecto fue un pcDNA3.1+P2A-eGFP donde se insert6 el gen
de eritropoyetina humana en el sitio multiple de clonacion entre los sitios de restriccion de
BamHI y EcoRI y tiene 2 caracteristicas muy particulares y adecuadas. La proteina P2A
admite que el plasmido sea policistronico permitiendo la expresion de 2 proteinas, la EPO y
la eGFP que va a servir como un reportero por su capacidad de fluorescer verde (Z. Liu et

al., 2017).

Para la Caracterizacion del plasmido se emplearon diferentes enzimas de restriccion. Primero
se buscd en NEBcutter enzimas capaces de efectuar 1, 2 y 3 cortes en la secuencia del
pcDNA3.1, de la P2A, de la e-GFP y del gen de EPO encontrando algunas que cortaban
especificamente esa regién y no cortaran en otra secuencia. Ademads, con el programa
SnapGene® se realizaron simulaciones de corte y gel de agarosa para medir los fragmentos
liberados por estas enzimas. Posteriormente se eligido a Nhel y Xbal para liberar el gen de

EPO, habiendo cortado todo el sitio multiple de clonacion. Una vez religado el pldsmido sin
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EPO se caracteriz6 con Ddel, Kpnl y Pstl con sitios de corte ya conocidos por NEBcutter y

SnapGene®.

También se ha probado que la EPO ha tenido un efecto de progresion de factores
angiogénicos como VEGF y se relaciona con su receptor activando la via clasica de la
sefalizacion de la EPO (Greenwald et al., 2019). Asimismo, el EPOR se ha encontrado en
las 4reas mas hipoxicas de distintos canceres como el cancer de mama, cervicouterino, cancer
de pulmon de células no pequefias y en mas de 65 lineas celulares de melanoma (E. A. Dunlop

et al., 2006; Kumar et al., 2012a; Papworth et al., 2009).

El consumo de alimento diario por raton se vio diferencia altamente significativa entre los
grupos tratados con tHUEPO y plasmido con EPO, se puede atribuir a diferentes factores
como el tamafio de los ratones que, a pesar de ser de las mismas semanas de edad, el peso no
era en todos igual. De primera instancia podria parecer que los ratones mas oxigenados
tendrian mayor energia y mas movimiento, por ende, un metabolismo mas acelerado y se
reflejaria en un mayor consumo de alimento, sin embargo, se demostré por un ANOVA de
un factor en GrapgPad® que no existe diferencia significativa en los grupos control con

respecto a los positivos a la proteina de EPO.

A lo largo de protocolo de intervencion que duro 15 dias se tomaron imagenes termograficas
para visualizar el avance de la inflamacion. Se vio mayor calor en el area donde se implanté
el tumor, lo que sugiere un desarrollo del microambiente tumoral. Se pudo observar un tumor
bien establecido al dia 9 en los grupos tratados con rHuUEPO y con pcDNA3.1 con EPO, no
obstante, se vio un decremento en el 4rea inflamada al pasar los dias. En el grupo control y
en pcDNA3.1 sin EPO no se vio establecimiento tumoral a través de la camara termografica.

Se asocia también la imagen mas representativa de cada grupo (Figura 13) donde podemos
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compararlo con las biometrias hematicas y asociar los distintos niveles como la inflamacién
en el nimero de leucocitos totales. Para visualizar mejor los niveles de leucocitos totales que
se asocian a la inflamacién se compard con las imagenes termograficas los niveles de
inflamacién de cada uno de los grupos y comparandolos con los valores arrojados de la
biometria, se puede confirmar que el tamaio del tumor, la emision de calor que emiten y los
resultados de la biometria concuerdan y estan ligados entre ellos como se aprecia en la

imagen. (Figura 14).

El ratén con mayor desarrollo de masa tumoral es del grupo pcDNA3.1¢/EPO donde el
plasmido de administrado via intramuscular, sin embargo, se esperaba unos niveles mas
elevados de hemoglobina y hematocrito, ya que al ser la EPO un precursor eritrocitico
promueve el aumento de estos valores. Mientras tanto, el raton con menor desarrollo tumoral
fue uno tratado con pcDNA3.1 con EPO y sus niveles de hemoglobina y hematocrito fueron
mas elevados con respecto a los demads ratones, esto siendo inverso al raton con mayor

desarrollo tumoral.

Por otro lado, se realiz6 un ensayo de herida a las 12 horas después de plaquear 30,000 células
B16F10 de manera in vitro con el objetivo de ver cualitativamente la migracion celular, se
trabajaron 3 concentraciones diferentes para los grupos de tratamiento, 3 concentraciones de
quitosan a la misma que se prepararon los nanocomplejos y una concentracion de ConA como
control positivo de proliferacion celular y se observaron a las 12 y 24 horas después del corte
y se observo en microscopio Optico invertido a 4X. El primer grupo observado fue el
pcDNA3.1¢/EPO donde se ve claramente la herida en el control a las 12 y 24 horas y se ve
como se cierra gradualmente transcurrido el tiempo, sin embargo, hablando del pcDNA3.1

solo se puede apreciar la herida a las 12 horas después del corte a la primera concentracion
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lpug mientras que a 1.5ug y 2 pg se pierde completo la forma de la herida. Adicionalmente,
después de transcurridas 24 horas se volvio a observar y en las 3 concentraciones no se logra
ver claramente la herida y se forman concentrados o aglomeraciones que podrian tratarse de
los nanocomplejos por si mismos, la eritropoyetina o concentrados celulares adheridos. El
segundo tratamiento observado fue pcDNA3.1s/EPO y a las 12 horas se aprecia la herida a
las concentraciones de 1 pgy 1.5 ug y a las 24 horas solo se mantiene la herida en la primera
concentracion; a 2ug se puede ver la formacion de los mismos concentrados que pudieran
ser nanocomplejos, comparando con el tratamiento anterior se ve que en ambos se puede
observar la herida a 1 pg y en el pcDNAs/EPO se mantiene la herida a 1.5 pg a las 12 horas
por lo que se sugiere que es el gen de EPO el responsable de que se pierda la herida. El tercer
tratamiento comparado es la rHuEPO, la eritropoyetina ya purificada, sin nanoparticulas de
quitosan. En las 3 concentraciones de 5 15 y 20 unidades a 12 y 24 horas no se logro6 apreciar
la herida formada y se vieron cimulos de circulos alineados verticalmente por lo que se
sugiere que los camulos o aglomeraciones son provocados por la expresion de la proteina.
Como cuarto tratamiento se utilizo el quitosan solo, a las misma concentracion con la que se
prepard los nanocomplejos para ver su efecto en la proliferacion celular; la herida se pude
apreciar perfectamente con 1.5 pL de quitosan a las 12 y 24 hora y se observa una
disminucién entre un tiempo y otro, con 1 pL se ve la herida a las 12 horas, no siendo asi
para las 24 horas por lo que el quitosan provoca que se pierda, para el tercer volumen de
quitosan de 2 puL la herida no es visible ni a las ni a las 24 horas por lo que se piensa que la
combinacion de las nanoparticulas con el pldsmido acelerar la formacion de cumulos o
conglomerados haciendo uniforme la placa y perdiéndose la visibilidad de la herida.
Concavalina fue utilizada como un control positivo a la proliferacion ya que se ha reportado

en diferentes lineas celulares esta particularidad (Fitzgerald et al., 2001). Empleada a una
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concentracion de 2 pg/mL y se observa claramente la herida y como se hace més pequena

entre las 12 y las 24 horas post-corte.

Se necesitan de uno a dos dias para la formacion de la monocapa de células y luego de 8 a
18 h para que la migracion celular cierre la herida. 12 horas después del plaqueo la

confluencia no era tan buena como lo esperado(Liang ef al., 2007).

De las membranas sensibilizadas del kit de arreglo protedmico, se pueden detectar 53
proteinas relacionadas a la angiogénesis, hay spots de referencia que dan fiabilidad a los

resultados obtenidos, los cuales son los spots Al, A2, A21, A22, F1 y F2.

De acuerdo con los resultados de la figura 23 de los analitos detectados en el perfil
protedmico, en las membranas se pudo observar la presencia de ADAMTSI, una desintegrina
y metaloproteinasa con motivo de trombospondina. La expresion de este gen esta relacionada
a procesos inflamatorios como caquexia por cancer, ademas de ser necesario para crecimiento
normal, fertilidad y morfologia y funcion de los 6rganos (Eissa ef al., 2019). Esta expresion
se observo en los grupos control, rtHUEPO y pcDNA3.1 s/EPO, no siendo expresada en
pcDNA3.1 ¢/EPO. La angiogenina es una proteina de la superfamilia de ribonucleasas
secretadas por vertebrados, a pesar de pertenecer a esta familia, tiene una ribonucleasa baja
y es un factor angiogénico derivado de células de adenocarcinoma (Prehn y Jirstrom, 2020).
Estimula la proliferacién de células endoteliales y se ha demostrado que es necesaria para
la actividad angiogénica del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2) (Kishimoto et al., 2005). Estudios anteriores han
demostrado firmemente el efecto de los andrégenos en la regulacion de la biogénesis del

ARNr durante el crecimiento celular dependiente de andrégenos en el desarrollo normal y
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el estado patoldgico de la préstata, como la hiperplasia prostatica benigna, el PIN y los
canceres de proéstata (Vanli y Guo-Fu, 2015). Esta proteina solo se encontré presente en el

grupo control.

El factor 3 de la coagulacion ademas de su funcion descrita en la cascada de la coagulacion,
también se relaciona con actividad angiogénica con el factor tisular desencadenante (F3 / TF)
y los receptores de trombina (F2R / PAR-1) pueden influir en el microambiente del tumor
vascular y en la angiogénesis independientemente de la trombosis (D'Asti et al., 2014). Este

factor III esta expresado en los grupos control, tHUEPO y pcDNA3.1 s/EPO.

CYRG61 es capaz de regular una amplia gama de actividades celulares, incluida la adhesioén
celular, migracion, proliferacion, diferenciacion, apoptosis y senescencia a través de la
interaccion con receptores de integrina de superficie celular, En la edad adulta, CYR61 juega
un papel importante en la inflamacion. Y reparacion de tejidos, y se asocia con enfermedades
relacionadas con la inflamacion cronica, que incluyen artritis
reumatoide, aterosclerosis , nefropatia y retinopatia relacionadas con la diabetes y muchas
formas diferentes de canceres (Banerjee et al., 2019). Cyr61 se expresé en todos los grupos
tratadas con excepcion de pcDNA3.1 ¢/EPO. la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4)
inactiva las hormonas incretinas péptido 1 similar al glucagébn (GLP-1) y polipéptido
insulinotropico dependiente de glucosa (GIP) (Ahrén, 2019). DPP-4 acelera la metastasis del
cancer de mama a través de la induccion de CXCL12 / CXCR4, que activa mTOR para
promover la transicion epitelio-mesenquimal (EMT). En células cultivadas, la caida de DPP-
4 indujo EMT y migracion celular. El tratamiento con el inhibidor de DPP-4 KR62436 (KR)
promovio6 el crecimiento del tumor primario y la metastasis pulmonar en un modelo de raton
de aloinjerto de tumor 4T1 (Yang et al., 2019). Solo se expres6 en el grupo control. El
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aumento de la expresion de endostatina/colageno XVIII se correlaciona con un nivel elevado
de VEGF y mal prondstico en carcinoma hepatocelular (Hu ez al., 2005). Este gen se expreso
en todos los grupos trabajados en esta investigacion. Las proteinas de unidn al factor de
crecimiento similar a la insulina (IGFBP) 1-6 se unen a los IGF, pero no a la insulina con alta
afinidad. Inicialmente se identificaron como portadores de suero e inhibidores pasivos de las
acciones de IGF. Sin embargo, estudios posteriores mostraron que, aunque las IGFBP
inhiben las acciones de IGF en muchas circunstancias, también pueden potenciar estas
acciones. Los IGFBP se expresan ampliamente en la mayoria de los tejidos y son reguladores
endocrinos y autocrinos (Clemmons, 1993; Mohan y Baylink, 2002). IGFBP1 solo se expreso
en el grupo control mientras que IGFBP 2 e IGFBP3 se expresaron en todos los grupos. MCP-
1 es una quimiocina atrayente de monocitos y por su efecto biolégico podemos asegurar que
existen monocitos, neutrofilos y macréfagos en el microambiente tumoral y su expresion,
indica una respuesta inmune activa. La produccion de MCP-1 es una consecuencia de la
interaccion entre las células del huésped y las células tumorales y que tanto las células
tumorales como las cé€lulas del estroma del huésped pueden contribuir a la produccion de esta
quimiocina. El TNF-a, un conocido promotor tumoral, es un mediador que se encuentra con
frecuencia y que regula al alza la produccion de MCP-1 por las células tumorales, mientras
que los mediadores derivados de las células tumorales, como GM-CSF, actuan sobre las
células huésped, como los macrofagos, para inducir la produccion de MCP-1 y otras citocinas
/ quimiocinas (Yoshimura, 2018). MCP-1 se encontré en los grupos control y pcDNA3.1
¢/EPO. Las proteinas de la familia de las metaloproteinasas de la matriz (MMP) participan
en la degradacion de la matriz extracelular en procesos fisioldégicos normales, como el
desarrollo embrionario, la reproduccion y la remodelacion tisular, asi como en procesos

patologicos como la artritis y la metastasis. La mayoria de las MMP se secretan como

48



proproteinas inactivas que se activan cuando se escinden mediante proteinasas extracelulares

(Hua et al., 2011). MMP9 se expresé en todos los grupos.

La osteopontina es secretada por mioblastos y macréfagos del musculo esquelético, y su
expresion esta regulada al alza en el musculo después de una lesion. La osteopontina esta
presente en muchas formas estructurales diferentes, que varian en sus patrones de
expresion y efectos sobre las células (Wijesinghe et al., 2019). La osteopontina se vio
expresada en todos los grupos tratados. La pentraxina-3 desempefia un papel importante en
la respuesta inmune humoral innata, la respuesta inflamatoria, la antiinfeccion, asi como el
dafio y la reparacion tisular (Garlanda et al., 2016). Muchos estudios previos han demostrado
que los niveles plasmaticos de pentraxina-3 se relacionaron positivamente con la gravedad
de la sepsis, la pancreatitis aguda, la lesion aguda del miocardio y otras enfermedades, lo que
indico que la pentraxina-3 puede servir como un nuevo biomarcador para la inflamacion, la
infeccion y el tejido (Mauri et al., 2010). Pentraxina 3 se expresdé en grupo control y
pcDNA3.1 c¢/EPO. El factor plaquetario 4 es producido predominantemente por
megacariocitos y granulos a de plaquetas y contribuye a la coagulacion sanguinea (Kowalska
et al., 2010). Se ha demostrado que el PF4 es angiostatico mediante la inhibicion de la
proliferacion y migracion de células endoteliales (Maione et al., 1990). La variante de PF4
CXCLAL1 también inform6 que muestra propiedades angiostaticas (Van Raemdonck et al.,
2014). Por lo tanto, se ha propuesto el PF4 recombinante como una opcién alternativa para
la terapia del cancer (Li et al., 2015). Sin embargo, queda por dilucidar si el PF4 tiene un
impacto en la metastasis tumoral (Jian et al., 2017). El factor plaquetario 4 se expresé en 3
grupos, control, pcDNA3.1 s/EPO y pcDNA3.1 ¢/EPO. La PGF2a que actia a través de

PTGFR también puede estimular la via MAPK1 / 3, lo que da como resultado una expresion
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elevada de factores angiogénicos en patologias endometriales (Kaczynski et al., 2016). Pgf2
se expresO en grupo control, rHUEPO y pcDNA3.1 ¢/EPO. La prolactina la hormona del
crecimiento y el lactogeno placentario son miembros de una familia de hormonas
polipeptidicas que comparten similitudes estructurales y actividades bioldgicas. Se han
atribuido numerosas funciones a estas hormonas, entre las que destacan sus efectos
recientemente descubiertos sobre la angiogénesis, pueden actuar como hormonas circulantes
y como factores paracrinos / autocrinos para estimular o inhibir varias etapas de la formacién
y remodelacion. de nuevos vasos sanguineos, incluida la proliferacion, migracion,
produccion de proteasas y apoptosis de células endoteliales (Corbacho y Clapp, 2002). La
prolactina puede transducir sefales a través de multiples vias, la activacién de los miembros
de la familia STAT, que se encuentran aguas abajo de la prolactina y otros factores de
crecimiento, también se ha implicado en la tumorigénesis (Turkson, 2004). Solo se expreso

en el grupo de rHUEPO el cual también es transducido por la via JAK/STAT.

La funcion pro-tumorigénica de serpina E-1 en la progresion del cancer y la metéstasis ha
sido objeto de una abundante literatura cientifica que ha apuntado a un papel pro-
angiogénico, una funcién estimuladora del crecimiento y la migracion. y una actividad anti-
apoptotica, todos dirigidos a promover el crecimiento tumoral, la supervivencia de las células
cancerosas y la metastasis. Serpina E-1 se expresdé en todos los grupos tratados en la
investigacion, mientras que serpina F-1, codifica un miembro de la familiade
las serpinas que no muestra la actividad inhibidora de la serina proteasa mostrada por muchas
de las otras proteinas serpinas. La proteina codificada se secreta e inhibe fuertemente la
angiogénesis. Ademas, esta proteina es un factor neurotrofico involucrado en la

diferenciacion neuronal en las células de la retinoblastoma. Se encontraron mutaciones en
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este gen en individuos con osteogénesis imperfecta, tipo VI (Corbacho y Clapp, 2002).
Serpina F-1 solo se observd en pcDNA3.1 ¢/EPO. TSP-1 y TSP-2 regulan la estructura y
actividad de los ligandos antes mencionados interactuando directa o indirectamente con ellos,
regulando asi la actividad de diferentes tipos de células en respuesta a estimulos
ambientales. Los procesos patoldgicos de numerosas ECV estan asociados con la
degradacion y remodelacion de los componentes de la ECM, y con la migracion, disfuncion

y apoptosis celular (Zhang et al., 2020). TSP2 solo se expreso en el grupo control.

Las proteinas detectadas en el arreglo se encuentra la expresion de VEGF, el cual como se
ha descrito anteriormente, es el factor de crecimiento endotelial vascular y principal
responsable, regulador y potenciador de la angiogénesis, se expresd en todos los grupos

trabajados. Control; rtHUEPO; pcDNA3.1 ¢/EPO y pcDNA3.1 s/EPO.

En el HeatMap de la Figura 24 se observan graficamente las diferencias en densitometria de
todas las proteinas expresadas en el arreglo protedémico siendo IGFBP-3 en el grupo control
la mas expresada y se puede apreciar la diferencia de los tratamientos. De las proteinas de
mayor interés en el proyecto se habla de VEGF y los resultados de expresion demuestran ser
mayores en grupos tratados con EPO con respecto al plasmido sin EPO, no obstante, en el
grupo control existe una mayor expresion de VEGF lo que resulta contradictorio con la

hipotesis planteada.

La expresion de prolactina exclusiva para el grupo de rHuEPO llama la atencion ya que todos
los ratones tratados son hembras y este es el inico grupo donde se ve expresada esta proteina,

asociando un efecto directo de la rHuEPO sobre esta proteina.
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En la determinacion de la viabilidad celular en la linea B16F10 se muestra como transcurridas
12 horas, el pcDNA3.1s/EPO 1.5 ng y el quitosan 6 pL presentan una mayor citotoxicidad
en comparacion con los demads tratamientos. A las 12 horas casi todos los tratamientos
mantienen un 80% de viabilidad mientras que a las 24 horas se puede notar un cambio muy
drastico donde el pcDNA3.1¢/EPO 2 pg es el mas citotoxico mientras que la tHUEPO
presenta mayor viabilidad, pero no sobrepasa del 60%. El control de proliferacion positiva,
la ConA, es viable a las 12 horas, pero se reduce transcurridas las 24 horas hasta un 50%.
Relacionando estos resultados con el ensayo de herida se sugiere que las células pueden estar
despegadas o muertas ya que el resultado es solo visual mientras que el MTT evalua la
viabilidad a través de la formacién de cristales de formazan. Como perspectiva es
recomendable elaborar una curva de mas concentraciones de rHuEPO y pldsmidos para una
valoracién mas especifica de la viabilidad, asi como esperar 18 a 24 horas para hacer la herida

en el ensayo de herida.

En distintos ensayos de biomarcadores para citocinas se ha visto expresion elevada de
citocinas como TNF-a y MCP-1, asociando estos resultados a los planteados por este estudio
podemos atribuir que el melanoma B16f10 es un factor importante para la expresion de esta
citocina (Pedersen et al., 2020). MCP-1 es una quimiocina atrayente de monocitos y su efecto
biologico podemos asegurar que existen monocitos, neutrofilos y macrofagos en el
microambiente tumoral y su expresion, indica una respuesta inmune activa. El grupo con
mayor expresion de esta quimiocina fue el de tHuUEPO. Asi mismo fue donde se bio una
mayor inflamacién en la camara termografica, esto coincide en la evaluacion cualitativa y
cuantitativa de la inflamacidn, asi mismo en el grupo pcDNA3.1¢/EPO hay una expresion

similar respecto al rHUEPO por tanto que se puede decir que esa elevacion corresponde al
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tratamiento con EPO, no siendo asi para el grupo control ni para el pcDNA3.1s/EPO, es decir,
MCP-1 se ve expresada por accion del melanoma, ademas, se ve aumentada por accion de la

EPO.

La expresion de monocitos activados puede producir altos niveles de IL-10 (de Waal Malefyt
etal., 1991), como se observa en este estudio, concentraciones elevadas de MCP-1 un quimio
atrayente de monocitos puede ser el responsable de la produccion de esta IL-10. Como se
muestra en la figura 20 los grupos con EPO alcanzan valores mas elevados de MCP-1 por lo
que se relacionan directamente con la expresion, otro efecto de la IL-10 es que es capaz de
inhibir la produccidn de otras citocinas inflamatorias y ayuda a un mejor pronostico en cancer
por melanomas siendo utilizada como un marcador por su expresion, sin embargo este efecto
de suprimir otras citocinas, promueve el desarrollo del melanoma e induce la proliferacion y
polarizacion de macrofagos, atraidos previamente por MCP-1 (Gordy ef al., 2018). La IL-6
es una citocina de repuesta inflamatoria, asociada al estrés, se ve elevada en condiciones de
estrés cronico inducido. Se ha visto una gran adhesion en células de melanoma B16 a
proteinas de la matriz estromal (fibronectina, laminina y vitronectina). Se han descrito
respuestas no especificas antitumorales por mecanismos proinflamatorios mediados por la
IL-6 (Gordy et al., 2018). La IL-6 y la EPO pueden unirse al receptor comun 3 por un dominio
en comun lo que al estar elevado la EPO permite asimismo la union de IL-6, no siendo esta
producida exclusivamente por accion de la respuesta inmune asociada al tumor. Asi mismo,
se observa que en el grupo tratado con rHuUEPO hay valores de concentracion mas elevados
con respecto a los otros grupos, por lo que puede asociarse a que expresion elevada de EPO
involucra mas receptores entre ellos el comun f, en el cual pueden unirse ambas proteinas

(Bazan, 1989). Contrariamente a lo que se creia que la accion de la IL-6 disminuiria el
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volumen tumoral y favoreceria a una regresion se observd una mayor masa tumoral en el
grupo donde se vio mayor concentracion de IL-6, por esto podemos asociar la IL-6 a una

respuesta de hipoxia inducida provocada por la EPO (Faquin et al., 1992).
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9. CONCLUSIONES

Se logro caracterizar el plasmido con y sin el gen de EPO. Las imagenes termograficas

ofrecieron un panorama mas grafico del desarrollo de la inflamacion localizada.

Los tratamientos con rHUEPO tuvieron niveles mas altos de hemoglobina y hematocrito

respecto al control y asi mismo un mayor tamafio de masa tumoral.

La administracion de eritropoyetina a través de pcDNA3.1¢/EPO induce un mayor

tamafio masa tumoral respecto al control.

La regeneracion celular fue mas evidente en células tratadas con plasmidos con y sin

EPO.

MCP-1, IL-10 e IL-6 se sobre expresaron en los tratamientos con rHuEPO vy

pcDNA3.1¢/EPO.

La administracion de rHuEPO y pcDNA3.1¢/EPO en ratones, promovieron el desarrollo

de mayor volumen tumoral, inflamacion y expresion de citocinas proinflamatorias.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar la administracion de eritropoyetina en otras lineas celulares de tumor mas
solido para mejorar los cortes histoldgicos.

Probar en ensayo de herida en diversas lineas celulares para comparar
comportamiento en la proliferacion.

Realizar un ensayo de produccion de melanina para células B16F10.

Realizar ensayo de tyrosinasas en células B16F10.

Realizar un ensayo de perfil protedémico dirigido a proteinas asociadas a angiogénesis
Hacer qPCR dirigida al receptor de EPO y de VEGF para asociar los efectos de la
administracion de EPO con angiogénesis.
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12 ANEXO 1.

Mapa de analitos detectados por el kit de angiogénesis.

1 ADAMTS 12 IGFBP-2 23 PDGF-AA

2 Amphiregulin 13 IGFBP-3 24 PDGF-AB/PDGF-BB
3 Angiogenin 14 IL-1a 25 Pentraxin 3

4 Angiopoietin-1 15 IP-10 26 PF4

5 QicL16 16 KC 27 Serpin E1/PAI-1
6 Cyr61/CCNN 17 MCP-1 28 Serpin F1/PEDF
7 Endostatin 18 MIP-1a 29 TIMP-1

] Endothelin-1 19 MMP-3 30 VEGF

9 Fractalkine 20 MMP-9 31 VEGF-B

10 GM-CSF 2 NOV/CCN3

11 [GFEP-1 22 Osteopontin
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