UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

[l ALERE FLAMMAM ||

VERITATIS

ESTUDIO DEL EFECTO DEL IMMUNEPOTENT CRP SOBRE CELULAS DE
SISTEMA INMUNE PERIFERICO Y MICROGLIA ANTE UN ESTIMULO CON
QUIMIOTERAPIAS Y LPS

Por

Q.F.B. Carlos Daniel Lemus Medina

Como requisito para obtener el grado de
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION
EN INMUNOBIOLOGIA

2023



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

[l ALERE FLAMMAM ||

VERITATIS

ESTUDIO DEL EFECTO DEL IMMUNEPOTENT CRP SOBRE CELULAS DE
SISTEMA INMUNE PERIFERICO Y MICROGLIA ANTE UN ESTIMULO CON
QUIMIOTERAPIAS Y LPS

Por

Q.F.B. Carlos Daniel Lemus Medina

Como requisito para obtener el grado de
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION
EN INMUNOBIOLOGIA

2023



ESTUDIO DEL EFECTO DEL IMMUNEPOTENT CRP SOBRE CELULAS DE
SISTEMA INMUNE PERIFERICO Y MICROGLIA ANTE UN ESTIMULO CON
QUIMIOTERAPIAS Y LPS

Comité de Tesis

7

Dra. Ana Cafolina Martinez Torres

Director de Tesis

e

Dra. Maria Cristina Rodriguez Padilla

Secretario

~_J

Dr. MoiséArmided Franco Molina
Vocal

o

Dr. José Manuel Vazquez Guillen

Vocal

DimpA
C/BGCLaZL

Dra. Diana E. Caballero Hernandez

Vocal

. 7 /] .~
Dra. Katiushka Arevalo Niflo )
TUBDIRECCION

Subdiretora de Posgrado’® POSERARC



ESTUDIO DEL EFECTO DEL IMMUNEPOTENT CRP SOBRE CELULAS DE
SISTEMA INMUNE PERIFERICO Y MICROGLIA ANTE UN ESTIMULO CON
QUIMIOTERAPIAS Y LPS

Direccion de Tesis

Dra. Ana Cardlind Martinez Torres

Director de Tesis

i

DrRoméan Vidal Tamayo Ramirez

Director Externo



DERECHOS RESERVADOS© PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O
PARCIAL Todo el material contenido en esta Tesis esta protegido, el uso de imagenes,
fragmentos de videos, y demds material contenido que sea objeto de proteccion de los
derechos de autor, serd exclusivamente para fines educativos e informativos y debera

citar la fuente donde se obtuvo mencionando al autor o autores.



Agradezco a la Universidad Autonoma de Nuevo Leon y al Laboratorio de Inmunologia
v Virologia por brindarme el apoyo economico y la infraestructura para realizar este

proyecto



AGRADECIMIENTOS

Primeramente a Dios, nuestro padre misericordioso que me a mostrado el camino que debo seguir
y me a mostrado amor, carifio y comprension en los momentos mas dificiles de mi vida. Quien ha

visto mi mas débil ser y aun asi me ayuda a ser decidido en mis suefios y metas.

A la Dra. Ana Carolina Martinez Torres, quien a sido una luz en mi camino de la ciencia, le tengo
una gran gratitud por aceptarme aun cuando yo dudaba de mi mismo. Siempre admirare su
conviccion por conocer todo aquello que se desconoce y espero que algin dia poder adquirir esa
habilidad. Le estoy eternamente agradecido por acogerme y aconsejarme en los momentos que

mas necesitaba.

A Roberto, por apoyarme sin condicion alguna, admiro tu forma de ver aquellas cosas que pocos
ven, ademas, admiro tu sinceridad y el apoyo que me diste cuando lo necesite no solo como
compafiero sino como uno de mis mejores amigos. Son muchas cosas por agradecerte que no
podria mencionarlas en un texto, nunca cambies tu nobleza esa parte es la que te hace ver como

una luz incandescente en la mas penetrante neblina.

A Ana Luisa, quien es una gran cientifica y amiga, gracias por apoyarme en los momentos que me
sentia mas perdido, nunca olvidare las ensefianzas que me diste y sobre todo nunca olvidare que
por ti esta tesis no podria haber sido como es. Nunca olvides que eres una mujer formidable como
pocas hay, con grandes metas y con la mayor dedicacion a la ciencia que pude haber observado
en alguien. Para mi, eres un pilar en mi vida y no tengo como agradecerte todo aquello que me has

ofrecido, jamas dejes de perseguir tus suefios porque en ti veo nuestro siguiente premio Nobel.

A Rodo y Andrea, de ustedes e aprendido a divertirme con las cosas simples de la vida, a conocer
un mundo con ojos de verdadero ser. También puedo admitir que en ustedes pude conocer el como
es una verdadera relacion de noviazgo y amigo, admiro muchisimo el como se aman y como

demuestran de una manera tan natural ese amor que se tienen.

A Rafael, quien fue mi primer mentor y con quien llegué a apasionarme de la neurociencia y la
inmunologia, no pude tener a un mejor mentor que, aunque no estuvo conmigo siempre, fue quien
me ensefo el grandioso mundo que el SNC. También a Maria, Quien considero una buena amiga
para mi de ti aprendi a reirme sin parar, gracias por abrirme tu amistad no sabés cuanto admiro la

forma en que te esfuerzas por cumplir tus metas y la forma que tienes de hacer nuevos amigos



siempre te tendré ese enorme carifio que te eh dicho que tengo por ti. A Misael, quien me ha
mostrado una verdadera amistad y con quien siempre estaré agradecido. A Kenny, quien me
dedico momentos de su valioso tiempo para ensefiarme todo lo que el conocia y sabia con una
tranquilidad como el solo sabe. A Helen, quien me ensefio una amistad sincera y de quien aprendi

lo valioso que es investigar, llegara a ser una gran investigadora.

También agradecer a mis profesores, quien sin su guia no podria haberme motivado de tal manera
de querer seguir estudiando y superandome. También quiero agradecer a mis compaiieros de la
maestria, Alondra, Adrian, Gerardo y Blanca con ustedes pase buenos momentos y muy divertidos

se los agradezco.

De manera especial a Ale Guerrero, quien me alento a elegir una maestria con quien comparti gran
parte de mi primer casi primer afio de la maestria, a toda su familia quien me apoyo y recibid
ademas de escucharme y alentarme a cumplir mis suefios, siempre tendran un lugar un mi

pensamiento y corazon. Les agradezco todo y espero en Dios se cumplan todas sus metas y suefios.

A Octavio Gonzalez, quien es un padre para mi quiero agradecerle todo el carifio que me a
demostrado, todas las ensefianzas que me ha dado y sobre todo toda la proteccion que me dio

durante toda mi carrera. Siempre tendra un lugar muy apreciado en mi corazon.

A Angela, mi hermana que me ha procurado y a ensefiado a que los demas también necesitan ser

escuchados, admiro mucho la forma en que das sin esperar nada a cambio.

A la familia Lemus, para mi son una parte esencial de mis dias, les doy las gracias por estar ahiy
recordarme que tuve un padre. Dentro de este agradecimiento, esta mi abuelo Asuncion Lemus

quien siempre crey6 en mi y en todo lo que era y valia.

A Ma. Teresa Medina, mi madre que con todo su carifio y dulzura llena mi vida de alegria, a ti
madre mia no tengo palabras para dedicarte llenaria una tesis completa para decirte de todo lo que
estoy agradecido, eres mi ejemplo para seguir y no debo recordarte lo mucho que te amo y que sin
ti no seria quien soy. Eres mi amiga y madre, gracias por apoyar mis suefios tu ya tienes el cielo

ganado por tu gran labor de madre que haces te amo infinitamente.



No hay mayor Orgullo que tenerte como madre esta tesis esta hecha gracias a ti Teresa
Medina.
Gracias por siempre estar ahi cuidandome y protegiéndome padre Octavio Gonzalez.

Todo lo que hago es pensando en ti Angela Lemus mi hermanita quien siempre cuidare.



Si puedes manchar una enfermedad, puedes envenenarla. Si la puedes envenenar, la
puedes erradicar del cuerpo”

Paul Ehrlich, premio nobel 1908



INDICE

1. INTRODUCCION ....coriimriimriiesisesssses s sssessssses st sssssssssssssssssesessessssnens 1
2. ANTECEDENTES ..ottt sttt st enes 3
2.1 SISTEMA INIMUIE ...ttt ettt ettt ettt sat e bt st sbeesbe et e satenbeentesaeenees 3
2.2 INFTAMACION. ...eiiiiiiiieiecite ettt ettt et sttt et sttt saeenaes 4
2.3 Inflamacion ocasionada por qUIMIOLETAPIAS. ......eevrerreeriieereeriieeieerireeieeseeeneeneeens 7
2.4 Barrera hematoenCefaliCa........c.eouiriiiiiiiiniiiiieieeeee e 8
2.5 Glia y su interaccion con la barrera hematoencefalica..........ccccoovveveriiniincencnnenne. 9

2.7 Interaccion entre sistema inmune periférico y el Sistema Nervioso Central (SCN)

...................................................................................................................................... 10
2.6 Neuroinflamacion...........cceeriiiirieriiiencete ettt s 11
2.7 Neurodegeneracion y Patologias asociadas ...........cceeevveeeiieniieniiniieniienieeieeen, 13
2.8 Terapias utilizadas para enfermedades neurodegenerativas ............cccceeverveneennene 14
2.8.1 Compuestos Inmunomoduladores............cccveriieriienieeiienieeeee e 14
2.8.1.1 SINEELICOS .ttt ettt ettt et sttt st sbe et sate b enne s 14
2.8.1.2 EXtractos Naturales .........cooeeuerieniiiieniieieeiesitesicee st 15
282 TCRP .ttt ae et enes 15

3. JUSTIFICACION ...cocoomiirmiiniineiieseses sttt 17
4. HIPOTESIS GENERAL .....vtvimmiimeireeiseeisseses s sse st 18
5. OBJETIVO GENERAL .....c.oootiiiiiiiiecteteteee ettt 19
5.1 ODbjetivos €SPECITICOS ....vviruiieiieiiieiiieeie ettt ettt e s esateeseesenes 19
6. MATERIALES Y METODOS .....couriumiiimrimeemeeeseesesessesssessssessssesssessssssesssesssnes 20
6.1 Cultivo CelULAr ..ottt 20

6.2 IMMUNEPOTENT CRP .....cooiiiiiiiiiiiiiicicccccceee e 20



6.3 LipOPOIISACATIAOS ..euvvieniieiiieiieeie ettt ettt et ettt et e e ebeesaaeenseennees 21

6.4 Agentes QUIMIOTETAPEULICOS ...eevvievieriiieiieeiieeiieeteettesteeteesreebeesseeeseesnseenseenanes 21
0.5 ANIMALLS ..ottt et sttt 21
6.5.1 Extraccion de células de bazo .........cceeveeeiiieiiieiiieniicieceeee e 22
6.5.2 SANGIE PEITTETICA ....veevvieeiiieiieeieeeite ettt ettt et e e eeae b e senes 22
6.5.3 Extraccion de células de médula 0sea...........cceevvieviiiiieniieiieiecieeee, 23
6.6 Evaluacion de la muerte celular por ensayo de exclusion con Azul de tripano.....23
6.7 Andlisis por citometria de fIujo.......coocuieriiiiiiiiieiiieeee e 24
6.7.1 Evaluacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)........... 25
6.7.2 Evaluacion de la produccion de 6xido Nitrico.......eeveerveerieeiienieeiieeieeieeee. 26

6.8 Andlisis en la implicacion de ROS y caspasas en el mecanismo de proteccion

inducido por epirrubicina, doxorrubicina, metotrexato y LPS en combinacion con ICRP

...................................................................................................................................... 27
6.9 ANALISIS ESTAAISTICO e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeaeaaeaeaeeeaeeaeeeaaaaeeanas 28
CRESULTADOS ... e e e e e e e e et e e e e e e e e e s aeeeeeeeeeaeseeaees 30

7.1 E1 LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato tienen un efecto citotoxico sobre

células de médula 6sea, bazo, PBMCs y [eUCOCItOS. .....cccuvereririieiiieiiecieeiie e 30

7.2 El tratamiento con LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato tiene un efecto

citotoxico dependiente de la concentracion en células de SIM-AO. .........cccevvernnene. 31

7.3 El tratamiento con LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato inducen un
aumento en la produccién de ROS sobre células de médula 6sea, bazo, leucocitos, y

CEIULAS SIIMA . e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaaeeeeeeeaeaeeeeaaeneeanas 33

7.4 El LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato inducen una elevacion
significativa de la producciéon de NOS en células de médula 6sea, bazo, leucocitos y

SIM-AD. e 36

7.5 El antioxidante NAC disminuye la produccion de ROS inducida por epirrubicina,

doxorrubicina, metotrexato y LPS en células de médula 6sea, bazo y SIM-AO.......... 39



7.6 El pretratamiento con QVD-Oph inhibe la muerte de células de médula 6sea, bazo

y SIM-A9 ante un estimulo con epirrubicina, doxorrubicina, metotrexato y LPS. .....41

7.7 El ICRP reduce la presencia de ROS en células de médula 6sea y bazo ante un

estimulo con LPS y CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato..................... 42

7.8 El ICRP reduce la presencia de ROS en células de SIM-A9 ante un estimulo con
LPS y CC50 en SIM-A9 de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato...................... 46

7.9 El ICRP disminuye la producciéon de NO en células de SIM-A9 ante un estimulo

con LPS y diferentes dosis de Epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato.................. 48

7.10 E1 ICRP disminuy® el porcentaje de muerte celular sobre células de Médula Osea

y Bazo ante un estimulo con LPS y CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato.

7.11 El ICRP disminuye el porcentaje de muerte en células de SIM-A9 ante un dafio

con LPS y qUIMIOETAPIAS. ...eevvvieiieiiiieiieeie ettt ettt et eesireebee e 51
8. DISCUSION .....cooumiriiimmiiiimeeiemceessessesse s sssse e 53
9. CONCLUSIONES ..ottt 59
10. PERSPECTIVAS ...ttt 60

11 BIBLIOGRAFTA ..o ee e e s e s s es e 61



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Concentraciones citotoxicas de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato en



Figura n.°

1

10

INDICE DE FIGURAS

Titulo
Cambios disruptivos y no disruptivos en la barrera
hematoencefalica. (Aramvash et al., 2017)
Regulacion paracrina y autocrina de la BBB durante la
homeostasis y la inflamacion (Lécuyer et al., 2016).
Efecto citotoxico de LPS, epirrubicina, doxorrubicina vy
metotrexato en células de bazo, médula 6sea, PBMCs y
leucocitos durante 24 h.
Efecto citotoxico del LPS, epirrubicina, doxorrubicina vy
metotrexato en células SIM-A9.
Efecto del tratamiento con LPS, epirrubicina, doxorrubicina y
metotrexato sobre la produccion de ROS de células de médula
6sea, bazo y leucocitos.
Efecto tratamiento con LPS, epirrubicina, doxorrubicina y
metotrexato sobre la produccion de ROS de células SIM-A9.
Efecto de LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre
la produccion de NO en células de médula 6sea, bazo y
leucocitos.
Efecto de concentraciones subletales y CCzo de epirrubicina,
doxorrubicina, metotrexato y curva de tiempo de LPS sobre la
produccion de NO en células SIM-A9.
Inhibicién con NAC de la produccion de ROS del tratamiento de
LPS y la CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre
células de médula o6sea y bazo, ademis de SIM-A9,
respectivamente.
Inhibicién de la muerte en células de médula 6sea, bazo y células
de SIM-A9 ante un estimulo con LPS y CCs de epirrubicina,

doxorrubicina y metotrexato.

Pégina

12

31

33

34

35

37

39

40

42



11

12

13

14

15

16

Efecto del ICRP y NAC en la produccién de ROS inducido por
el tratamiento con LPS y epirrubicina, doxorrubicina y
metotrexato sobre células de Médula Osea.

Efecto del ICRP y NAC en la produccion de ROS del tratamiento
de LPS y la CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato
sobre células de bazo.

Efecto del ICRP y NAC en la produccion de ROS del tratamiento
de LPS y la CCso en SIM-A9 de epirrubicina, doxorrubicina y
metotrexato sobre cé¢lulas de SIM-A9.

Efecto del ICRP en la produccion de NO del tratamiento de LPS,
ademdas CCy y SL de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato
sobre SIM-A9.

Efecto protector del ICRP sobre células de médula 6sea, bazo,
PBMCs y leucocitos ante un estimulo con LPS y CCso de
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato.

Efecto del ICRP sobre SIM-A9 ante un estimulo con LPS,

epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato.

44

46

47

49

51

52



LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

IMMUNEPOTENT CRP (unidades sobre mililitro)
Especies Reactivas de Oxigeno

Oxido Nitrico

Extracto Dializable de Leucocitos Bovinos
Epirrubicina (micromolar)

Doxorrubicina (micromolar)

Metotrexato (nanomolar)

Lipopolisacéarido (microgramos sobre mililitro)
Buffer de fosfatos salinos

Células Mononucleares de Sangre Periférica
Dulbecco’s Eagle’s modificado
4-Amino-5-Metilamino-2,7-Difluorofluorescein diacetato
Diacetato 2,7-diclorodihidrofluoresceina
5-Fluorouracilo

Células Natural Killer

Patrones Asociados a Dafio

Patrones Asociados a Patogeno

Receptores de Reconocimiento de Patrones
Receptores tipo Toll

Sistema Nervioso Central

Blood Barrier Brain (barrera hematoencefalica)
Suero Fetal Bovino

acido etilendiaminotetraacético

acido Egtazico

Células Polimorfonucleares

N-acetilcisteina (micromolar)

Inhibidor de caspasas de amplio espectro (micromolar)

Células de microglia murina inmortalizada

ICRP (U/mL)
ROS

NO

bDLE

EPI (uM)
DOX (uM)
MTX (nM)
LPS (ug/mL)
PBS
PBMCs
DMEM-F12
DAF-FM
H>DCFDA
5-FU

NK

DAMP
PAMP

PRR

TLR

SNC

BBB

SFB

EDTA
EGTA
PMNC
NAC (uM)
QVD-Oph
(uM)
SIM-A9



RESUMEN

La respuesta inflamatoria es una reaccion del sistema inmune que puede originarse por
eventos patologicos, la interaccion con agentes infecciosos y agentes quimicos. Ademas,
se relaciona con la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas
de nitrégeno (NOS) y citocinas proinflamatorias. Nuestros resultados de citometria
muestran el aumento de ROS y NO al tratar células de médula 6sea, bazo y leucocitos
directamente con CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato, ademas, de 100 pg/
mL de LPS. La interaccion entre el cerebro y las moléculas asociadas a la inflamacion
provoca la activacion de la glia, como se reporta en el deterioro cognitivo inducido por
quimioterapia o en casos de inflamacion generalizada. Nuestros resultados de citometria
muestran que una CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato, ademas, de 100 pg/
mL de LPS inducen una elevaciéon de ROS y NO en células de microglia murina SIM-A9.
El IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) ha demostrado modular la sobreproduccion de NO y
ROS inducidas por LPS en macrdéfagos peritoneales murinos y células mononucleares de
sangre periférica. Por otro lado, en un modelo murino tratado con 5-FU se reportd un
aumento de células de médula 6sea y la reduccion en la produccion de ROS y superdxido
por el ICRP. Sin embargo, hasta ahora no se ha estudiado si el ICRP es capaz de proteger
del dafio causado por agentes quimioterapéuticos sobre células del sistema inmune glial,
precisamente en células de microglia.

Es por ello que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto protector del ICRP sobre
células de microglia ante un estimulo de inflamacion sistémica y dafio inducida por LPS
y quimioterapias. Nuestros resultados del porcentaje de muerte por azul de tripano
muestran que el ICRP protege de la citotoxicidad inducida por CCso de epirrubicina,
doxorrubicina, metotrexato y 100 pg/ mL de LPS a células de médula 6sea, bazo y SIM-
A9, ademads se observa en los andlisis por citometria una reduccién de la produccion de
ROS y NO en células SIM-A9. Ante los resultados obtenidos se propone al ICRP como
un inmunomodulador capaz de disminuir la muerte en células del sistema inmune

periférico y microglia, reduciendo la produccién de ROS asociado a la inflamacién y dafio.



ABSTRACT

The inflammatory response is an immune system reaction that can originate from
pathological events, or after the interaction with infectious microorganisms, and chemical
agents. In addition, it is related to the production of reactive oxygen species (ROS),
reactive nitrogen species (NOS), and proinflammatory cytokines. Our cytometry results
show increased ROS and NO when treating bone marrow, spleen, and leukocyte cells
directly with CCso of epirubicin, doxorubicin, and methotrexate, in addition, to 100 pg/
mL of LPS. The interaction between the brain and inflammation-associated molecules
causes activation of glia, as reported in chemotherapy-induced cognitive impairment or
cases of generalized inflammation. Our cytometry results show that a CCso of epirubicin,
doxorubicin, and methotrexate, also 100 pg/ mL LPS induces an elevation of ROS and
NO in murine SIM-A9 microglia cells.

IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) has been shown to modulate LPS-induced NO and ROS
overproduction in murine peritoneal macrophages and peripheral blood mononuclear
cells. On the other hand, in a murine model treated with 5-FU, an increase in bone marrow
cells and a reduction in ROS and superoxide production by ICRP were reported. However,
until now it has not been studied whether ICRP can protect from the damage caused by
chemotherapeutic agents on cells of the glial immune system, precisely on microglia cells.
That is why this work aimed to evaluate the protective effect of ICRP on microglial cells
against a stimulus of systemic inflammation induced by LPS and chemotherapies. Our
results show that ICRP protects bone marrow, spleen, and SIM-A9 cells at cytotoxic doses
(CCso) of epirrubicin, doxorrubicin, methotrexate and 100 pg/ mL of LPS. In addition,
ICRP reduces ROS and NO production in SIM-A9 cells. Given the results obtained, ICRP
is proposed as an immunomodulator capable of decreasing the death of healthy microglia

and immune cells by reducing the production of ROS associated with inflammation.



1. INTRODUCCION

La inflamacion es la respuesta que tiene el organismo de protegernos contra patégenos,
dafo o moléculas toxicas. La respuesta inflamatoria comienza con la identificacion del
agente causal de dafio por los distintos receptores de inflamacién conduciendo a una
sefializacion rio abajo que produce la traslocacion de factores de transcripcion y la
expresion genética de las moléculas asociadas a la inflamacion, como citocinas, 6xido
nitrico y especies reactivas de oxigeno (ROS); estas moléculas modulan el proceso
inflamatorio hasta su resolucion (Kindt et al., 2007). La inflamacién sistémica puede ser
aguda, que aparece de forma rapida y dura unos pocos minutos a unos dias, o cronica,
caracterizada por ser mas insidiosa, de larga duracion (Kumar, 2018)

En modelos de inflamacion inducidos con LPS se ha reportado una sobreproduccion de
citocinas proinflamatorias y ROS que pueden recorrer el torrente sanguineo e interactuar
con los distintos tejidos y 6rganos del cuerpo, como el cerebro (Janelsins et al., 2005). Por
otro lado, se ha observado que el tratamiento con doxorrubicina y metotrexato produce
neuroinflamacion, reportando un deterioro cognitivo inducido por la elevacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), 6xido nitrico (NO) e interleucina 6 (IL-6) (Allen et al., 2019;
Keeney et al., 2018). Se ha demostrado una relacion muy estrecha entre la inflamacion
ocasionada en sistema inmune periférico y la neuroinflamacion. La neuroinflamacion es
caracterizada por la activacion de células de la glia, la cual esta compuesta por células
residentes de tejido como microglia, astrocitos y oligodendrocitos, al interaccionar con
moléculas asociadas a la inflamacion estas células liberan citocinas proinflamatorias,
quimiocinas y ROS (Kempuraj et al., 2005). La interaccion entre el sistema inmune
periférico y la microglia se ha descrito en algunas enfermedades neurodegenerativas, y
aunque el mecanismo no se ha descifrado completamente, se cree que las ROS, NOS, las
citocinas y las quimiocinas juegan un papel central al reclutar y activar las células inmunes
(Kempuraj et al., 2005.; Lucas et al., 2006a; Ren et al., 2019).

La interaccion de la microglia y las moléculas liberadas por las células inmunes periféricas
hace que el SNC pierda homeostasis, lo que ocasiona una activacion por parte de las
células residentes de tejido cerebral pertenecientes al sistema inmune provocando

alteraciones cognitivas (Ren et al., 2019). Se ha reportado que la activacion en células de



la glia produce 6xido nitrico, molécula implicada en muerte de células mesenquimales y
neurotoxicidad (Liy et al., 2021).

Una manera en la que se ha reportado una disminucion en los niveles de moléculas
asociadas a la inflamacion es mediante el uso de inmunomoduladores, tal es el caso del
IMMUNEPOTENT CRP (ICRP), un extracto dializable de leucocitos obtenido de bazo
desintegrado de bovino, que es capaz de modificar la respuesta inmune en modelos
murinos y macréfagos peritoneales murino y humanos, mediante un efecto antioxidante y
antiinflamatorio (Franco-Molina et al., 2004, 2005b). Por otro lado, el ICRP ha
demostrado modular la produccion de citocinas, y proteger a las células de medula 6sea
tratadas con 5-FU (Coronado-Cerda et al., 2016)Click or tap here to enter text.. Debido a
lo anterior, en esta tesis se abord6 la idea de que el ICRP puede ser utilizado como un
agente neuro protector, inmunomodulador e antioxidante para células del sistema inmune
periférico y microglia, apoyando a la terapia de enfermedades asociadas a la

neuroinflamacion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Sistema inmune

El sistema inmune es un conjunto de células, sustancias quimicas y procesos que
funcionan de manera conjunta para dar proteccion, de agentes infecciosos y no
infecciosos, a los distintos o6rganos del organismo (Marshall et al., 2018). Este sistema
tiene como objetivo principal eliminar patogenos, células dafiadas y sustancias toxicas,
para ello las células del sistema inmune innato y adaptativo trabajan de manera conjunta
para dar una resolucion a la pérdida de la homeostasis (Bennett et al., 2018a). Las células
que componen a este sistema inmune son diferenciadas y llegan a término de la
maduracion en Médula Osea culminando en células polimorfonucleadas (neutréfilo,
basoéfilo y eosindfilo) y mononucleadas (linfocitos y monocitos) (Kindt et al., 2007). El
proceso de maduracion y diferenciacion inicia con la célula madre pluripotencial
hematopoyética localizada en la médula 6sea. Esta célula pluripotencial se puede
diferenciar en dos diferentes tipos de células las cuales son progenitoras mieloides o
linfoides, las cuales por etapas de maduracion y diferenciacion dan lugar a las células
polimorfonucleadas y mononucleadas (Chaplin, 2010). El linaje linfoide estd compuesto
por los linfocitos B, T y NK los cuales se han asociado al sistema inmune adaptativo
reconociendo agentes infecciosos y no infecciosos, produciendo inmunoglobulinas y
creando memoria de procesos patoldgicos e interaccion con microorganismos (Kindt et
al., 2007). El linaje granulocitico comprende a los neutrofilos, monocitos, eosinéfilos,
basoéfilos, macréfagos y mastocitos, los cuales al ser activados ante un estimulo de dafio o
interaccion con agentes infecciosos o quimicos producen elevadas cantidades de ROS y
6xido nitrico (NO) (Chaplin, 2010).

La interaccion de patrones moleculares asociados a dafio (DAMP), patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) o sustancias toxicas, con los receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) provocan una activacion del sistema inmune. Los PRR son
componentes importantes del sistema inmunoldgico innato, las principales funciones de
los PRR son estimular la fagocitosis y mediar la inflamacion al detectar varios patdgenos
y moléculas de las células danadas, como resultado, los PRR activan las vias de

sefnalizacion inflamatoria para inducir la inmunidad innata (Roh & Sohn, 2018).



2.2 Inflamacion.

La inflamacion es una respuesta protectora en la que participan las células del huésped,
los vasos sanguineos, proteinas y otros mediadores que tratan de eliminar la causa inicial
de la lesion celular, ademas de las células y los tejidos necroticos causados por la agresion
inicial e iniciar el proceso de reparacion. Aunque la inflamacién ayuda a eliminar las
infecciones y otros estimulos nocivos e inicia la reparacion, la reaccion inflamatoria y el
consiguiente proceso reparativo puede causar por si mismo un importante dafio (Kumar,
2018). El proceso inicial de la inflamacion implica una reaccion inflamatoria donde las
células y moléculas relacionadas en la defensa del huésped (leucocitos y proteinas
plasmaticas), que normalmente circulan por la sangre, tiene el objetivo de localizar el foco
de infecciéon o dafio tisular. El reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégeno (PAMP) o patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) provoca la
fagocitosis por parte de las células del sistema inmune del agente causal y la produccion
de moléculas asociadas a la inflamacidon con la finalidad de destruir de una manera
eficiente al agente patologico o de dafio (Kindt et al., 2007). El punto final de la
inflamacion suele ser un resultado favorable, pero la inflamacién a veces también se
prolonga, lo que conduce a diversas enfermedades o agrava un proceso patologico ya
existente (Krishnamoorthy & Honn, 2006). Durante el inicio de la inflamaciéon se
movilizan las células con el fin de llegar al sitio de lesion o dafio, estas células son parte
del sistema inmunitario el cual puede ser innato o adaptativo (Kindt et al., 2007).

La respuesta inflamatoria involucra una red altamente coordinada de una variedad de
células que incluyen a los macrofagos, monocitos, mastocitos y neutrofilos, estas median
las respuestas locales al dafio tisular y la infeccion (Kumar, 2018). En los sitios de lesion
tisular, las células epiteliales y endoteliales danadas liberan factores que desencadenan la
cascada inflamatoria, junto con quimiocinas y factores de crecimiento, que atraen
neutrofilos, como primeras células, seguidas de monocitos, los cuales pueden
diferenciarse a macrofagos y células dendriticas, linfocitos Natural Killer, mastocitos,
células dendriticas, linfocitos T y B (Kindt et al., 2007). Los neutrofilos son mediadores
clave de la respuesta inflamatoria y programan las células presentadoras de antigenos para
activar las células T y liberar factores localizados para atraer monocitos y células

dendriticas, por otro lado los macréfagos son componentes importantes del sistema de



fagocitos mononucleares y son fundamentales para el inicio, el mantenimiento y la
resolucion de la inflamacion, durante la inflamacion, los macréfagos presentan antigenos,
experimentan fagocitosis y modulan la respuesta inmune al producir citocinas y factores
de crecimiento (Kindt et al., 2007). Los mastocitos, que residen en matrices de tejido
conectivo y en superficies epiteliales, son células efectoras que inician respuestas
inflamatorias. Los mastocitos activos liberan una variedad de mediadores inflamatorios,
que incluyen citocinas, quimiocinas, histamina, proteasas, prostaglandinas, leucotrienos y
proteoglicanos (Chen et al., 2018; Kindt et al., 2007).

Los mecanismos con los cuales se activan las células del sistema inmunitario son distintos,
pero se tiene comunicacion entre ellas produciendo en primera instancia inflamacion y
luego reparacion (Abul K Abbas, 2015). La exposicion a patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMP) y patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) conducen a la
activacion de células del linaje mieloide, principalmente los monocitos que se polarizan a
macrofagos, lo que resulta en la expresion de genes proinflamatorios, provocando la
produccion de ROS, NO, citocinas y quimiocinas. Estos procesos celulares estan
mediados por diversas vias de sefalizacion intracelular y transcripcion nuclear,
especialmente: NF-xf3 y AP-1, las cuales controlan citocinas proinflamatorias, ROS y NO

Click or tap here to enter text.(Takeuchi & Akira, 2010).

2.2 Inflamacion aguda

Dado que los leucocitos pueden secretar sustancias con potencial lesivo, como enzimas y
especies reactivas de oxigeno (ROS), son una importante causa de lesion en las células y
tejidos normales en diversas circunstancias. Las lesiones tisulares dependientes de los
leucocitos son la base de muchas enfermedades agudas y cronicas, los leucocitos secretan
gran variedad de citocinas que estimulan la inflamacion y tienen importantes efectos
sistémicos (Kumar, 2018). La inflamacion aguda aparece de forma rapida y dura poco, en
general de unos pocos minutos a unos dias, se caracteriza por la exudacion de proteinas
plasmaticas y liquido, y por la acumulaciéon predominantemente de leucocitos. La
inflamacion aguda tiene como componentes fundamentales los cambios vasculares,
caracterizados por la vasodilatacion y aumento en la permeabilidad provocando la

activacion de las células endoteliales aumentando la adhesién de los leucocitos y su



migracion a través de la pared vascular; otro componente de la inflamacion aguda es el
acontecimiento celular representado por la migracion de leucocitos, su acumulacion en el
foco de la lesion y la activacion de los leucocitos permitiendo eliminar el agente lesivo.
En este tipo de procesos se ha observado un aumento significativo de 6xido nitrico, esta
molécula tiene una funcién importante como segundo mensajero en la respuesta
inflamatoria (Kumar, 2018; Sharma et al., 2007).

Si se promueve el estimulo para la inflamacidén aguda pasa a ser una inflamacién cronica
caracterizada por ser mas insidiosa, de larga duracidon con presencia de linfocitos y
macroéfagos con proliferacion vascular y fibrosis asociadas (Kumar, 2018). El sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) es una respuesta de defensa exagerada del
cuerpo a un factor de estrés nocivo para localizar y luego eliminar el endégeno o exogeno,
implica la liberacion de proteinas de fase aguda, que son mediadores directos de
alteraciones autocrina, endocrina, hematoldgica e inmunolédgica generalizada. Aunque el
proposito es defensivo, la tormenta de citocinas puede causar una cascada inflamatoria
masiva aguda que conduce a una disfuncion reversible o irreversible de los drganos
terminales e incluso la muerte (Chakraborty Rebanta K. & Burns Bracken ., 2022).

Uno de los modelos ampliamente utilizados para evaluar el proceso de inflamacion
sistémica es la utilizacion del Lipopolisacarido (LPS), componente esencial de la
membrana externa celular de las bacterias gram negativas, por lo cual se considera un
elemento de virulencia (Mayer et al., 1985). El LPS tiene la capacidad de activar a las
células del sistema inmune al interactuar con el receptor celular tipo toll 4 (TLR),
produciendo sefializaciones que culminan en la translocacion de factores de transcripcion
y produccién de ROS, NO y citocinas proinflamatorias. Se reportd que el tratamiento en
ratones de la sepa C57BL/6 con una dosis de 0.1 mg/ 10 g via intraperitoneal incrementaba
la produccion de IL-6, TNF-a e IL10 a las 2 horas de tratamiento, por otro lado, se observo
que el LPS incrementa los niveles de estrés oxidativo y a las 24 horas incrementa la tasa
de productos de la peroxidacion de lipidos (Seemann et al., 2017). Otro estudio demostrd
que el LPS ocasiona un proceso de neuroinflamacion al tratar a ratones de la cepa
C57BL/6 con una dosis de Spug/ SuL directamente a cerebelo, los resultados exhiben un
aumento significativo en la produccion de citocinas como MCP-1 y MCP-1a. Ademas, se

report6 una reactividad de las células de la glia, expresion de marcadores como Iba-1y



CD86 después de 7 dias del tratamiento (Hong et al., 2020). Los efectos del LPS son
ampliamente conocidos y reproducibles para modelos de inflamacién y neuroinflamacion,

por lo cual se considera una molécula control para este tipo de procesos patologicos

(Seemann et al., 2017).

2.3 Inflamacioén ocasionada por quimioterapias

La inflamacion ocasionada durante el proceso del cancer juega un papel importante para
el microambiente tumoral, por lo tanto, la vision actual de los procesos inflamatorios
durante el proceso del cancer puede relacionarse a una funcién antitumoral de la
inmunidad que ejerce la inmunovigilancia y la escultura inmunolégica de la
heterogeneidad tumoral. Al mismo tiempo, la inflamacion protumoral promueve al cancer
a bloquear la inmunidad antitumoral, modelando el microambiente tumoral hacia un
estado mas tolerante al tumor y ejerciendo sefiales y funciones directas que promueven el
tumor en las células epiteliales y cancerosas (Greten & Grivennikov, 2019).

Una de las terapias ampliamente utilizadas contra el cancer son las quimioterapias, que
ayudan a combatir a las células cancerosas, pero tienen repercusiones a nivel sistémico ya
que este tipo de terapia no distingue entre células cancerosas y sanas, lo cual ocasiona un
dafo a otros tejidos provocando una elevacion en citocinas proinflamatorias y ROS
(Pusztai et al., 2004). Jeriel TR Keeney y colaboradores demostraron que el tratamiento
con Doxorrubicina provoca una elevacion en el estrés oxidativo a nivel sistémico, lo que
ocasiona una elevacion de ROS ocasionando una oxidacion de la Apoliproteina Al
(ApoA-I) promoviendo asi una elevacion plasmatica de TNF-a, ya que se ha demostrado
que ApoA-I suprime al TNF-a (Keeney et al., 2018). Se tiene el conocimiento que la
administracién de agentes quimioterapéuticos como la Doxorrubicina y el metotrexato
provocan la liberacion de moléculas proinflamatorias que pueden llegar a elevar el estado
inflamatorio y repercutir a diversos 6rganos, uno de los cuales es el sistema nervioso
central. Erin M. Gibson y colaboradores reportaron los efectos del metotrexato en la
neurogénesis, ya que observaron que el tratamiento induce una reactividad a un estado M1
en la microglia condicionando un estado de neurotoxicidad, esto provocado por las
moléculas proinflamatorias a nivel sistémico (Gibson et al., 2019a). Por otro lado, Barret

D. Allen y colaboradores reportaron que la elevacion de TNF-a sistémico provoca su



interaccion con la barrera hematoencefélica y la reactividad a un estado M1 de la
microglia, y promoviendo un estado neuro inflamatorio y conduciendo a un deterioro

cognitivo inducido por quimioterapia (Allen et al., 2019).

2.4 Barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefalica (Blood Barrier-brain o BBB) es el limite critico entre el
sistema nervioso central (SNC) y la periferia, su funcion es proteger el SNC de la
exposicion a sustancias potencialmente dafiinas en la circulacion sistémica,
histolégicamente, la BBB es una unidad especializada de multiples capas compuesta por
un glucocalix continuo grueso, células endoteliales no fenestradas con actividad vesicular
reducida y unidas por uniones estrechas, dos membranas basales (membrana basal
vascular y glia limitante) y patas terminales astrociticas (Mccaffrey & Davis, 2012). A
nivel molecular, hay ectoenzimas, receptores y transportadores en varias de estas capas
que regulan o invierten el trafico a través de la barrera hematoencefélica, juntos estos
componentes permiten un entorno estable del SNC, este microambiente es unico por su
composicion idnica singular, grupo de neurotransmisores especializados, baja exposicion
a toxinas sistémicas, trafico reducido de células y moléculas inflamatorias, esto cuando se
mantiene la homeostasis entre especies reactivas y antiinflamatorias. La permeabilidad en
el trafico de sustancias a través de la barrera hematoencefalica puede ser disruptivo o no
disruptivo, lo que refleja la presencia o ausencia de una interrupcion fisica de la BBB, el
cambio disruptivo se acompafia de cambios a nivel histologico, como dafio de las células
endoteliales o cambios en las uniones estrechas, mientras que el cambio no disruptivo
ocurre a nivel molecular. En la inflamacion sistémica pueden producirse cambios de la
barrera hematoencefalica tanto disruptivos como no disruptivos, y ambos tienen

consecuencias importantes (Aramvash et al., 2017).
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Figura 1. Cambios disruptivos y no disruptivos en la barrera hematoencefalica. (Aramvash

etal., 2017)

2.5 Glia y su interaccion con la barrera hematoencefalica

En condiciones homeostaticas, el sistema nervioso central se considera ampliamente como
un sitio inmunoldgicamente privilegiado y su entorno estd bien controlado y equilibrado
debido a la presencia de la unidad neurovascular (NVU), que comprende células
endoteliales especializadas (CE), pericitos, membranas basales y glia de soporte, como
astrocitos y microglia, la NVU actua como barrera hematoencefalica y restringe la entrada
de leucocitos periféricos y el movimiento de factores solubles hacia el SNC. Las células
de la glia componen entre el 33 al 66 % de la masa cerebral total, se conocen cuatro
subgrupos que componen la glia, estas son microglia, astrocitos, oligodendrocitos y
progenitores NG2-glia (Lécuyer et al., 2016). La microglia son las células
inmunocompetentes y fagociticas del sistema nervioso que no se originan en el tejido

ectodérmico como todas las demads células gliales, sino de progenitores del saco vitelino



que solo pueblan el cerebro durante el desarrollo del SNC es por ello que expresan muchos
marcadores celulares comunes con macréfagos / monocitos periféricos, la microglia cubre
un gran volumen del parénquima cerebral con dominios individuales no superpuestos que
detectan constantemente el entorno a través de movimientos rapidos de sus finos
filopodios, que reaccionan a cualquier tipo de agresion, esta agresion puede ser por
moléculas asociadas a la inflamacion que pueden difundirse a través de la membrana
hematoencefalica(Kettenmann et al., 2011; S. U. Kim & de Vellis, 2005).

Los astrocitos representan la fraccion mas abundante de tipos de células gliales en el
cerebro adulto, los progenitores de astrocitos migran para llegar a su area cerebral, las
funciones mas importantes de los astrocitos abarcan el mantenimiento de la homeostasis
del agua y los iones, participan en la sinapsis tripartita, asi como en el mantenimiento de
la barrera hematoencefalica (Kimelberg, 2010; Kimelberg & Nedergaard, 2010). Los
astrocitos maduros expresan algunos genes enriquecidos en células progenitoras, lo que
sugiere que pueden retener el potencial proliferativo, teniendo en cuenta la heterogeneidad
de la poblacion celular, por ello se debe tener en consideracion a este tipo de células en

neuropatias (Siracusa et al., 2019).

2.7 Interaccion entre sistema inmune periférico y el Sistema Nervioso Central (SCN)

El crosstalk entre el sistema inmune periférico y la microglia se ha descrito en la esclerosis
lateral amiotréfica y en un conjunto de condiciones para neurodegeneracion, y aunque el
mecanismo no se ha descifrado completamente, se cree que las ROS, las citocinas y las
quimiocinas juegan un papel central al reclutar y activar las células inmunes. La
interaccion de la microglia y las moléculas liberadas por las células inmunes periféricas
hace que el SNC pierda homeostasis, lo que ocasiona una activacion por parte de las
células residentes de tejido cerebral del sistema inmune provocando alteraciones
cognitivas (Ren et al., 2019). Se reconoce que hay una existencia de la comunicacién
bidireccional entre el cerebro y el sistema inmunologico periférico a través de la barrera
hematoencefalica que es un sincitio estrictamente regulado de células endoteliales con
bajas propiedades de transporte transcelular y paracelular que rodean los vasos cerebrales
y protegen el delicado microambiente neuronal de sustancias neurotoxicas. El transporte

endotelial esta estrictamente regulado a través de interacciones con astrocitos, pericitos,
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microglia y la membrana basal, que juntos forman una unidad neurovascular que
constituye la barrera hematoencefalica (Haruwaka et al., 2019). Cuando existe una
infeccion o inflamacion periférica aumenta la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica estos datos son reportados en modelos de neuroinflamacién animal de
la enfermedad de Alzheimer (Takeda et al., 2013), también se han observado en el
deterioro cognitivo inducido por quimioterapia en pacientes con cancer de mama
postratamiento (van der Willik et al., 2018).

El sistema inmune periférico tiene un fuerte efecto en el cerebro, como lo demuestra la
alta incidencia de delirio y fuerte aumento del riesgo de desarrollar demencia, enfermedad
del Alzheimer, enfermedad de Parkinson, deterioro cognitivo, entre otras, después de
infecciones sistémicas (Cunningham, 2013; Perry, 2004). Ademas, se ha observado
deterioro cognitivo inducido por quimioterapia después del tratamiento con
quimioterapicos (Briones & Woods, 2014). El cerebro tiene células inmunes como
microglia, macréfagos y células dendriticas que, en respuesta a estimulos inflamatorios,
pueden producir citocinas y prostaglandinas que pueden estimular los receptores
neuronales y no neuronales, este también monitorea las respuestas inmunes periféricas
mediante la estimulacién de nervios aferentes, las visas humorales, el intercambio de
citocinas a través de la barrera hematoencefalica y la activacion del receptor de IL-1 en
los macrofagos perivasculares y las células endoteliales de las vénulas cerebrales (Bennett
et al., 2018).

2.6 Neuroinflamaciéon

La neuroinflamacion es un mecanismo de defensa inherente del huésped para proteger y
restaurar la estructura y funcién normal del cerebro contra infecciones y lesiones, en las
enfermedades neurodegenerativas, la inflamacion inicialmente elimina la infeccion para
controlar la gravedad y la progresion de la enfermedad favoreciendo la recuperacion de
las neuronas lesionadas, sin embargo, esta inflamacion puede ser perjudicial ya que induce
y/o agrava la neurodegeneracion en el sistema nervioso central (Kielian, 2016; Lucas et
al., 2006b). Las células gliales activadas liberan varias citocinas proinflamatorias,
quimiocinas y especies reactivas de oxigeno (ROS) que median los mecanismos de
enfermedades neurodegenerativas inducidas por neuroinflamacion (Kempuraj et al., n.d.).

La evidencia reciente respalda que los procesos neuro inflamatorios que involucran
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células inmunes, células gliales y células neuronales son cruciales y fundamentales para
comprender el origen o patogénesis de una enfermedad, también es un hecho que la
inflamacion periférica juega un papel importante en la neuroinflamacion aumentando las

respuestas inflamatorias del cerebro a través de varios mecanismos.
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Figura 2. Regulacién paracrina y autocrina de la BBB durante la homeostasis y la

inflamacion (Lécuyer et al., 2016).

A primera vista, el cancer y la neurodegeneracion parecen encontrarse en extremos
opuestos del espectro del mecanismo de la enfermedad, ya que el cancer implica una
resistencia anormal mientras que la neurodegeneracion implica una susceptibilidad
anormal a la muerte celular. La mayoria de los agentes quimioterapéuticos inducen muerte
celular regulada, un mecanismo por el que la célula activa su propia maquinaria para
autodestruirse. Las quimioterapias dafian a las células inmunitarias, de manera indirecta,
al aumentar la produccion de citocinas y ROS, lo que puede activar a las células
inmunitarias periféricas, residentes de tejido del higado y cerebro (Kegel et al., 2015). El
sistema nervioso central esta protegido por la barrera hematoencefélica, sin embargo,
algunas quimioterapias aumentan la produccion de TNF-o, IL-6, MCP-1 y ROS que
pueden atravesar la BBB e interactuar directamente con el cerebro, provocando apoptosis,
necroptosis, activacion de células microgliales, astrocitos y oligodendrocitos ocasionando
un aumento de la neurotoxicidad y neuroinflamacion que se dirige a una

neurodegeneracion y senescencia celular (Dingezweni, 2020; Monje & Dietrich, 2012).
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2.7 Neurodegeneracion y Patologias asociadas

La edad, infeccion y la inflamacion sistémica de cardcter agudo o crénico son
circunstancias que pueden desembocar en la activacion de las células de la microglia
provocando neuroinflamacién y neurotoxicidad por parte de las moléculas asociadas a la
inflamacion. La enfermedad neurodegenerativa es la disfuncion progresiva y la perdida
de neuronas en el sistema nervioso central (SNC), estas incluyen la enfermedad de
Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP) y la esclerosis multiple (EM) (Qiuyu
Yang, 2020). La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo mas
comun en todo el mundo, y su principal manifestacion clinica es la demencia progresiva
(Organization, 2020). Se caracteriza por la incapacidad de formar nuevos recuerdos, lo
que refleja la disfuncion del sistema de memoria episodica. La EA se asocia con cambios
neuropatoldgicos como la formacion de agregados tau vistos como ovillos neurofibrilares
intraneuronales y presencias de placas extracelulares beta amiloide (AB). Se demostro que
la microglia activada estd presente en regiones del cerebro donde hay deposicion AP y
pérdida neuronal, que culmina en deterioro de la memoria (Kumar, 2018). Los datos
publicados mostraron que la administracion cronica de LPS produjo deterioro de la
memoria espacial en ratones Sprague Dawley y ratas Fisher (Batista et al., 2019).

Otra patologia asociada a la neuroinflamacién es la enfermedad de Parkinson (EP),
caracterizada por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra
pars compacta (SNpc), lo que resulta en un trastorno del movimiento(Batista et al., 2019).
Los pacientes con EP familiar presentan mutaciones en genes como los que codifican a-
sinucleina, parkina, PINK1, DJ-1, LRRK2 y Htra2, sin embargo, los pacientes raramente
muestran sintomas de la EP por estas mutaciones. Por lo anterior, se ha asociado a la
inflamacion con estas enfermedades, como la neuroinflamacion, siendo una de las
principales causas y/o agravamiento de enfermedades neurodegenerativas como EP o EA
(Jeong et al., 2010).

El deterioro cognitivo inducido por quimioterapia a menudo denominado “Chemobrain”
es una patologia que esta asociada a pacientes que han sido tratados con quimioterapias,
tales como doxorrubicina o epirrubicina, en donde se presentan deficiencias en varios
aspectos de la memoria y la funcidn ejecutiva. Las estimaciones de la prevalencia del

deterioro cognitivo relacionado con la quimioterapia son del 16% al 85%, en donde se
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puede observar una elevacion en el estrés oxidativo y aumento de moléculas asociadas a
la inflamacion lo cual provocan un estado de reactividad en la microglia ocasionando una
neuroinflamacion (Briones & Woods, 2014; Keeney et al., 2018).

2.8 Terapias utilizadas para enfermedades neurodegenerativas

La reutilizacion de farmacos es una tendencia creciente en el descubrimiento de farmacos,
esto significa encontrar nuevas aplicaciones terapéuticas tanto para los medicamentos
existentes como para los medicamentos emergentes y esto es uno de los principales
enfoques para encontrar pistas de moléculas pequefias para nuevas aplicaciones
terapéuticas. Recientemente ha aumentado el interés en la reutilizacion de farmacos,
especialmente en nuevas terapias de combinacién. La ventaja es la menor necesidad de
inversion en el descubrimiento y optimizacion de fdrmacos, asi como en estudios de
seguridad y farmacocinética, ya que los perfiles de los farmacos reutilizados ya estan
establecidos (Durdes et al., 2018). Con la creciente necesidad de tratamiento para
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington, Esclerosis
multiple y esclerosis lateral amiotrofica se ha propuesto probar la combinacion de los
medicamentos  existentes 'y buscar nuevas moléculas con propiedades

inmunomoduladores y antioxidantes (Yahfoufi et al., 2018).
2.8.1 Compuestos Inmunomoduladores

2.8.1.1 Sintéticos
Es importante el uso de inmunomoduladores de la inflamacioén para reducir de manera

significativa el progreso de la enfermedad. El uso de antiinflamatorios y antioxidantes de
caracter farmacoldgico son de las drogas mas usadas en la actualidad para combatir la
progresion de enfermedades cronicas, donde se observa una elevada actividad por parte
de las células inmunitarias por la exposicion de DAMPs, ocasionando una produccién de
moléculas asociadas a la inflamacion que provocan un desequilibrio en la homeostasis del
paciente. Los glucocorticoides son sustancias lipofilicas de bajo peso molecular que
pueden atravesar facilmente las membranas celulares y unirse al receptor de
glucocorticoides en el citosol, uno de los efectos que tienen los glucocorticoides es inhibir
la via de NF-xf3 mediante la interaccion directa o indirecta con este factor de transcripcion,
ocasionan la supresion de la produccion de citocinas proinflamatorias y prevencion e

inhibicion de la activacion de células Ty monocitos/macrofagos, también estas drogas
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activan la produccion de citocinas antiinflamatorias y reguladoras, tal como la IL-10
(Strehl et al., 2019). Los hallazgos reportados muestran claramente que el conocimiento
sobre el mecanismo de accion de los glucocorticoides como agentes inmunomoduladores
es todavia insuficiente (Strehl et al., 2019).

2.8.1.2 Extractos Naturales

Otro inmunomodulador que se ha reportado que regula la inmunidad son los polifenoles
que interfieren con la regulacion de las células inmunitarias, la sintesis de citocinas
proinflamatorias y la expresion génica. Estos compuestos inactivan el NF-kf3 y modulan
las rutas de la proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPk) y los acidos
araquidonicos, inhiben fosfatidilinositol 3-quinasas/ proteinas quinasa B (PI3K/AKkT),
inhibidor de kappa quinasa/ quinasas amino-terminales c-Jun (IKK/JNK), suprimen la
expresion del receptor tipo toll (TLR) y genes proinflamatorios. El efecto antioxidante de
los polifenoles radica en que inhiben ciertas enzimas involucradas en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) como la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa (NOX)
mientras que regulan positivamente otras enzimas antioxidantes enddgenas como
superoxidos dismutasa (SOD), catalasa y glutation (GSH) peroxidasa (Px). Ademas,
inhiben la fosfolipasa A2 (PLA2), la ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa (LOX), lo
que conduce a la reduccion en la produccion de prostaglandinas (PG) y leucotrienos (LT)
y al antagonismo de la inflamacion. Los efectos de estos compuestos bioldgicamente
activos en el sistema inmunoldgico estan asociados con beneficios para la salud

extendidos para diferentes enfermedades inflamatorias crénicas (Yahfoufi et al., 2018).

2.8.2 ICRP
La actual problematica de inflamacion sistémica ya sea aguda o cronica, que conlleva a la

formacion de enfermedades neurodegenerativas manifiesta la inquietante busqueda de
nuevos neuro inmunomoduladores. Diversos estudios han demostrado que el
IMMUNEPOTENT CRP (ICRP), un extracto dializable de leucocitos obtenido de bazo
desintegrado de bovino, es clinicamente capaz de modificar la respuesta inmune en un
amplio espectro de enfermedades, mediante su efecto antioxidante y antiinflamatorio
afectando la via de sefializacion de IkB y los factores de transcripcion como NF-kf3
modulando el proceso de la inflamacion. Estudios reportan que el ICRP modula la

produccion NO vy citocinas proinflamatorias en macréfagos murinos peritoneales tratados
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con LPS y en células mononucleares de sangre periférica humanas tratadas con LPS, por
medio de la regulacion y modulacién de los factores de transcripcion NF-kf3 y NRF2
(Franco-Molina et al., 2005; Moisés A. Franco-Molina, 2011). Teniendo estos reportes
sobre el efecto inmunomodulador del ICRP se propone que este puede tener el mismo
efecto sobre células de la microglia y astrocitos activados con LPS, sabiendo que son
células inmunitarias residentes de tejido presentes en neuroinflamacion en enfermedades

como Parkinson y Alzheimer.
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3. JUSTIFICACION

La inflamacién sistémica provocada por eventos patoldgicos o interaccidon con agentes
quimioterapéuticos produce una sobreproduccioén de moléculas asociadas a la inflamacion
como ROS y NOS que pueden interactuar con células de la microglia al atravesar la
barrera hematoencefalica ocasionando dafio, neurotoxicidad y neuroinflamacion.
Investigaciones afirman que del 17% al 75% de pacientes sobrevivientes de cancer de
mama presentan un cuadro clinico de deterioro cognitivo inducido por quimioterapia al
ser tratados con Doxorrubicina. Ademads, se ha observado que pacientes con Leucemia
linfoblastica aguda tratados con metotrexato produce una activacion de la microglia y
disminucién de la neurogénesis y produce dafio neuronal. En este sentido, reportes afirman
que agentes quimioterapéuticos como doxorrubicina, epirrubicina y metotrexato activan
al sistema inmune produciendo una elevacion del estrés oxidativo, produccion de citocinas
proinflamatorias, ROS y NOS, las cuales llegan a inducir un estado de neurotoxicidad,
disminucion de la neuro plasticidad y neurogénesis, ademas de neuroinflamacion y dafio.
Dado que existe una comunicacion entre el sistema inmune periférico y la microglia
mediante la liberacion de citocinas y ROS, ademds de modificacion de la barrera
hematoencefalica, se ha propuesto el estudio de agentes inmunomoduladores que puedan
regular el proceso inflamatorio y ademas proteger a células inmunitarias. En ese sentido,
el IMMUNEPOTENT CRP, un extracto de leucocitos dializable obtenido de bazo de
bovino, ha demostrado poseer un efecto protector ¢ inmunomodulador, modulando la
produccion de oxido nitrico (NO), ROS y citocinas proinflamatorias en macréfagos
murinos peritoneales y en células mononucleares de sangre periférica humanas tratadas
con LPS. Bajo esta perspectiva, en este proyecto se propone evaluar el efecto protectorr
del IMMUNEPOTENT CRP sobre células de sistema inmune periférico y células de
microglia tratadas con quimioterapias y LPS a fin de proponer nuevas terapias que puedan
resolver el proceso neuroinflamatorio y el dafio que ocasiona la sobreproduccion de

moléculas asociadas a la inflamacion y la microglia reactiva.
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4. HIPOTESIS GENERAL
El IMMUNEPOTENT-CRP induce un efecto protector sobre células del sistema inmune

y células de microglia ante un estimulo de dafio inducido con quimioterapias y LPS.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto protector del ICRP sobre células del sistema inmune y células de

microglia ante un estimulo de dafio inducido por quimioterapia y LPS.

5.1 Objetivos especificos
e Determinar el efecto citotdxico inducido con quimioterapia y LPS sobre células

del sistema inmune periférico y microglia.
e Evaluar el efecto protector del ICRP sobre células del sistema inmune periférico y

células de microglia tratadas con quimioterapia y LPS.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo Celular

La linea celular de microglia primaria SIM-A9, se obtuvo del banco de linea celular del
Laboratorio de Inmunologia y Virologia (LIV) de la Facultad de Ciencias Biologicas
(FCB) de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon (UANL). Las células se trataron 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 l-glutamina y antibidtico al 1% de penicilina-estreptomicina
(GIBCO by Life Technologies, Gran Island, NY, USA), evitando la contaminacion de los
cultivos celulares y medios. Las células se mantuvieron en incubacion a 37°C en una
atmosfera 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 realizé un lavado
del frasco de cultivo con las células, utilizando un buffer de fosfatos salinos (PBS) a un
pH de 7.2, posteriormente se adiciond una solucion salina amortiguada con fosfato que
contiene ImM de EDTA, 1mM de EGTA vy solucion de glucosa 1 mg/mL como solucién
de despegue. La suspension celular recuperada se centrifugd por 10 min a 1350 rpm, se
realizd un conteo celular en una cdmara 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 IMMUNEPOTENT CRP

El IMMUNEPOTENT CRP ® (ICRP) es elaborado y distribuido por el Laboratorio de
Inmunologia y Virologia (LIV) de la Facultad de Ciencias Biologicas (FCB) de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. El ICRP es una mezcla de péptidos de bajo peso
molecular de 10-13 kDa obtenidas de la dialisis de bazo desintegradas con agua y
liofilizadas obteniendo 15 X 10®leucocitos equivalentes a una unidad de ICRP. El extracto
fue disuelto en medio suplementado DMEM-F12 para una concentracion de 4 U/mL y

almacenado a 4°C hasta su utilizacion.
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6.3 Lipopolisacaridos

El lipopolisacarido (LPS) es un componente caracteristico de la pared celular de las
baterias Gram-negativas. Una molécula de LPS tipica tiene lipido A (un fosfolipido
basado en glucosamina), un oligosacarido de nticleo relativamente corto y un polisacarido
distal (antigeno O).

El producto adquirido en Sigma Aldrich es extraido de Escherichia coli serotipo O111:B4.
La cepa fuente es de una coleccion privada. Este serotipo de LPS se ha utilizado para
estimular las células del sistema inmune e inducir el 6xido nitrico sintasa (NOS) en

hepatocitos humanos(Sigma-aldrich, n.d.).

6.4 Agentes Quimioterapéuticos

El producto doxorrubicina obtenido de la farmacéutica Accord en donde cada vial
contiene 50mg/ 25 mL de compuesto activo. Este compuesto se almacen6 entre 2°C a 8°C
y se conservo el vial en el embalaje exterior para protegerlo de la luz.

El hidrocloruro de epirrubicina (farmorubicina) fue obtenido de la farmacéutica Pfizer®
como clorhidrato de Epirrubicina en donde cada vial contiene 50 mg del compuesto activo.
Este compuesto debe ser almacenado de 2°C a 8°C y conservado en su embalaje exterior
protegido de la luz exterior.

El metotrexato (Fesaxate®) obtenido de la farmacéutica Fresenius Kabi contiene 50 mg
de metotrexato como molécula bioactiva diluida en el vehiculo de 2 mL. El Fesaxate®
debe de almacenarse a una temperatura de 2°C a 8°C y conservarse en su embalaje exterior

protegido de la luz exterior.

6.5 Animales

Para el proyecto se utilizaron aproximadamente 120 ratones machos y hembras de 8-12
semanas de edad de la cepa BALB/c los cuales seran proporcionados por el bioterio del
Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la UANL donde también se alojaran. Se
mantuvieron en jaulas microventiladas con acceso a agua y alimento adlibitum con un
ciclo luz/oscuridad de 12 h, a una temperatura ambiental controlada de 22 °C y humedad
relativa de 45%. Se enriquecid su ambiente con tubos de carton para la creacion de nidos

y recreacion del murino.
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Todos los procedimientos de trabajo con los animales cumplen con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio y han sido sometidos para su revision por el Comité de
Etica de Investigacion y Bienestar Animal de la Facultad de Ciencias Biologicas (CEIBA)
UANL, con niimero de registro CEIBA-2021-016.

6.5.1 Extraccion de células de bazo

Se realizo la eutanasia de ratones de 8 a 10 semanas de nacidos con 200 mg/Kg (dosis
letal) de pentobarbital (ARANDA®) en condiciones saludables para extraer el bazo. Se
localiz6 el bazo en la parte alta de la cavidad abdominal en forma ovoide y alargada,
triangular en secciones transversales, proximo al diafragma, se corto el tejido conectivo
teniendo precaucion de no dafiar el 6rgano, y se extrajo el bazo conservandolo en un tubo
con RPMI 1640. (SCIENTIFIC, Thermo Fisher, s.f.)

Para obtener las células del bazo, se realiz6 una perfusion del 6rgano con jeringa.
Posteriormente se centrifugaron las células a 500 G durante 10 min a 15°C desechando el
sobrenadante, por ultimo, se resuspendio el sedimento celular en RPMI 1640 ajustando la
concentracion celular a 4x10° células/ 100uL para utilizacion en el experimento

correspondiente. (SCIENTIFIC, Thermo Fisher, s.f.)

6.5.2 Sangre periférica

Para extraer una muestra de 1 mL de sangre periférica de raton por puncion cardiaca se
realiz6 la eutanasia con 200 mg/Kg mL (Dosis letal) de pentobarbital (ARANDA®) de
ratones de la cepa BALB/c de 8 a 10 semanas de nacidos en tubos de EDTA, para la
separacion de células por gradiente de densidad en tubos conicos conteniendo un volumen
de polymorphprep™ a temperatura ambiente, en una proporcion 1:1. Una vez realizada la
dilucidn, se centrifuga por 30 min a 400 G en una centrifuga plana sin freno. Se visualizo
la formacion de capas celulares, de las cual se tomo la poblacion correspondiente a PBMC
y PMNC. Finalmente, las células se contaron con caimara de Neubauer y se mantienen en
medio de cultivo RPMI 10% (GIBCO) ajustando la concentracion celular a 1x10° célula/

100 pL para utilizacion en el experimento correspondiente.
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6.5.3 Extraccion de células de médula dsea

Para obtener la médula 6sea se realiz6 la eutanasia con 200 mg/Kg mL (dosis letal) de
pentobarbital (ARANDA®) de ratones de 8 a 10 semanas de nacidos en condiciones
saludables para extraer médula Osea. Se localizaron las extremidades traseras de los
ratones de donde se aislaron los fémures, se cortd el musculo y tejido fibroso del hueso, y
se realiz6 una sepsis con etanol al 70% (SCIENTIFIC, ThermoFisher SCIENTIFIC).
Para obtener células de medula 6sea una vez que se ha retirado del fémur, se filtr6 y
perfundié con jeringa de insulina tres veces utilizando medio RPMI (GIBCO) y se
centrifugo6 a 500 G a temperatura ambiente durante 10 min, el sedimento se resuspendio a
la concentracion requerida en medio RMPI (GIBCO) para hacer un conteo celular en

camara de Neubauer (SCIENTIFIC, ThermoFisher SCIENTIFIC).

6.6 Evaluacion de la muerte celular por ensayo de exclusion con Azul de tripano
Para determinar el porcentaje de muerte celular en la concentracion citotoxica 50 (CCso)
sobre células de médula o6sea, bazo, PBMCs y leucocitos de las quimioterapias de
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato, se plante6 utilizar el ensayo de exclusion con
azul de tripano. El compuesto Azul de tripano es un colorante que tifie de color azul a la
célula, cuando se pierde la integridad de la membrana plasmatica.

Para este ensayo, cultivos de células de médula 6sea, bazo, PBMCs y leucocitos de ratones
BALB/c se sembraron a una concentracion 2x10° células/ 100uL, empleando placas de
96 pozos de fondo plano (CORNING®). Se adicionaron 5 uM de epirrubicina, 20 uM de
doxorrubicina y 5 mM de metotrexato, ademads, de 100 pg/ mL de LPS y su combinacion
con el ICRP (0.25 U/mL) ajustando las concentraciones a un volumen final de 100
puL/pozo, y se incubd durante 24 h. Al término del periodo de incubacidn, se recuperaron
las células de médula 6sea, bazo, PBMCs y leucocitos en microtubo de 1.5 mL
(eppendorf) y se centrifugaron a 400 G durante 10 min. El sedimento se resuspendié en
100 mL de PBS y se tomaron 20 mL de las células en suspension. Se adicionaron 20 mL
del reactivo azul de tripano en una relacion de 1:1 V/V (Solucioén 4%; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) y se coloc6 en camara de Neubauer donde se contabilizé el nimero de

células vivas (sin tefiir) y muertas (tefiidas de color azul) localizadas en los cuadrantes
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superiores e inferiores. Al término del conteo se realiz6 el calculo del porcentaje de muerte

celular mediante la siguiente formula:

nuamero de células muertas

Porcentaje de muerte celular (%) = —imeros de células totales X 100

Ecuacion 1.- Formula para cuantificacion del porcentaje de muerte celular.

Para el ensayo con cultivo de microglia, se sembraron células SIM-A9 a una concentracion
de 5x10° células/ 100 uL, empleando placas de 96 pozos de fondo plano (CORNING®)
se incubaron durante una noche para su adhesion bajo una atmosfera himeda con 5% de
CO»,a37°C. Se adicionaron epirrubicina ( CCso de 0.06 mM, CCzo de 0.01 mM y subletal
de 0.003 mM), doxorrubicina (CCso de 1 mM, CCyo de 0.25 mM y subletal de 0.05 mM),
metotrexato (CCso de 0.08 mM, CCzo de 0.005 mM y subletal de 0.0001 mM ) y LPS (100
pg/ mL) y su combinacion con el ICRP (0.25 U/ mL) ajustando las concentraciones a un
volumen final de 100 puL/pozo, y se incubd durante 24 h. Al término del periodo de
incubacion, se recuperaron las células SIM-A9 en microtubo de 1.5 mL (eppendorf) y se
centrifugaron a 400 G durante 10 min. El sedimento se resuspendi6 en 100 mL de PBS y
se tomaron 20 mL de las células en suspension. Se adicionaron 20 mL del reactivo azul
de tripano en una relacion de 1:1 V/V (Solucion 4%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
y se coloco en camara de Neubauer donde se contabilizé el nimero de células vivas (sin
tefiir) y muertas (tefiidas de color azul) localizadas en los cuadrantes superiores e
inferiores. Al término del conteo se realizd el calculo del porcentaje de muerte celular

mediante la formula de la ecuacion 1

6.7 Analisis por citometria de flujo

La citometria de flujo es una tecnologia biofisica que utiliza luz laser para el recuento y
clasificacion de células de acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas o presencia de
marcadores de superficie e intracelulares (McKinnon, 2019).

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 través del tubo se detecta, y las sustancias quimicas fluorescentes que se
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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 tamafo, 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 Diacetato 2,7-diclorodihidrofluoresceina (HDCFDA) (Analisis de estrés
oxidativo). Canal FL1.
¢ 4-Amino-5-Methylamino-2,7-Difluorofluorescein diacetate (DAF-FM) (Andlisis

de estrés oxidativo). Canal FL 1.

Los cudles seran descritos ampliamente mas adelante en esta seccion. Para cada uno de

los andlisis fueron consideradas 10,000 células por muestra.

6.7.1 Evaluacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno de células SIM-A9, médula
6sea, bazo y leucocitos ante un estimulo con 100 pg/ mL de LPS y CCso de doxorrubicina,
epirrubicina y metotrexato, se realizd un ensayo basado en la disociacion de grupos acetato
por parte de las esterasas intracelulares y la oxidacion del diacetato 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA), el cual es un método colorimétrico que permite
calcular las especies reactivas de oxigeno (ROS), en particular medir el peroxido de
hidrogeno, en un cultivo. Esta técnica se basa en que las células que producen especies
reactivas de oxigeno (ROS) por medio de algun estimulo extracelular tienen la capacidad
de disociar grupos acetato por medio de las esterasas intracelulares y oxidar el H-DCFDA
(Invitrogen™) convirtiendo al compuesto en 2,7-diclorofluoresceina (DCF) que es
altamente fluorescente.

Para este ensayo, los cultivos de células de médula dsea, bazo y leucocitos se sembraron
a una concentracion de 2 x10° células/ 100 uL, empleando placas de 96 pozos de fondo
plano (CORNING®). Se adicion6 LPS (100 pg/ mL), epirrubicina (5 uM), doxorrubicina
(20 uM) y metotrexato (5 mM) y la combinacioén con ICRP (0.25 pg/ mL), ajustando las
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concentraciones a un volumen final de 100 pL/ pozo, se incubaron durante 24 h en una
atmosfera humeda con 5% de CO», a 37°C. Al término de la incubacion, se recuperaron
las células y se agregaron 0.02 mM de DCFDA con PBS por muestra, y se incubaron a
37°C durante 30 min. Posterior del periodo de incubacion, se lavo y centrifugd a 400 G
durante 10 min y finalmente se afiadieron 100 L. de PBS por muestra para resuspender
el precipitado, se determind la cantidad de ROS producido por las células SIM-A9
mediante citometria de flujo mediante el citometro Accuri C6 (BD bioscience).

La linea celular de SIM-A9 se sembraron a una concentracion de 3.5x10* células/ 100 uL,
empleando placas de 24 pozos de fondo plano (CORNING®), se incubaron durante una
noche para su adhesion bajo una atmodsfera humeda con 5% de CO», a 37°C. Se adiciond
LPS (100 pg/ mL), epirrubicina (1 uM), doxorrubicina (1 uM) y metotrexato (80 nM) y
la combinacion con ICRP (0.25 pg/ mL), ajustando las concentraciones a un volumen final
de 200 pL/ pozo, se incubaron durante 2, 6 y 24 h. Al término de la incubacion, se
recuperaron las células y se agregaron 0.02 mM de DCFDA con PBS por muestra, y se
incubaron a 37°C durante 30 min. Posterior del periodo de incubacion, se lavo y centrifugd
a 400 G durante 10 min y finalmente se afiadieron 100 uL. de PBS por muestra para
resuspender el precipitado, se determin6 la cantidad de ROS producido por las células

SIM-A9 mediante citometria de flujo mediante el citometro Accuri C6 (BD bioscience).

6.7.2 Evaluacion de la produccion de 6xido nitrico

Para evaluar la produccion de 6xido nitrico de células de SIM-A9 ante un estimulo con
100 pg/ mL de LPS, ademas, CC20 y dosis SL de doxorrubicina, epirrubicina y
metotrexato, de igual manera, células de médula dsea, bazo y leucocitos con 100 pg/ mL
de LPS y CC20 de Doxorrubicina, Epirrubicina y Metotrexato. Se realiz6 un ensayo
basado en la desacetilacion por parte de las esterasas intracelulares y la reaccion con el
NO con 4-Amino-5-Methylamino-2,7-Difluorofluorescein  diacetate (DAF-FM)
formando un benzotriazol fluorescente, el cual es un método colorimétrico que permite
calcular el 6xido nitrico en un cultivo. Esta técnica se basa en que las células que producen
oxido nitrico (NO) por medio de algin estimulo extracelular tienen la capacidad de

desacetilar por medio de la esterasa intracelular y reaccionar con NO el compuesto DAF-
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FM (Invitrogen™) convirtiendo al compuesto en benzotriazol fluorescente que es
altamente fluorescente.

Para este ensayo, las células médula 6sea, bazo y leucocitos se sembraron a una
concentracion de 2x10° células/ 100 pL empleando placas de 96 pozos de fondo plano
(CORNING®). Se adicion6 epirrubicina (2 uM), doxorrubicina (3 pM), metotrexato (5
uM) y LPS (100 pg/mL), ajustando las concentraciones a un volumen final de 100
uL/pozo, y se incubaron durante 24 h a una atmdésfera himeda con 5% de CO», a 37°C.
Posteriormente se retir6 el medio y se agregd 1.3 uM de DAF-FM con PBS por muestra,
se incubo a 37°C durante 30 min. Al término de la incubacion se lavo 2 veces con 100 L
de PBS. Por ultimo, se resuspendi6 el precipitado con 100 uL de PBS, se determind la
cantidad de NOS producido por las células de médula 6sea, bazo y leucocitos mediante
citometria de flujo mediante el citometro Accuri C6 (BD bioscience).

Para las células SIM-A9 se sembraron a una concentracion de 3.5x10* células/ 100uL
empleando placas de 24 pozos de fondo plano (CORNING®) y se incubaron durante una
noche para su adhesion bajo una atmodsfera humeda con 5% de CO», a 37°C. Se adiciond
epirrubicina (0.25 puM y 0.1 uM), doxorrubicina (0.25 uM y 0.1 uM), metotrexato (1 nM
y 0.5 nM), LPS (100 pg/ mL) e ICRP (0.25 U/ mL) y su combinacién, ajustando las
concentraciones a un volumen final de 200 uL/ pozo, y se incubaron durante 2, 6 y 24 h.
Posteriormente se retir6 el medio y se agreg6 1.3 uM de DAF-FM con PBS por muestra,
se incubd a 37°C durante 30 min. Al término de la incubacién se lavé 2 veces con 100 uL
de PBS. Por ultimo, se resuspendi6 el precipitado con 100 uL. de PBS, se determind la
cantidad de NOS producido por las células de SIM-A9 mediante citometria de flujo

mediante el citometro Accuri C6 (BD bioscience).

6.8 Analisis en la implicacion de ROS y caspasas en el mecanismo de proteccion
inducido por epirrubicina, doxorrubicina, metotrexato y LPS en combinacion con
ICRP

Las células de médula d6sea, bazo y leucocitos se sembraron en placa de 96 pozos de fondo
plano (Corning) 2x103 células/ 100 pL, en un volumen final de 100 mL en medio RPMI.
Se adicionaron por separado los inhibidores NAC a 2.5 uM (antioxidante) y QVD-OPh a

27



5 mM (inhibidor de la activaciéon de un amplio espectro de caspasas) por 30 min. Se
trataron con la CCsg de epirrubicina (5SuM), doxorrubicina (20 uM), metotrexato (5 mM)
y 100 mg/ mL de LPS en combinaciéon con 0.25 U/ mL de ICRP y se incubaron durante
24 h bajo una atmoésfera hiimeda con 5% de CO», a 37°C. Al término del periodo de
incubacion, se recuperaron las muestras en microtubos de 1.5 mL (eppendorf) y
posteriormente las células se centrifugaron a 400 G por 10 min, transcurrido el tiempo de
centrifugacion, se decanto el sobrenadante y se resuspendio el pellet en PBS, se tomd una
muestra de 20 mL y se adicioné 20 mL del colorante azul de tripano en relacion 1:1
(solucion 0.4%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Finalmente, se cuantificd el
porcentaje de muerte celular al contar las células vivas y muertas bajo el microscopio
optico (Zaiss Primo Star, Zeiss-Vision), utilizando la ecuacion 1.

Las células SIM-A9 se sembraron en placa de 96 pozos de fondo plano (Corning) 5x10°
células/ 100 uL, en un volumen final de 100 mL en medio DMEM-F12. Se incubaron
durante una noche para su adhesion bajo una atmosfera himeda con 5% de CO, a 37°C.
Se adicionaron por separado los inhibidores NAC a 2.5 uM (antioxidante) y QVD-OPh a
5 mM (inhibidor de la activaciéon de un amplio espectro de caspasas) por 30 min. Se
trataron con la CCso de epirrubicina (1uM), doxorrubicina (1 pM), metotrexato (80 nM)
y 100 mg/ mL de LPS en combinacion con 0.25 U/ mL de ICRP y se incubaron durante
24 h. Al término del periodo de incubacion, se recuperaron las muestras en microtubos de
1.5 mL (eppendorf) y posteriormente las células se centrifugaron a 400 G por 10 min,
transcurrido el tiempo de centrifugacion, se decant6 el sobrenadante y se resuspendio el
pellet en PBS, se tom6 una muestra de 20 mL y se adicioné 20 mL del colorante azul de
tripano en relacion 1:1 (solucion 0.4%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Finalmente,
se cuantifico el porcentaje de muerte celular al contar las células vivas y muertas bajo el

microscopio Optico (Zaiss Primo Star, Zeiss-Vision), utilizando la ecuacion 1.

6.9 Analisis estadistico
Los resultados se representan como graficas que expresan como la media + desviacion
estandar de cada variante de por lo menos tres experimentos independientes realizados

por triplicado, utilizando la prueba estadistica de T para muestras apareadas mediante el
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software de GraphPad Prism (San Diego, CA) considerando significativos los valores de

p menores a 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 El LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato tienen un efecto citotoxico
sobre células de médula 0sea, bazo, PBMCs y leucocitos.

Para observar el efecto citotoxico del lipopolisacarido (LPS) y quimioterapias como
epirrubicina (EPI), doxorrubicina (DOX) y metotrexato (MTX) sobre células de médula
6sea, bazo, PBMCs y leucocitos murinos se llevé a cabo el tratamiento con epirrubicina
(5 uM), doxorrubicina (20 uM), metotrexato (5 mM) y LPS (100 pg/ mL) durante 24 h.
Posteriormente, se utiliz6 la tincién de azul de tripano para evaluar el porcentaje de muerte
celular. Se observa en la figura 3A que el tratamiento sobre células de médula 6sea hay
un incremento en el porcentaje de muerte en los tratamientos de epirrubicina (rojo) de
30%, doxorrubicina (naranja) de 30%, metotrexato (verde) de 25% y LPS (morado) de
20%, estos resultados pueden observarse en la figura 3B sobre células de bazo donde el
tratamiento con epirrubicina, doxorrubicina, metotrexato y LPS aumentaron un 30% el
porcentaje de muerte. De igual manera en la figura 3C sobre PBMCs en donde la
epirrubicina incremento 10%, doxorrubicina 15%, metotrexato 20% y LPS 15% el
porcentaje de muerte, por otro lado, en la figura 3D en leucocitos la epirrubicina y
doxorrubicina aumentaron un 40% y metotrexato un 20% el porcentaje de muerte celular.
Los resultados en la figura 3 muestran el efecto citotoxico del LPS y las quimioterapias

sobre células de bazo, médula 6sea, PBMC y leucocitos.
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Figura 3. Efecto citotéxico de LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato en células de bazo,
médula 6sea, PBMCs y leucocitos durante 24 h.

Las células de médula dsea (A), bazo (B), PBMCs (C) y leucocitos (D) murinas fueron tratadas durante 24
h con 5 uM epirrubicina, 20 uM doxorrubicina, 5 mM metotrexato y 100 pg/mL Lipopolisacérido. El
porcentaje de muerte celular se evalu6 utilizando la tincion de azul de tripano y fue observado por
microscopia. Las graficas representan la media + desviacion estdndar de al menos 3 experimentos
independientes realizados por triplicado. El analisis estadistico utilizado fue t-student en donde ns (no

significativo), * (p <0.05), * (p < 0.01), ** (p < 0.001), ** (p < 0.0001).
7.2 El tratamiento con LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato tiene un
efecto citotoxico dependiente de la concentracion en células de SIM-A9.

La linea celular de microglia murina inmortalizada SIM-A9 son células que se encuentran
en estado de transicion por lo cual son utilizadas frecuentemente para estudiar los efectos

de farmacos y mecanismos de accion. Para observar el efecto citotoxico sobre las células
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de SIM-A9 del tratamiento a 24 h se utiliz6 100 pg/mL de LPS y diferentes
concentraciones de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato. Se puede observar en la
figura 4A que el tratamiento con epirrubicina muestra un aumento gradual dependiente de
la concentracion del tratamiento obteniendo una concentracion citotdxica 50 (CCso) de 1
UM, una concentracion citotoxica 20 (CCz) de 0.25 uM y una concentracion sub-letal
(SL) de 0.1 uM. De igual manera podemos observar que el tratamiento con doxorrubicina
en la figura 4B aumenta gradualmente dependiente de la concentracion obteniendo las
mismas concentraciones CCso, CC20y SL que el tratamiento con epirrubicina. Por otro
lado, el tratamiento con metotrexato en la figura 4C muestra el mismo aumento
dependente de la concentracion obteniendo una CCso de 80 nM, CCz de 1 nM y SL de
0.5 nM. Por ultimo, se observo el aumento en el porcentaje de muerte con nuestro control
positivo de inflamacion que es el LPS en la figura 4D. Los resultados muestran que
incrementa el porcentaje de muerte celular en la linea celular SIM-A9 obteniendo un
efecto dependiente de la concentracion de nuestros tratamientos de epirrubicina,
doxorrubicina y metotrexato, de igual manera, estos resultados permitieron determinar las
concentraciones citotoxicas cincuenta (CCso), veinte (CCzo) y la dosis sub-letal (SL) en

células de SIM-A9, las cuales se muestran en la tabla 1.
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Figura 4. Efecto citotéxico del LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato en células SIM-A9.
Las células de SIM-A9 fueron tratadas durante 24 h con diferentes concentraciones de epirrubicina (A),
doxorrubicina (B), metotrexato (C) y 100 pg/ mL de LPS (D). El porcentaje de muerte celular se evaluo
utilizando una tincion con azul de tripano y fue analizado por microscopia. Las graficas representan la media
+ desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado, El analisis
estadistico utilizado fue t-student en donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p < 0.01), ** (p < 0.001),
** (p<0.0001).

Tabla 1. Concentraciones citotoxicas de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato en SIM-A9

SIM-A9
Epirrubicina Doxorrubicina Metotrexato
CC, 0.1 uM 0.1 uM 0.5 nM
CCay 0.25 uM 0.25 uM 1 nM
CCso 1 uM 1 uM 80 nM

7.3 El tratamiento con LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato inducen un
aumento en la produccion de ROS sobre células de médula 6sea, bazo, leucocitos, y
células SIMA-9.

Para observar el efecto en la produccion de ROS por las quimioterapias y LPS sobre
células de médula 6sea, bazo y leucocitos, se llevo a cabo el tratamiento con 100 pg/ mL
de LPS, epirrubicina (5 uM), doxorrubicina (20 pM) y metotrexato (80 nM) durante 24 h.
Posteriormente, se evalu6 la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) con la
sonda H,DCFDA mediante citometria de flujo. Se puede observar en células de medula
6sea en la figura SA un incremento de células positivas a DCFDA en el tratamiento con 5
UM de epirrubicina de aproximadamente 40%, este mismo efecto se puede observar en
los tratamientos de 20 uM de doxorrubicina y 80 nM de metotrexato, sin embargo, se
observa un aumento del 45% en el tratamiento con 100 pg/mL de LPS. Po otro lado, se
muestra en la figura 5B un incremento de células de bazo positivas a DCFDA en el
tratamiento con 5 uM epirrubicina del 40%, un incremento del 30% en el tratamiento con
20 uM de doxorrubicina, un incremento del 20% en el tratamiento con 80 nM de
metotrexato y un 25% en el tratamiento con 100 pg/mL de LPS. Por tltimo, se observa

en la figura 5C un incremento de leucocitos positivos a DCFDA en el tratamiento con 5
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uM de epirrubicina de aproximadamente el 30%, este porcentaje se observd de igual
manera en el tratamiento con 20 uM de doxorrubicina, ademads, se muestra un incremento
aproximadamente del 20% con 5 mM metotrexato y un 40% con 100 pg/ mL de LPS. Los

resultados muestran que los tratamientos inducen una elevacion de células positivas a

DCFDA con respecto a nuestro control sin tratamiento.
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Figura 5. Efecto del tratamiento con LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre la
produccion de ROS de células de médula 6sea, bazo y leucocitos.

Las células de médula dsea (A), bazo (B) y leucocitos (C) fueron tratadas durante 24 h con 5 pM de
epirrubicina, 20 uM de doxorrubicina, 5 nM de metotrexato y 100 pg/ mL de LPS. La produccion de
Especies reactivas de oxigeno (ROS) se evalu¢ utilizando la sonda H2ZDCFDA mediante citometria de flujo.
Las graficas representan la media + desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes
realizados por triplicado, El analisis estadistico utilizado fue t-student en donde ns (no significativo), * (p

<0.05), * (p < 0.01), ** (p < 0.001), *** (p < 0.0001).
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Posteriormente se evalud el efecto en la produccion de ROS inducido por las
quimioterapias y LPS sobre células SIM-A9. Para ello se llevo a cabo el tratamiento con
LPS durante 2, 6 y 24 h y la CCso en SIM-A9 de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato
durante 24 h, y se evaluo la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) con la sonda
de H,DCFDA mediante citometria de flujo. Se observa en la grafica 6A una elevacion de
células de SIM-A9 positivas a DCFDA dependiente del tiempo en el tratamiento con 100
pg/ mL de LPS. Por otro lado, en la grafica 6B se muestra un aumento de células de SIM-
A9 positivas a DCFDA al termino de las 24 h de incubacion en donde se observa un
incremento del 40% en el tratamiento con 1 uM de epirrubicina, un 30% con 1 puM de
doxorrubicina y 35% con 80 nM de metotrexato. Estos resultados muestran que el
tratamiento con nuestro control con LPS aumenta la cantidad de células positivas a
DCFDA con respecto al tiempo y se observa un incremento del 60% al termino de las 24
h de incubaciéon. De manera similar el tratamiento a las 24 h con quimioterapias induce

una elevacion de ROS pero menos a lo presentado en nuestro control positivo con LPS.
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Figura 6. Efecto tratamiento con LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre la produccion
de ROS de células SIM-A9.

La linea celular de microglia murina SIM-A9 fue tratada durante 2, 6 y 24 h con LPS (A), o con la CCso de
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato (B) en células SIM-A9. La produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) se evalud utilizando la sonda H2DCFDA mediante citometria de flujo. Las graficas
representan la media = desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes realizados por
triplicado. El analisis estadistico utilizado fue t-student en donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p <

0.01), ** (p < 0.001), *** (p < 0.0001).
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7.4 El LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato inducen una elevacion
significativa de la produccion de NOS en células de médula 6sea, bazo, leucocitos y
SIM-A9.

Para observar la presencia de NO en las células de médula 6sea, bazo y leucocitos se
trataron con LPS (100 pg/mL), epirrubicina (2 uM), doxorrubicina (3 pM) y metotrexato
(5 uM). Se dejo transcurrir un tiempo de incubacion 24 h y se evalud la presencia de NO
con la sonda de DAF-FM mediante citometria de Flujo. Se observa en la figura 7A una
elevacion de células de médula 6sea en donde se muestra un incremento al 20% en el
tratamiento con la CCao de epirrubicina y doxorrubicina, por otro lado, el tratamiento con
CC»0 de metotrexato se increment6 un 15%, mientras que el tratamiento con 100 pg/ mL
se elevd un 10%. Por otro lado, en la figura 7B se puede observar que el tratamiento con
la CCy de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato no se observo una elevacion
significativa de células de bazo positivas a DAF, sin embargo, el tratamiento con 100 pg/
mL de LPS elevo un 20% las células de bazo positivas de DAF. Por ultimo, se puede
observar en la figura 7C una elevacion del 20% de leucocitos positivos a DAF en el
tratamiento con 2 uM de Epirrubicina y un 30% en el tratamiento con 100 pg/ mL de LPS,
sin embargo, no se observo una elevacion significativa en los tratamientos con la CCao de

doxorrubicina y metotrexato.
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Figura 7. Efecto de LPS, epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre la produccion de NO en
células de médula ésea, bazo y leucocitos.

Las células de médula dsea (A), bazo (B) y leucocitos (C) fueron tratada durante 24 h con LPS, epirrubicina,
doxorrubicina y metotrexato. La produccion de 6xido nitrico (NO) se evaluo utilizando la sonda DAF-FM
y fue evaluada por citometria de flujo. Las graficas representan la media + desviacion estandar de al menos
3 experimentos independientes realizados por triplicado. El analisis estadistico utilizado fue t-student en

donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p <0.01), ** (p <0.001), ** (p <0.0001).

Estudios han reportado que la sobreproduccion de Oxido Nitrico (NO) en el sistema
nervioso central produce una neurotoxicidad y activacion de células de la glia, como la
microglia. Posteriormente, para observar la presencia de NO en las células SIMA-9 de se
trataron con 100 png/ mL de LPS durante 2, 6 y 24 h, ademas con CCy y dosis sub-letal

de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato durante 24 h. Se puede observar en la figura
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8A una elevacion de células de SIM-A9 positivas a DAF con una dosis sub-letal de
epirrubicina y metotrexato de aproximadamente 20 y 15% respectivamente, sin embargo,
no se observa esta elevacion significativa en el tratamiento con 0.1 uM de doxorrubicina.
De igual manera, se muestra en la figura 8B una elevacion significativa de células de SIM-
A9 positivas a DAF de aproximadamente un 30% en el tratamiento con CCz de
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato. Por ultimo, se puede observar en la figura 8C
una curva de tiempo de nuestro control positivo en donde se observa que la cantidad de
células de SIM-A9 positivas a DAF aumenta dependiente del tiempo obteniendo un 40%

de elevacion a las 24 h del tratamiento con 100 pg/ mL de LPS.

A 80 Produccion de NO en SIM-A9 B 80 Produccion de NO en SIM-A9
+ 60 £ 604 .

(T N Sk . TR l 1

L ! " % \ |

o . ns , 9 404

@ 40 I i % } i

‘—; I ededede l 3

8 20 8 20 -

control 0.1 uM 0.1uM  0.0001 uM control  0.25uM  0.025 UM 0.001 uM
EPI DOX MTX EPI DOX MTX
C Produccion de NO en SIM-A9
80 -
—
+
N " Sokkk N
. 604 ° v
g L Kk I
» 407
m ' ek l
= 20+
‘O
(&)
o_

100 100 100
Control g/mL  pg/mL  pg/mL

LPS LPS LPS

(2H) (6H) (24H)

38



Figura 8. Efecto de concentraciones subletales y CCzo de epirrubicina, doxorrubicina, metotrexato y
curva de tiempo de LPS sobre la produccion de NO en células SIM-A9.

La linea celular de microglia murina SIM-A9 fue tratada durante 24 h con la concentracion SL (A) y CC20
(B) de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato, ademas, durante 2, 6 y 24 h con LPS (C). La produccion
de 6xido nitrico (NO) se evalud utilizando la sonda DAF-FM mediante citometria de flujo. Las graficas
representan la media = desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes realizados por
triplicado, El analisis estadistico utilizado fue t-student en donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p <

0.01), ** (p < 0.001), ** (p < 0.0001).

7.5 El antioxidante NAC disminuye la produccion de ROS inducida por epirrubicina,
doxorrubicina, metotrexato y LPS en células de médula dsea, bazo y SIM-A9.

La N-Acetilcisteina (NAC) es una molécula que tiene como propiedad el eliminar
radicales libres, mejorar la actividad de la enzima glutation S-tranferasa y glutation, es por
ellos que se considera una molécula antioxidante. Dado a que se conoce el potencial
citotoxico de las ROS y sus implicaciones en la activacion de vias de muerte se evaluo si
el NAC podria reducir la produccion de ROS sobre células de médula 6sea, bazo y la linea
celular SIM-AO9. Para ello, primeramente, se pretratd con 2.5 uM de NAC durante 30 min
a 37°C, transcurrido el tiempo se tratd con la concentracion citotdxica de 100 pg/ mL de
LPS y la CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato en células de médula 6sea y
bazo, y la CCso en SIM-A9 de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato para las células
de SIM-A9, se dejo incubando durante 24 h. Al término de la incubacidén se recuperaron
las células y se marcaron con la sonda H;DCFDA, una vez marcadas las células se
analizaron mediante citometria de flujo. Se puede observar en los resultados de la grafica
de la figura 9A una disminucion de células de médula 6sea positivas a DCFDA de
aproximadamente un 30% en los tratamientos de 100 pug/ mL de LPS y la CCso de
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato. De igual manera se observa en la figura 9B una
disminucion de células de Bazo positivas a DCFDA del 40% para los tratamientos de
epirrubicina y doxorrubicina, por otro lado, en los tratamientos con metotrexato y LPS se
muestra una disminucion de 10% de células de bazo positivas a DCFDA. Por ultimo, se
muestra en la figura 9C una disminucion de células de SIM-A9 positivas a DCFDA en el
pretratamiento con NAC sobre los tratamientos de epirrubicina, doxorrubicina y

metotrexato de aproximadamente 15%, sin embargo, se observa una disminucion del 50%
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en el tratamiento con 100 pg/ mL pretratados con NAC. Los resultados muestran que el
pretratamiento con NAC inhibe la produccion de ROS en células de médula dsea, bazo y
células de SIM-A9 en todos los tratamientos por lo cual se puede concluir que uno de los
puntos de citotoxicidad de los tratamientos es mediante la elevacion de los niveles de

ROS.
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Figura 9. Inhibicién con NAC de la produccién de ROS del tratamiento de LPS y la CC50 de
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre células de médula ésea y bazo, ademas de SIM-A9,
respectivamente.

Las células de médula dsea (A), bazo (B) y la linea celular de microglia murina SIM-A9 (C) fue pretratadas
durante 30 min con 2.5 uM de NAC, posteriormente se tratd con LPS y la CC50 de epirrubicina,
doxorrubicina y metotrexato, respectivamente, durante 24 h. La produccion de Especies reactivas de
oxigeno (ROS) se evalud utilizando la sonda HDCFDA mediante citometria de flujo. Las graficas
representan la media = desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes realizados por

triplicado, El analisis estadistico utilizado fue t-student en donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p <

0.01), ** (p < 0.001), *** (p < 0.0001).



7.6 El pretratamiento con QVD-Oph inhibe la muerte de células de médula osea,
bazo y SIM-A9 ante un estimulo con epirrubicina, doxorrubicina, metotrexato y
LPS.

El inhibidor de caspasas de amplio espectro QVD es un compuesto ampliamente utilizado
para inhibir a caspasas que tienen efecto en el proceso de la apoptosis. Debido a que una
sobreproduccion de ROS promueve la activacion de caspasas se determind evaluar si un
inhibidor de amplio espectro podria inhibir el proceso de muerte en células de médula
6sea, bazo y células de SIM-A9. Para ello, primeramente, se pretrataron las células con 5
puM del inhibidor QVD-Oph durante 30 min, transcurrido el tiempo se trataron las células
con la concentracion citotoxica de LPS, también a las células de médula 6sea y bazo con
CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato, ademas se trataron con la CCso en
SIM-A9 de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato a las células de SIM-A9 durante 24
h. Al término de la incubacion se determind el porcentaje de muerte celular utilizando la
tincion de azul de tripdn mediante microscopia. En la figura 10A se puede observar una
disminucién del porcentaje de muerte celular en células de médula dsea pretratadas con
QVD-Oph de aproximadamente un 40% esto en el tratamiento con CCso de epirrubicina
y doxorrubicina, de igual manera, se observa una disminucién de aproximadamente el
10% en los tratamientos con CCso de metrotexato y 100 pg/ mL de LPS. Por otro lado, se
muestra en la Figura 10B una disminucion del porcentaje de muerte celular en células de
bazo pretratadas con QVD-Oph de aproximadamente un 10% en el tratamiento con
epirrubicina, un 20% en el tratamiento con doxorrubicina, un 30% en el tratamiento con
metotrexato y un 15% en el tratamiento con LPS. Por ltimo, se observa en la figura 10C
una disminucion del porcentaje de muerte en células de SIM-A9 pretratadas con QVD-
Oph similar a las células de médula dsea pretratadas igualmente. Nuestros resultados
muestran una disminucion significativa del porcentaje de muerte celular en todos los
tratamientos sobre células de médula 6sea, bazo y SIM-A9, por lo cual se concluye que la

muerte es dependiente de la activacion de caspasas.
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Figura 10. Inhibicién de la muerte en células de médula ésea, bazo y células de SIM-A9 ante un
estimulo con LPS y CCs de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato.

Las células de médula dsea (A), bazo (B) y células de SIM-A9 (C) fueron pretratadas con 5 uM de QVD-
Oph durante 30 min, transcurrido el tiempo se trataron durante 24 h con epirrubicina, doxorrubicina,
metotrexato y lipopolisacarido. El porcentaje de muerte celular se evalu6 utilizando la tincién de azul de
tripano mediante microscopia. Las graficas representan la media + desviacion estandar de al menos 3
experimentos independientes realizados por triplicado, El andlisis estadistico utilizado fue t-student en

donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p <0.01), ** (p <0.001), ** (p <0.0001).

7.7 El ICRP reduce la presencia de ROS en células de médula 0sea y bazo ante un
estimulo con LPS y CCs¢ de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato.

El ICRP es un extracto de leucocitos dializable de bazo de bovino, que contiene cadenas
de péptidos de bajo peso molecular. Las investigaciones que se han realizado referente a
este extracto demarcan una actividad antioxidante en macrofagos peritoneales murinos,

ademas de observarse un alza en la sobrevida de ratones con shock endotoxico. Para
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observar el efecto antioxidante reportado del ICRP sobre células de médula 6sea y bazo
ante un estimulo con una concentracion citotoxica de LPS y una CCso de epirrubicina,
doxorrubicina y metotrexato se cuantifico la presencia de ROS al combinar los
tratamientos. Se llevo a cabo en un tiempo de 24 h en el tratamiento con LPS y CCso de
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato. Para cuantificar la producciéon de ROS se
utilizo la sonda de H,DCFDA mediante citometria de flujo. En la figura 11A se puede
observar como el tratamiento con ICRP no eleva las células de médula ésea positivas a
DCFDA, sin embargo, se muestra como el tratamiento con ICRP reduce aproximadamente
un 30% de las células de médula ésea positivas a DCFDA que es mayor comparado con
el pretratamiento de NAC en comparacion con el tratamiento con 5 M de epirrubicina
sin combinacion con ICRP. Por otro lado, se muestran en la figura 11B el tratamiento con
doxorrubicina en combinacion con ICRP y pretratamiento con NAC donde se observa
como el ICRP en combinacién con 20 uM de doxorrubicina disminuye el numero de
células de médula dsea positivas a DCFDA, sin embargo, esta disminucion es menor
comparada con el pretratamiento con NAC. De igual manera, se puede observar en la
figura 11C el tratamiento con metotrexato en combinacion con ICRP y pretratamiento con
NAC, en donde se muestra como el ICRP disminuye aproximadamente un 30% de células
positivas a DCFDA que comparado con el pretratamiento con NAC en combinacion con
5 nM de metotrexato son muy similares las reducciones. Por ultimo, se muestra en la
figura 11D el tratamiento con LPS en combinacion con ICRP y pretratamiento con NAC,
donde se muestra que el ICRP disminuye las células positivas a DCFDA
aproximadamente un 30%, de igual manera el pretratamiento con NAC disminuye el
mismo porcentaje esto comparado con el tratamiento con 100 pg/ mL de LPS sin
combinacion. Estos resultados muestran el efecto del ICRP sobre la activacion de células
positivas a DCFDA y se compara con un antioxidante que reduce la producciéon de ROS
de una manera eficaz, concluyendo que el ICRP posee un efecto semejante o incluso

mayor que el pretratamiento con NAC.
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Figura 11. Efecto del ICRP y NAC en la produccién de ROS inducido por el tratamiento con LPS y
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre células de Médula Osea.

Las células de médula 6sea fueron pretratadas con 2.5 uM de NAC durante 30 min, transcurrido el tiempo
se trataron durante 24 h con LPS (D) y con epirrubicina (A), doxorrubicina (B) y metotrexato (C) e ICRP y
su combinacion. La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se evalud utilizando la sonda
H>DCFDA mediante citometria de flujo. Las graficas representan la media + desviacion estandar de al
menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado, El analisis estadistico utilizado fue t-student

en donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p <0.01), ** (p <0.001), ** (p < 0.0001).

Los resultados de bazo se muestran en la figura 12A una disminucion de células de bazo
positivas a DCFDA aproximadamente del 30% en el tratamiento con 5 uM de epirrubicina
en combinacion con ICRP, de manera similar se observa una disminucion en el
pretratamiento con NAC aproximadamente de 35%, sin embargo, no existen diferencias
significativas en comparacion con el tratamiento con ICRP y pretratamiento con NAC. De
igual manera, se puede observar en la figura 12B el tratamiento con doxorrubicina en

combinacion con ICRP y pretratamiento con NAC, en donde se muestra en la grafica que
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el ICRP reduce la cantidad de células de bazo positivas a DCFDA en el tratamiento con
20 uM de doxorrubicina, esto lo realiza de manera similar como el tratamiento con
epirrubicina. Por otro lado, en la figura 12C se puede observar una disminucién de células
de bazo positivas a DCFDA con el tratamiento con ICRP en combinaciéon con 5 nM
metotrexato de aproximadamente del 10%, sin embargo, se observa que el pretratamiento
con NAC en combinacion con 5 nM de metotrexato disminuye aproximadamente 18%
que es mayor que el tratamiento con ICRP. Por tltimo, se observa en la figura 12D una
disminucién de células de bazo positivas a DCFDA tratadas con ICRP en combinacién
con 100 png/ mL de LPS aproximadamente del 15%, esta disminucion es mayor que la
observada en el pretratamiento con NAC en combinacion con 100 pg/ mL de LPS que fue
aproximadamente del 10%. Estos resultados muestran que el tratamiento con 0.25 U/ mL
de ICRP inducen un efecto semejante al pretratamiento con 2.5 uM de NAC en
combinacion con la CCso de epirrubicina, doxorrubicina, metotrexato y 100 pg/ mL de

LPS.
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Figura 12. Efecto del ICRP y NAC en la produccion de ROS del tratamiento de LPS y la CCso de
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre células de bazo.

Las cé¢lulas de bazo fueron pretratadas con 2.5 uM de NAC durante 30 min, transcurrido el tiempo se trataron
durante 24 h con LPS (D) y CCso de epirrubicina (A), doxorrubicina (B) y metotrexato (C) e ICRP y su
combinacion. La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se evalud utilizando la sonda
H2DCFDA mediante citometria de flujo. Las graficas representan la media + desviacion estandar de al
menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado, El analisis estadistico utilizado fue t-student

en donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p <0.01), ** (p <0.001), ** (p <0.0001).

7.8 E1 ICRP reduce la presencia de ROS en células de SIM-A9 ante un estimulo con
LPS y CC50 en SIM-A9 de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato.

Para observar el efecto antioxidante reportado del ICRP sobre células de SIM-A9 ante un
estimulo con una concentracion citotoxica de LPS y una CCso en SIM-A9 de epirrubicina,
doxorrubicina y metotrexato se cuantifico la presencia de ROS al combinar los
tratamientos. Se llevo a cabo en un tiempo de 24 horas en el tratamiento con 100 pg/ mL
de LPS y CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato. Para cuantificar la
produccion de ROS se utilizé la sonda de HRDCFDA mediante citometria de flujo. Se
puede observar en la figura 12 las graficas de células de SIM-A9 positivas a DCFDA
tratadas con 100 ng/ mL de LPS y CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato en
combinacion con 0.25 U/mL de ICRP y pretratadas con 2.5 uM de NAC. Se muestra en
la figura 13A una disminucion de células de SIM-A9 positivas a DCFDA
aproximadamente del 30% tratadas con 1 uM de epirrubicina en combinacién con ICRP,
por otro lado, se puede observar una disminucién menor en las células pretratadas con
NAC. De igual manera, se puede observar en la figura 13B una disminucion de células de
SIM-A9 positivas a DCFDA de aproximadamente 15% en el tratamiento con 1 uM de
doxorrubicina en combinacion con ICRP, de igual manera se puede ver una disminucion
del 10% en el pretratamiento con NAC. Por otro lado, se observa en la figura 13C una
disminucion de células de SIM-A9 positivas a DCFDA aproximadamente del 35% en el
tratamiento con 80 nM de metotrexato en combinacion con ICRP, de igual manera se
muestra una disminucion de células de SIM-A9 positivas a DCFDA aproximadamente de
un 25% en el pretratamiento con NAC. Por ultimo, se puede observar en la figura 13D

una disminucién de células de SIM-A9 positivas a DCFDA aproximadamente de 55% en
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el tratamiento con 100 pg/ mL de LPS en combinacién con ICRP, ademads, se muestra una
reduccion de células de SIM-A9 positivas a DCFDA aproximadamente del 45% en el
pretratamiento con NAC. Todos los resultados muestran el efecto de una dosis protectora
de ICRP al reducir la cantidad de células positivas a DCFDA que es atin mayor que el

pretratamiento con 2.5 uM de NAC.
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Figura 13. Efecto del ICRP y NAC en la produccion de ROS del tratamiento de LPS y la CCS50 en
SIM-A9 de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre células de SIM-A9.

La linea celular de SIM-A9 fueron pretratadas con 2.5 uM de NAC durante 30 min, transcurrido el tiempo
se trataron durante 24 h con LPS (D) y CCso en SIM-A9 de epirrubicina (A), doxorrubicina (B) y metotrexato
(C) e ICRP y su combinacion. La produccion de Especies reactivas de oxigeno (ROS) se evalu6 utilizando
la sonda H.DCFDA mediante citometria de flujo. Las graficas representan la media + desviacion estandar
de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado, El analisis estadistico utilizado fue t-

student en donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p <0.01), ** (p <0.001), ** (p < 0.0001).
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7.9 El1 ICRP disminuye la produccion de NO en células de SIM-A9 ante un estimulo
con LPS y diferentes dosis de Epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato.

En estudios realizados con el ICRP invitro en macrdéfagos peritoneales murinos y en
macréfagos humanos ante un estimulo con LPS, se observo una reduccion significativa
en la produccion de NO, la expresion de factores de transcripcion como NF-kB y la
fosforilacion de IkB. Para continuar demostrando el efecto antioxidante del ICRP sobre
células de SIM-A9 estimuladas con una concentracion citotoxica de LPS y diferentes dosis
de las quimioterapias seleccionadas se plante6 cuantificar la presencia de 6xido nitrico.
Para ello, se llevd a cabo una incubacion de 2, 6 y 24 h en el tratamiento con LPS y su
combinacion con el ICRP (A) y a 24 h en el tratamiento con dosis sub-letal (SL) (B) y
CC20 (C) en SIM-A9 de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato ¢ ICRP y su
combinacion. Para determinar la presencia de NO en las células de SIM-A9 se empleo la
sonda de DAF-FM mediante citometria de flujo. Se puede observar en la figura 13 células
de SIM-A9 positivas a DAF tratadas con CCz y SL de epirrubicina, doxorrubicina y
metotrexato, ademas, 100 pg/ mL de LPS en combinaciéon con ICRP. Se muestra en figura
14A una disminucién de células positivas a DAF aproximadamente de 15% en el
tratamiento con dosis SL de epirrubicina (0.1 uM), este mismo efecto se vio en el
tratamiento con 0.1 pM de doxorrubicina y 0.5 nM de metotrexato, sin embargo, no se vio
un incremento significativo en el tratamiento con ICRP sin combinacion. En la figura 14B
podemos observar una reduccion del porcentaje de células positivas a DAF
aproximadamente del 10% en el tratamiento con 0.25 uM de epirrubicina en combinacién
con 0.25 U/ mL de ICRP, por otro lado, podemos observar una reduccion de
aproximadamente el 5% en el tratamiento con 0.25 uM de doxorrubicina y 1 nM de
metotrexato en combinacion con ICRP. Por tltimo, se observa en la figura 14C el aumento
dependiente del tiempo de células de SIM-A9 positivas a DAF y la disminucion de estas
durante las 2, 6 y 24 h, dando una maxima reduccion a las 24 horas del tratamiento con

100 pg/ mL de LPS en combinacion con ICRP de aproximadamente 20 %.
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Figura 14. Efecto del ICRP en la produccion de NO del tratamiento de LPS, ademas CC2z y SL de
epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato sobre SIM-A9.

La linea celular de microglia murina SIM-A9 fue tratada durante 2, 6 y 24 h con LPS en combinacion con
ICRP (A), también fue tratada a 24 h con la concentracion SL (B) y CC20 (C) en SIM-A9 de epirrubicina,
doxorrubicina y metotrexato ¢ ICRP y su combinacion. La produccion de 6xido nitrico (NOS) se evalud
utilizando la sonda DAF-FM mediante citometria de flujo. Las graficas representan la media + desviacion
estandar de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado, El andlisis estadistico
utilizado fue t-student en donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p < 0.01), ** (p < 0.001), ** (p <
0.0001).

7.10 El ICRP disminuyd el porcentaje de muerte celular sobre células de Médula
Osea y Bazo ante un estimulo con LPS y CCsy de epirrubicina, doxorrubicina y
metotrexato.

El ICRP tiene efectos antitumorales, antioxidantes e inmunomoduladores los cuales se
han reportado en modelos in vitro e in vivo. Actualmente conocemos que las

quimioterapias tienen efectos adversos ya que no tienen un blanco especifico ocasionando
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elevacion de las ROS, activando vias de muerte que pueden involucrar caspasas y
toxicidad. Al conocer el poder citotoxico de las quimioterapias se plante6 evaluar el efecto
del ICRP como candidato eficaz de proteccion, el cual se ha reportado en estudios in vivo
en ratones de la cepa BALB-c efectos mieloprotectores con algunas quimioterapias como
el 5-FU. Por tanto, se realiz6 el tratamiento con IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) células
de médula 6sea, bazo, PBMCs y leucocitos bajo un estimulo con una concentracién
citotoxica de LPS y CCso de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato durante 24 h. Al
término del tiempo de incubacion se realizo la evaluacion del porcentaje de muerte celular
utilizando la tincion de azul de tripano mediante microscopia. Se muestra en la figura 15A
una disminucion del porcentaje de muerte celular en células de médula 6sea tratadas con
5 uM de epirrubicina en combinacion con 0.25 U/ mL de ICRP de aproximadamente un
10 %, este mismo efecto se observa en el tratamiento con 20 uM de doxorrubicina, 5 mM
de metotrexato y 100 pg/ mL en combinacion con ICRP. Por otro lado, se puede observar
en la figura 15B una disminucion del porcentaje de muerte celular en células de bazo
tratadas con 5 uM de epirrubicina en combinacidon con ICRP de aproximadamente 50%,
ademas, se observa una reduccion aproximadamente del 30% en el tratamiento con 20 pM
de doxorrubicina en combinacion con ICRP, por otro lado, se muestra una reduccion del
10% en los tratamientos con 5 nM de metotrexato y 100 pg/ mL de LPS en combinacion
con ICRP. Sin embargo, se puede observar en la figura 15C y 15D no haber una
disminucién significativa en el porcentaje de muerte celular en PBMCs y leucocitos
tratadas con epirrubicina (5 uM), doxorrubicina (20 uM), metotrexato (5 mM) y 100 pg/
mL de LPS en combinacién con una concentracion protectora de 0.25 U/ mL de ICRP.
Estos resultados muestran el efecto protector del ICRP en células de Médula Osea y Bazo

ante un dafio con epirrubicina, doxorrubicina, metotrexato y LPS.
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Fig. 15. Efecto protector del ICRP sobre células de médula ésea, bazo, PBMCs y leucocitos ante un
estimulo con LPS y CCs de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato.

Las células médula 6sea (A), bazo (B), PBMCs (C) y leucocitos (D) murinas fueron tratadas durante 24 h
con epirrubicina (5 uM), doxorrubicina (20 uM), metotrexato (5 mM), LPS (100 pg/ mL) e 0.25 U/ mL
ICRP y su combinacion. El porcentaje de muerte celular se evalu6 utilizando una tincioén con azul de tripano
mediante microscopia. Las graficas representan la media + desviacion estdndar de al menos 3 experimentos
independientes realizados por triplicado, El analisis estadistico utilizado fue t-student en donde ns (no

significativo), * (p <0.05), * (p < 0.01), ** (p < 0.001), ** (p < 0.0001).

7.11 El ICRP disminuye el porcentaje de muerte en células de SIM-A9 ante un dafio
con LPS y quimioterapias.

El deterioro cognitivo inducido por quimioterapia también conocido como Chemobrain
es un efecto secundario producido por la administracion de quimioterapias donde se ha
reportado que es inducido por una activacion de microglia, lo cual produce
neuroinflamacién y neurotoxicidad. Otros padecimientos como el COVID generan una
elevacion de ROS que ocasionan dafio a diversas células, una de ellas es la microglia.
Dado estos problemas de salud, se plantea el uso de inmunomoduladores que protejan a
la microglia para prevenir o modular su activacion, tal es el caso del ICRP que se ha

demostrado su actividad en la mielo-proteccion. Para evaluar si el ICRP puede tener un
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efecto protector sobre células de SIM-A9, se trataron las células con una concentracién
citotoxica de LPS y la CCso en SIM-A9 de epirrubicina, doxorrubicina y metotrexato
durante 24 h. Al finalizar el tiempo de incubacion se evalud el porcentaje de muerte
utilizando la tincion con azul de tripano mediante microscopia. Se muestra en la figura 16
el porcentaje de muerte celular en células de SIM-A9, en donde se observa una reduccion
del porcentaje de muerte celular de aproximadamente el 30% en el tratamiento con 1 uM
de epirrubicina en combinacion con 0.25 U/ mL de ICRP, este mismo efecto se observa
en los tratamientos con 1 uM de doxorrubicina y 80 nM de metotrexato en combinacion
con ICRP. Por ultimo, se muestra una disminucién del porcentaje de muerte celular
aproximadamente del 10% en el tratamiento con 100 png/ mL de LPS en combinacion con

ICRP. Los resultados muestran el efecto protector del ICRP sobre células de SIM-A9.
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Figura 16. Efecto del ICRP sobre SIM-A9 ante un estimulo con LPS, epirrubicina, doxorrubicina y
metotrexato.

Las células de SIM-A9 fueron tratadas durante 24 h con epirrubicina (1 uM), doxorrubicina (1 uM),
metotrexato (80 nM), LPS (100 ug/ mL) e ICRP (0.25 U/ mL) y su combinacion. El porcentaje de muerte
celular se evalu6 utilizando una tincion con azul de tripano mediante microscopia. Las graficas representan
la media + desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado, El
analisis estadistico utilizado fue t-student en donde ns (no significativo), * (p <0.05), * (p <0.01), ** (p <

0.001), ** (p < 0.0001).
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los agentes quimioterapéuticos
pertenecientes al grupo de antraciclinas (epirrubicina y doxorrubicina), y el metotrexato
exhiben un efecto citotoxico en células no tumorales (Fig. 3 y 4). En este sentido, se
observd que la 5 uM epirrubicina (EPI) y 20 uM doxorrubicina (DOX) inducen muerte
en células derivadas de médula 6sea y bazo, PBMCs y leucocitos murinos (Fig. 3).
Previamente, se ha reportado que las antraciclinas son citotoxicas hacia células estromales
derivadas de médula osea y linfocitos (Aramvash et al., 2017; Ferraro et al., 1999). Este
efecto se debe a la inhibicion de la topoisomerasa Il que deriva en alteraciones
cromosOmicas del DNA que culmina en la muerte celular, asimismo la citotoxicidad de
estos compuestos también se relaciona con la induccion del estrés oxidativo en la célula
(H.-S. Kim et al., 2009; Olinski et al., 1997). De manera similar, una concentracion de 5
mM de metotrexato (MTX) resulta también citotdxico para estas células (fig. 3). Este
compuesto puede ser utilizado con concentraciones bajas para el tratamiento de patologias
inflamatorias como la artritis reumatoide o con concentraciones altas como tratamiento
antitumoral (Gaies & Jebabli, 2012). Y a partir del uso de una concentracion superior a 10
UM es cuando se generan afecciones nocivas en la célula relacionado con un incremento
en la produccion de ROS y una deplecion del glutation (GSH) lo que en conjunto deriva

en la muerte de la célula, tal como se estudio en linfocitos por Salimi et al., 2019.

Similarmente, los agentes quimioterapéuticos (EPI, DOX y MTX) tienen un efecto
citotoxico dependiente de la concentracion en células de SIM-A9 (fig. 4). Se ha reportado
que la citotoxicidad inducida por EPI en microglia es debida a alteraciones en el DNA y
afecciones mitocondriales (de la Hoz-Camacho et al., 2022). De igual forma, DOX exhibe
neurotoxicidad asociado a un dafio en el DNA que promueve la despolarizacion de la
membrana mitocondrial y un aumento en la produccion de ROS que activaria
subsecuentemente a la via intrinseca de apoptosis, aunque puede asociarse también con
una regulacion al alza en la formacion de complejos pre-autofagicos (Du et al., 2021). Se
ha reportado que el metotrexato activa a la microglia liberando citocinas proinflamatorias
que producen un efecto adverso en otras células del SNC, ademas, actualmente se conoce

que afecta la mielinizacion adaptativa en el microambiente glial, sin embargo, atin no se
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tiene elucidado el mecanismo citotoxico directo que causa en células de microglia

(Geraghty et al., 2019; Gibson et al., 2019b)

Por otro lado, se observo que el LPS es citotoxico en células murinas derivadas de médula
6sea y bazo, y en PBMCs con una concentracion de 100 pg/ mL, aunque no fue asi en
leucocitos (fig. 3). El LPS se utiliza como un inductor de un estado pro-inflamatorio en
macrofagos, sin embargo, al incrementar su concentracion, ésta afecta la viabilidad
celular. Por ejemplo, Xaus et al. reporté que el LPS con 1 pg/ mL induce muerte celular
en macréfagos derivados de médula 6sea. Ademas, Nielsen et al., 2012 observo que éste
mismo con 10 pg/ mL promueve una muerte celular apoptotica en diferentes poblaciones
de linfocitos. Asimismo, en este trabajo se demostrd que el LPS es citotdxico en células
de SIM-A9 con una concentracion de 100 pg/ mL (fig. 4), lo que se asemeja con lo
reportado por Vairano et al., 2004 en donde con la misma concentracidon se observa un

alto porcentaje de muerte en células de microglia de cultivo primario.

Se ha analizado que el efecto citotoxico del LPS estd relacionado con la induccion del
estrés oxidativo en la célula, en el cual se incrementa la produccién de ROS y 6xido nitrico
(NO); ademas, se ha visto que en la linea celular de microglia murina N9 hay una
activacion de la caspasa 11 que culmina en la muerte celular (Eren et al., 2018). Una vez
determinado que los tratamientos (EPI, DOX, MTX y LPS) inducen muerte celular, se
evaluaron posteriormente las alteraciones celulares implicadas en este proceso, y uno de
los eventos comunmente asociados es la elevacion en los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Estas moléculas estdn implicadas en diferentes vias de sefializacion que
regulan procesos como diferenciacion, supervivencia o crecimiento celular; sin embargo,
al presentar sobreproduccion, estas promueven la activacion de las vias asociadas a muerte

celular como apoptosis o necroptosis (Villalpando-Rodriguez & Gibson, 2021).

En el presente trabajo, se observo que el tratamiento con CCso de EPI, DOX, MTX y 100
pg/ mL de LPS promueven un incremento en la produccion de ROS en células de médula
6sea, bazo, leucocitos y SIM-A9 (fig. 5 y 6). De inicio, la teoria mas aceptada que explica
el incremento en la produccion de ROS por las antraciclinas (EPI y DOX) consiste en una

reduccion del agente quimioterapéutico a semiquinona por accion de la oxidasa NADPH
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en la mitocondria (mito-NOX), lo cual desestabiliza la cadena transportadora de electrones
(CTE) y ello favorece la produccion del superdxido (Asensio-Lopez et al., 2016, 2017).
Por otro lado, el MTX genera un desbalance oxidativo en el que disminuye la expresion
de componentes antioxidantes como superoxido dismutasa 1 (SOD1), catalasa y glutatiéon
peroxidasa 4 (GPX4), al mismo tiempo que genera alteraciones mitocondriales
ocasionando asi un aumento en la producciéon de ROS (Pina-Jiménez et al., 2021; Xiong
et al.,, 2020). Finalmente, el LPS promueve también el incremento de ROS cuyo
mecanismo aun no a sido elucidado por completo y se plantea que este efecto se debe a la
interaccion del LPS con TLR-4 y rio abajo activa NOX-2 mediado por el componente

intracelular IRAK-1 (Maitra et al., 2009).

Previamente se mencion6 que un incremento de ROS puede conducir a la muerte celular
por apoptosis. Esto puede deberse a que dichas moléculas, por ejemplo, H>O, activan a
la proteina p53 que favorece la regulacion al alza de los genes que codifican para factores
pro-apoptdticos como Bax y Bak (Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016). O bien, las
ROS promueven una hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial alterando asi la
estabilidad de la CTE y ocasionando la permeabilizacion de la membrana mitocondrial,
en donde se liberan proteinas pro-apoptdticas como el citocromo C (Chung et al., 2003).
En ambos escenarios sucede paulatinamente una activacion de caspasas, las cuales son las
responsables de efectuar la muerte apoptdtica. Por lo tanto, se analiz6 si la muerte inducida

por los tratamientos resultaba dependiente a la activacion de caspasas.

Aqui, se reportd que el tratamiento con EPI, DOX, MTX y LPS inducen muerte
dependiente de la activacion de caspasas en células derivadas de médula 6sea y bazo, y
SIM-A9 (fig. 10). Se ha asociado a las antraciclinas (EPI y DOX) con la induccién de
muerte celular apoptotica, ya que éstas ocasionan alteraciones mitocondriales mediante
una sobrecarga de ROS y Ca?" intracelular y esto conduciria a la via intrinseca de la
apoptosis, en donde se activan las caspasas 9 y 3 (Shi et al., 2011). Similarmente, dicho
efecto se exhibe también en el tratamiento con MTX (Natarajan et al., 2017). No obstante,
se ha estudiado que el LPS desencadena una muerte por piroptosis mediada por la
interaccion con el TLR-4, en donde rio abajo se activa la caspasa 11 (murino) y caspasa

4/5 (humano) (Hagar et al., 2013; Zamyatina & Heine, 2020).
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Se conoce el poder que ejercen la produccion de ROS en las enfermedades
neurodegenerativas ya que se tienen reportes donde las ROS producen neurotoxicidad y
promueven a un estado reactivo de la microglia ocasionando neuroinflamacién (Simpson
& Oliver, 2020). Ante esta perspectiva se determind evaluar si una concentracion
protectora previamente evaluada de 0.25 U/ mL de ICRP pudiera disminuir el efecto
ocasionado por las quimioterapias y LPS en la produccion de ROS y NO en células de
bazo, médula 6sea y SIM-A9. Nuestros resultados muestran que el ICRP disminuye la
produccion de ROS en células de médula dsea, bazo y células de SIM-A9 ante un estimulo
con LPS, EPI, DOX y MTX a 24 h. Esto podria deberse al que el ICPR tiene un efecto
antioxidante como lo reportado en estudios con extractos de menta donde se demostro que
disminuye la sobreproduccion de ROS en células BV2 estimuladas con 100 ng/ mL de
LPS, de forma dosis dependiente, debido a que la menta inhibe las ROS y la fosforilacion
de MARK y NF-kB (Y. J. Park et al., 2022). Este mismo efecto se observd en un reporte
donde se describi6 que el carotenoide Astaxantina induce una disminucion del estrés
oxidativo en un modelo de ratas albinas tratadas con ciclos de Doxorrubicina, ademas de
disminuir los efectos del deterioro cognitivo inducido por quimioterapias, esto debido a
su potencial antioxidante y antiinflamatorio (El-Agamy et al., 2018). De igual manera otro
estudio con células BV2 tratadas con LPS 1 pg/ mL y diferentes concentraciones de
Naloxona muestran una reduccion en enzimas proinflamatorias como COX2, enzima que

induce la produccion de ROS (Tang et al., 2021)

El 6xido nitrico (NO) es una molécula que tiene funciones como mediador fisiologico en
la relajacion de las células endoteliales, ademas de participar como segundo mensajero en
procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Es por ello que se evaluo el
efecto del ICRP sobre células de SIM-A9 tratadas con 100 pg/ mL de LPS y
concentraciones SL y CCyo de EPI, DOX y MTX, en donde se demostré que 0.25 U/ mL
de ICRP disminuye el NO inducido por las quimioterapias (fig. 14). Este efecto pudiera
ser por el efecto antioxidante previamente descrito en macrofagos peritoneales murinos y
macrofagos humanos (Franco-Molina et al., 2005a; Moisés A. Franco-Molina, 2011a).

Ante este efecto, estudios con extractos de canela demostraron tener un poder antioxidante
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y neuroprotector al evaluar in vitro la disminucion de la produccion de NO en células BV2
estimuladas con 100 ng/ mL de LPS (Ho et al., 2013). Por otro lado, en estudios in vivo
con ratas Winstar se demostré que el compuesto organosulfurado Trisulfuro de Dialilo
(DATS) disminuy6 componentes de proteinas proinflamatorias relacionadas con estrés,
sintasa inducible 6xido nitrico (iNOS) y ciclooxigenasa 2 (COX-2), ademas de reducir los
efectos del deterioro cognitivo inducido por el tratamiento con ciclos de doxorrubicina;
esto debido a sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (Leung et al., 2020). En
otro estudio con ratas albinas y el tratamiento con dos inmunomoduladores, el interferén
B-1a (IFN-B-1a) y el inhibidor de las funciones del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
o) se observo una disminucion del estrés oxidativo, de igual manera, este efecto fue visto
por Franco-Molina y colaboradores sobre ratones BALB/c al ser tratados con ICRP
(Wahdan et al., 2020). También en un estudio de modelo de inflamacion isquémica con
ratas Sprague-Dawley tratadas con S -nitrosoglutation se demostrd que este reduce la
expresion de la enzima iNOS y activacion de células de microglia modulando la
produccion de NO y citocinas proinflamatorias (Khan et al., 2005).

Se conoce el efecto perjudicial de las quimioterapias en tejido sano produciendo una
elevacion de marcadores de inflamacidon que provocan muerte en células sanas. En esta
tesis se demostro ante este panorama que el tratamiento con ICRP sobre células de médula
6sea y bazo disminuye el porcentaje de muerte celular inducido por LPS y quimioterapias
(fig. 15). Este efecto puede estar relacionado a que se demostrd en la figura 12 y 13 una
inhibicion de las ROS por NAC, lo cual llevo a un resultado similar al tratamiento con
0.25 U/ mL de ICRP. Similar a esto, en un estudio con ratones de la cepa C57BL/ 6
tratados con ciclos de cisplatino y péptidos derivados del neuropéptido Y demostraron
tener un efecto protector en células hematopoyéticas (M. H. Park et al., 2018). También
en modelo de raton C57BL/ 6 tratado con ciclos de ciclofosfamida y el mimético de
glutatiéon oxidado NOV-002, un agente antitumoral unico que demostrd ser capaz de
proteger a células madre y hematopoyéticas de medula 6sea, revirtieron la capacidad
inmunosupresora de células supresoras derivadas de mieloides y atenud la reduccion
inducida por la ciclofosfamida en esplendorcitos a través de su capacidad de regular a la
alza la expresion de superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (Diaz-Montero

et al., 2012). En un modelo con células BV2 tratados con 1 pg/ mL LPS y dosis crecientes
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de naloxona se mostr6 una proteccion al dafio ocasionado por el LPS atras de la inhibicion
de los canales de potasio sensibles al ATP, de igual manera en modelo in vivo con ratones
BALB/ ¢ y la administracion de naloxona se demostr6 una disminucioén del deterioro
cognitivo (Tang et al., 2021). También se observé en un modelo de rata Wistar tratadas
con ciclos de doxorrubicina y un inhibidor de colinesterasa Donepezil una disminucion
del deterioro cognitivo causado por la doxorrubicina ademds de proporcionar un efecto
neuroprotector sin afectar la funcion antitumoral de la Doxorrubicina (Ongnok et al.,
2021).

Todos los resultados demuestran que la epirrubicina, doxorrubicina, metotrexato y LPS
inducen un dafio directo sobre células de médula 6sea, bazo, PBMCs, leucocitos y SIM-
A9. A su vez, el uso del ICRP demostro revertir los efectos causados del dafio de forma
similar o con mejores efectos que el agente antioxidante NAC, por lo cual se propone al

ICRP como una agente con efecto protector sobre las células estudiadas.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se midieron los efectos citotoxicos de la EPI, DOX y MTX en una
concentracion citotdxica 50 (CC50) y de 100 pg/ mL de LPS, sobre células de médula
6sea, bazo, PBMCs, leucocitos y células de microglia murina SIM-A9. Los efectos
citotoxicos se observaron con un aumento significativo del porcentaje de muerte celular
en las células tratadas con respecto al control sin tratamiento. Por otro lado, el
pretratamiento con 5 uM de QVD-Oph muestra una disminucion del porcentaje de muerte
celular. Ademas, se observd un incremento significativo en las células positivas a DCFDA
de médula dsea, bazo, leucocitos y la linea celular SIM-A9 evaluado por citometria de
flujo. Sin embargo, se observo una disminucion de células positivas a DCFDA cuando se
pretrato con 2.5 uM de NAC. También se observo que un estimulo menor, como una CCao
y SL de EPI, DOX, MTX y 100 pg/ mL de LPS, inducia una elevacion significativa de
células positivas a DAF de médula 6sea y SIM-A9 en todos los tratamientos y en células
de bazo y leucocitos solamente en el tratamiento con LPS. Nuestros resultados nos

sugieren la implicacién de ROS y caspasas sobre el efecto citotoxico del tratamiento con

EPI, DOX, MTX y LPS.

El IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) con una concentracion protectora de 0.25 U/ mL
indujo una disminucion del porcentaje de muerte inducido por el tratamiento de CCso de
EPL, DOX, MTX y 100 pg/ mL de LPS, esta disminucion es semejante a la producida por
el pretratamiento con el QVD-Oph. Por lo cual, estos resultados nos hacen inferir que el
ICRP pudiera prevenir la muerte celular a través de la regulacion de las caspasas. Por otro
lado, el tratamiento con ICRP disminuye significativamente la produccion de células
positivas a DCFDA de médula dsea, bazo y SIM-A9 ante un estimulo de dafio con CCso
de EPI, DOX, MTX y 100 png/ mL de LPS, esta disminucion fue mayor que al pretratar
con NAC, por lo que se infiere que el ICRP tiene un efecto antioxidante. Finalmente, el
ICRP en combinacién con dosis bajas de EPI, DOX y MTX (SL y CC20) promovid una
disminucién en células positivas a DAF de SIM-A9. Ante estos resultados se propone al
ICRP como una inmunoterapia capaz de reducir la produccion de ROS, ademas, como un
compuesto que protege a células de médula dsea, bazo y microglia del dafio ocasionado

por la epirrubicina, doxorrubicina y metrotexato.
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10. PERSPECTIVAS

e Se propone evaluar la produccion de citocinas proinflamatorias sobre células de
Médula Osea, Bazo y SIM-A9 ante un estimulo con concentraciones CCaoy SL de
Epirrubicina, Doxorrubicina y Metotrexato, asi como su combinacion con el ICRP.

e Se propone evaluar marcadores de activacion como Iba-1 y CD86 sobre la linea
celular SIM-A9 ante un estimulo con Epirrubicina, Doxorrubicina y Metotrexato,
asi como su combinacion con el ICRP.

e Se propone evaluar si el ICRP puede modular la produccion de citocinas
proinflamatorias de Médula 6sea y Bazo.

e Determinar si el ICRP puede modular el estado reactivo de la microglia con la
técnica de Medios Condicionados en los tratamientos de Epirrubicina,

Doxorrubicina y Metotrexato.
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