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RESUMEN

El deterioro cognitivo relacionado con la quimioterapia (CRCI, por sus siglas en inglés),
también llamado “chemobrain”, disminuye la calidad de vida del paciente con cancer. Se ha
descrito que los pacientes con cancer de mama son los mayormente afectados, sin embargo,
el mecanismo que conduce al CRCI no se ha dilucidado por completo. Investigaciones
recientes proponen a la microglia como el principal arquitecto de CRCI, ya que, al entrar en
contacto con quimioterapias se induce un estado reactivo en las células, promoviendo neuro
inflamacion. El objetivo de esta investigacion fue evaluar los efectos de dos farmacos
comunmente utilizados contra el cancer de mama, la ciclofosfamida (CTX) y la epirubicina
(EPI), en la linea celular de microglia SIM-A9, utilizando la linea celular 4T1 (cancer de
mama murino triple negativo). Nuestros resultados muestran que la CTX y la EPI inducen
citotoxicidad sobre células de microglia, siendo 5y 2 veces mas citotdxicos para este modelo
que para las células 4T1 de cancer de mama, respectivamente. Ambas quimioterapias inducen
dafio en el ADN vy la detencion del ciclo celular en células de microglia y cancer de mama.
Ademas, el potencial de membrana mitocondrial (A¥m) disminuye a medida que aumenta la
muerte celular, y ambas quimioterapias inducen la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en SIM-A9 y 4T1. Ademas, la activacion de caspasas aumenta con los
tratamientos y su bloqueo farmacolégico inhibe la muerte celular inducida por CTX y EPI.
Finalmente, bajas concentraciones de CTX y EPI inducen y-H2AX, y EPI induce la
liberacion de citocinas, la produccion de NO y la sobreexpresion de Iba-1. Este trabajo abre
pie al estudio del efecto inmunomoduladores como posibles agentes con potencial contra el
CRCI.
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ABSTRACT

Chemotherapy-related cognitive impairment (CRCI), also known as "chemobrain," decreases
the quality of life of cancer patients. It has been described that breast cancer patients are
mostly affected; however, the mechanism leading to CRCI has not been fully elucidated.
Recent research suggests microglia as the main architect of CRCI, as exposure to
chemotherapy induces a reactive state in cells, promoting neuroinflammation. The aim of this
research was to evaluate the effects of two commonly used drugs against breast cancer,
cyclophosphamide (CTX) and epirubicin (EPI), on the SIM-A9 microglial cell line, using the
4T1 cell line (triple-negative murine breast cancer). Our results show that CTX and EPI
induce cytotoxicity in microglial cells, being 5 and 2 times more cytotoxic for this model
than for 4T1 breast cancer cells, respectively. Both chemotherapies induce DNA damage and
cell cycle arrest in microglial and breast cancer cells. Furthermore, mitochondrial membrane
potential (A¥Ym) decreases as cell death increases, and both chemotherapies induce the
production of reactive oxygen species (ROS) in SIM-A9 and 4T1 cells. In addition, caspase
activation increases with treatments, and pharmacological blockade inhibits CTX- and EPI-
induced cell death. Finally, low concentrations of CTX and EPI induce y-H2AX, and EPI
induces cytokine release, NO production, and Iba-1 overexpression. This work paves the way

for the study of immunomodulatory effects as potential agents against CRCI.
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1. INTRODUCCION

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte entre las mujeres de
todo el mundo (American Cancer Society 2017). Los tratamientos incluyen principalmente
cirugia, radioterapia y quimioterapia. Dos agentes quimioterapéuticos comuinmente
utilizados son las antraciclinas y los agentes alquilantes, como la epirubicina (EPI) y la
ciclofosfamida (CTX) (Wu and Waxman 2015; Feng et al. 2016). La mayoria de las
quimioterapias inducen la muerte celular regulada (MCR), un mecanismo por el cual la célula
activa su propia maquinaria para autodestruirse (Galluzzi et al. 2018). Ambas quimioterapias,
EPI'y CTX, tienen mecanismos de accién similares que incluyen dafios en el ADN (Taymaz-
Nikerel et al. 2018), arresto del ciclo celular (Xiong et al. 2016), alteraciones mitocondriales
y estrés oxidativo(Prasad et al. 2010), en diferentes lineas celulares tumorales y algunas
lineas celulares no neoplésicas (Standish et al. 2008). Aunque las quimioterapias son
efectivas contra las neoplasias, también inducen efectos secundarios, al atacar tejido no
blanco de manera indiscriminada, induciendo néuseas, alopecia (Uchida et al. 2018),
hepatotoxicidad y cardiotoxicidad (Wu et al. 2016b), disminuyendo directamente la calidad
de vida del paciente. Las células del sistema inmune son frecuentemente dafiadas por los
tratamientos contra el cancer (Verma et al. 2016), ya sea en todo el cuerpo o en dérganos
especificos, como el higado, los pulmones y recientemente descrito, el cerebro (Matsos et al.
2017).

En este sentido, los estudios muestran que alrededor del 23% de los pacientes
sobrevivientes al cancer de mama, tratados con quimioterapia presentan deterioro cognitivo
(Cerulla et al. 2019). Se sabe que el deterioro cognitivo inducido por quimioterapia (CRCI,
por sus siglas en inglés) aparece tras el tratamiento quimioterapéutico de tumores no
relacionados con el sistema nervioso central (SNC), y estudios recientes proponen a la
microglia como principal artifice del CRCI (Gibson and Monje 2019). Las células de la
microglia son macrofagos residentes de tejido, que desempefian funciones vitales en el
sistema nervioso central (SNC), como el mantenimiento de la homeostasis, la liberacion de
factores neurotréficos y la proteccion contra patogenos. Debido a su naturaleza de
macrofagos, las celulas de la microglia producen citocinas y regulan la neuroinflamacion,
que se ha asociado a diferentes neuropatologias, como la enfermedad de Parkinson, la

enfermedad de Alzheimer y el deterioro cognitivo (McLeary et al. 2019). Estudios han
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demostrado una disminucion de la densidad de la materia blanca en pacientes después de la
quimioterapia, lo que ha llevado a aumentar la investigacion sobre la muerte celular en las
células del sistema nervioso central (Matsos et al. 2017). Se sabe también, que en presencia
de agentes quimioterapéuticos, las células de microglia pueden entrar en un estado reactivo,
capaz de promover inflamacion dentro de SNC y a su vez inducir citotoxicidad (Marques et
al. 2020). Aun existe una laguna en el conocimiento sobre la susceptibilidad de las células

del sistema nervioso central a las quimioterapias dirigidas a los tumores que no son del SNC.

El uso de agentes inmunomoduladores ha adquirido mucha importancia sobre SNC,
principalmente para lograr modular la desregulacion causada por quimioterapias (Gibson and
Monje 2021). EI IMMUNEPOTENT-CRP (I-CRP) es un extracto dializable de leucocitos
de bazo bovino que induce un aumento de citotoxicidad de agentes quimioterapéuticos
(Santana-Krimskaya et al. 2020), modula a células del sistema inmune activadas (Moisés A.
Franco-Molina 2011), e induce un efecto mieloprotector (Coronado-Cerda et al. 2016) y la

formacion de autofagosomas en diversas lineas celulares (Reyes-Ruiz et al. 2021).
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto protector e inmunomodulador del I-CRP

en el dafo inducido por quimioterapias para proporcionar pruebas que apoyen el uso de

agentes inmunomoduladores en el tratamiento para pacientes con cancer.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizado por el crecimiento
descontrolado de células anormales, sobrepasando sus limites habituales e invadiendo otros
tejidos u organos. Muchas de estas lesiones pueden ser causadas por factores exdgenos o
endogenos (National Cancer Institute 2020). EI cancer se puede originar en cualquier tejido,
comenzando cuando las células crecen descontroladamente sobrepasando en numero a las
células sanas, lo cual dificulta el correcto funcionamiento del organismo (American Cancer
Society 2017).

La carcinogénesis se presenta en distintas etapas, comienza con un dafio a nivel del
ADN, al que se le conoce como iniciacion. Posteriormente las células que contienen el dafio
dan forma a una expansion clonal selectiva con el mismo dafio que mantiene la célula
original, con alteraciones genéticas y los protooncogenes que dan lugar a oncogenes, en esta
etapa los genes supresores de tumores no funcionan de manera adecuada. La conversion
maligna genera un fenotipo agresivo, con alta proliferacion celular, supervivencia celular,
resultando en esta etapa una mayor resistencia a la quimioterapia. Posteriormente, se presenta
una caracteristica mas agresiva: la metastasis, durante la cual las células malignas encuentran
la salida a otros tejidos para invadirlos y por ultimo, generar un proceso cancerigeno

generalizado.

Actualmente se manejan diferentes alternativas para el tratamiento de cancer, una de
las primeras opciones que surgieron fueron las quimioterapias, agentes quimicos que tratan
de eliminar las células que se comportan de manera aberrante. Estos interfieren en acciones
metabolicas fundamentales para la supervivencia de la célula, sin embargo, en muchas
ocasiones la citotoxicidad de estos agentes es muy alta y dafian a tejidos en los que estos
agentes llegan de manera inespecifica e interfieren con su funcionamiento. Esa es una de las
razones por la cual es urgente desarrollar mejores tratamientos, que no solo sean mas eficaces

contra el cancer si no que de igual manera sean menos dafiinos contra tejidos no blanco.
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2.2 Cancer de mama

El cancer de mama es la causa més frecuente de defuncion en mujeres en México.
Cada nueve minutos se detecta un nuevo caso y existen mas de 60 000 mujeres de 14 afios y
mas con este padecimiento. EI Programa de Accién Cancer de Mama de la Secretaria de
Salud indico que el rango de edad predominante de las mujeres con esta neoplasia se amplio
a partir de 2006, pasando de 45 a 60 afios, al de mujeres de 14 afios y mas. Asimismo, se ha
convertido en la principal causa de decesos por procesos tumorales, superando al carcinoma

cérvico uterino a partir de dicho afio hasta la fecha (INEGI 2021).

El comportamiento del cancer de mama en un periodo tan corto lo ha convertido en
uno de los principales problemas de salud publica, ya que puede afectar a un importante rango
de la poblacion femenina en edad productiva (20 a 59 afios). La tasa de incidencia de cancer
de mama en México es de74 18.55 sobre 100 mil de 20 afios 0 méas habitantes segin la

Direccion General de Epidemiologia (DGE).
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2.3 Clasificacién molecular del cAncer de mama

Incidencia de cancer de mama en la poblacién de 20 afios y mas por sexo
2010 a 2019

(Por cada 100 mil personas de 20 afios y mas de cada sexo)
35.24

31.65
28.31 29.60

26.75 27.94 27.71

[ree] _[1855]
m 15.32 15.61

pa}—h1—fso}—fsr—h s }l—f s }—fp0}—f 31— —p42]

2010 201 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
= ==T0tal «= ==Hombres Mujeres

26.28

23.83
22.98

Nota: Se utiliz6 la Clasificacién Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud
(CIE-10), cédigo C50. Excluye casos con edad no especificada.
Fuentes: SALUD, Direccion General de Epidemiologia (DGE). (2021). Anuarios de Morbilidad 1984-2019.
CONAPO (2018). Proyecciones de la Poblacién de México y de las Entidades Federativas, 2016-2050.

Figura 1. Epidemiologia del cancer de mama entre hombres y mujeres de mas de 20 afios en el territorio nacional
(INEGI 2021).

Dentro de las clasificaciones que existen para cancer de mama, una de las mas Utiles
es la clasificacion molecular, la cual consiste en analizar la presencia o ausencia de receptores
particulares que predicen la posible respuesta hacia algin tipo de terapia. Segun la
clasificacion molecular, el cancer de mama se divide en cuatro subtipos, dentro del que esta

el luminal A, luminal B, basal y el triple negativo.

La clasificacion esta dada por el receptor de estrogenos (RE), por el receptor de

progesterona (RP), y el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.
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Subtipo Aproximacion inmunohistoquimica

RE", RPr, HER-2-
Expresion Ki67 alta
EGFR*
CK5-6 CK14y 17

HER-2 + 10-15 RE, RPr, FER-2*

Basal 15-20

RE*, RPr*, HER-2-

Luminal A 40 Ki67< 14%

RE”*, RPr+, HER-2"+

Luminal B 20 Ki67> 14%

Tabla 1. Subtipos moleculares de cancer de mama. (Tomado y modificado de INCAN 2014).

El subtipo Luminal A es el mas comun (67% de los tumores) y esta caracterizado por
una alta expresion de genes relacionados con los receptores hormonales y una baja expresion
de genes relacionados con la proliferacion celular. Por otro lado, el subtipo Luminal B
muestra niveles mas bajos de receptores de estrogeno y niveles elevados de genes
relacionados con la proliferacion. Ambos subtipos tienen un pronoéstico favorable, aunque el
Luminal B tiende a tener un pronostico ligeramente peor debido a diferencias en la respuesta
al tratamiento, ya que muestra una menor expresion de receptores de estrogeno. Ambos
subtipos se tratan con hormonoterapia. El subtipo basal/mioepitelial se identifico por su
patron de expresion inmunohistoquimica, demostrando la presencia de citoqueratinas de alto
peso molecular en las células mioepiteliales. Representa entre el 2 y el 18% de todos los
canceres de mama y se conoce como triple negativo debido a su falta de expresiéon de
receptores de estrdgeno, receptores de progesterona y HER2/neu. Este subgrupo expresa
genes asociados con células mioepiteliales y su inmunofenotipo se caracteriza por la
presencia de CK5, CK17, c-kit (una tirosina quinasa del epitelio mamario), factores de

crecimiento de hepatocitos e insulina, calponina 1, caveolina y laminina (Nair et al. 2016).
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Mioepitelial (Basal)

CKS, 6, 14, 17
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Figura 2. Subtipos de cancer y sus marcadores. (Tomado de Imigo F, et al. 2011).

2.4 Tratamientos del cancer de mama

Existen diferentes tratamientos para combatir el cancer de mama, algunos fisicos
como cirugias y radioterapias, algunos otros quimicos como quimioterapias y terapias
hormonales, entre otras. Cada una de ellas tienen ventajas y desventajas pero conjuntan en el

punto de necesitar (la mayoria de las veces) un esquema que integre terapias adyuvantes.

La cirugia oncoplastica de mama representa un enfoque conservador del tratamiento que
permite la extirpacion amplia del tumor sin comprometer la apariencia natural de la glandula
mamaria. El principal factor limitante es la cantidad de tejido extirpado, que debe

considerarse en funcion de la localizacion y el tamafio del tumor.

La quimioterapia debe ser prescrita y supervisada por un oncélogo medico en un entorno
adecuado, con la asistencia de una enfermera especializada en oncologia y administracion de
quimioterapia. Se deben proporcionar antieméticos para reducir la toxicidad gastrointestinal,
asi como factores estimulantes de la médula Gsea para prevenir o tratar la neutropenia. Los
esquemas se basan principalmente en antraciclinas debido a su beneficio en la supervivencia
libre de enfermedad y en la supervivencia global en comparacion con esquemas anteriores
como el CMF (de acuerdo con la American Society of Clinical Oncology). En el caso de
pacientes con tumores triple negativos (negativos para HER-2 neu, receptores de estrogeno

y receptores de progesterona), se recomienda actualmente el uso de los mismos esquemas
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mencionados anteriormente, ya que no hay evidencia hasta el momento que sugiera otros
regimenes o farmacos.

Los esquemas mas utilizados son los siguientes:

5- Fluoracilo, Antraciclina, Ciclofosfamida (FAC) o 5-Fluoracilo, Etopdsido,

Ciclofosfamida (FEC) seguido de paclitaxel semanal.

FEC seguido de docetaxel.

Antraciclina, Ciclofosfamida seguido de paclitaxel.

Tamoxifeno, Antraciclina, Ciclofosfamida.

Tamoxifeno, Ciclofosfamida.

Dosis densas de Antraciclina, Ciclofosfamida, seguido de dosis densas de paclitaxel.

Dosis densas de Antraciclina, Ciclofosfamida, seguido de paclitaxel semanal

Tabla 2. Esquema terapéutico para cancer de mama. (Tomado de INCAN, 2014).

2.5 Epirrubicina

Las antraciclinas son antibidticos con actividad antitumoral. Mantienen una estructura
anular tetraciclica unida a daunosamina, la cual se encuentra unida a anillos adyacentes de
quinona e hidroguinona, que permiten la ganancia y pérdida de electrones. EI mecanismo
principal de accién de la epirrubicina es intercalarse con el DNA y afectar directamente su
transcripcion y replicacion (Figura 4). Se une al DNA de una manera especifica que evita que
se una el homodomio de helicasa y la topoisomerasa Il, lo que evita un correcto
procesamiento del material genético y esto a ser censado por el p53 que llevara a la célula a
la apoptosis por la via intrinseca. Los mecanismos de reparacion de rupturas de doble cadena
de DNA sensibilizan a las células a dafios, en tanto que la expresion excesiva de la reparacion

del DNA ligada a la transcripcion puede contribuir a la resistencia.
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Figura 3. Mecanismo de muerte de la epirrubicina descrito para células HelLa (tomado de Yu-Li Lo, Wajen
Wang. 2013).

Debido a sus grupos quinolona, las antraciclinas han probado ser capaces de inducir
la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que atacan a tejidos sin discriminar
entre neoplasico o sano. Estas, se expulsan de las células por miembros de la familia de

transportadores MRP (Taymaz-Nikerel et al. 2018) .

Se ha demostrado que la presencia de autofagosomas vuelve resistentes a las células
triple negativas de cancer de mama a las antraciclinas, ya que al inhibir los autofagosomas,

se aumenta su citotoxicidad (Chittaranjan et al. 2014).

Como todas la quimioterapias, la epirrubicina produce efectos adversos para los
pacientes, tal es el caso de la citotoxicidad cardiaca, esto por la acumulaciéon de hierro
intracelular en dosis mayores de 200 mg/m3 de epirrubicina. Esto podria generar una

25



peroxidacién de la cardiolipina y liberacién de citocromo C de la membrana mitocondrial

interna.

Se ha planteado una posible disminucion en la expresion del mensajero que codifica
para el receptor de Ca?* - ATPasa del reticulo sarcoplasmico, que resulta en una disminucion
de la contractibilidad del musculo cardiaco, lo que puede generar, arritmias, necrosis del

tejido, infarto al miocardio, entre otras complicaciones (Figura 5).

La exposicion a epirrubicina en tratamientos prolongados, genera dafio en el mMtDNA
resultando en una alteracion en la cadena de transporte de electrones por una dismuncion de
la actividad peroxidasa de glutation cardiaca (GSHPx). La presencia de ROS parece ser la
responsable de otros defectos en la cadena de transporte de electrones, y a la liberacién del
citocromno C de la mitocondria, llevando a la célula a apoptosis (Vakifahmetoglu-Norberg
etal. 2017).
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Figura 4. Cardiotoxicidad mediada por antraciclinas (Tomado de Rev. Esp. Cardiol. 2017).

Tomando en cuenta que se puede generar una mielosupresion severa dependiente de
dosis y la cardiotoxicidad, es importante evaluar la posibilidad de emplear agentes
adyuvantes que generen un efecto sinérgico con esta terapia para reducir su dosis (Gorini et
al. 2018).
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2.6 Ciclofosfamida

La ciclofosfamida es un agente alquilante activado por CYP2B en el higado, lo que genera

cambios conformacionales en la molécula.
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Figura 5. Metabolismo de la ciclofosfamida (Tomado de Ching Tia-Leng et al. 1997).

La hidroxiciclofosfamida y su taumtomero aldofosfamida se transportan a las células
tumorales por circulacién, donde la aldofosfamida se segmenta espontaneamente y genera
fosfamida mostaza y acroleina. La fosfamida mostaza es el complejo activo antitumoral y al
parecer la acroleina se encuentra ligada a la mayoria de los efectos secundarios de esta. La
fosfamida mostaza genera enlaces covalentes por alquilacién con nucledfilos. EI &tomo de
nitrégeno 7 de la guanina es susceptible a la formacion de enlaces covalentes, lo que
representa un blaco particular para realizar su funcién. De igual manera forma enlaces con el
atomo 6 de la guanina, el atomo nitrégeno 3 de la citocina, nitrégeno 1 y 3 de la adenina
(Jeelani et al. 2017).

El mecanismo de muerte celular, implica el reconocimiento por p53 del DNA que se

encuentra dafiado, bloqueando el ciclo celular en la fase G1/S, y desencadenando la apoptosis
(Figura 7).
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Figura 6. Mecanismo de accién de la ciclofosfamida (Tomado y modificado de Ahlmann M, Hempel G.
2016).

Dependiendo de la dosis, la ciclofosfamida afecta a los tumores por via citotoxica
directa o por aumento de la actividad inmunogénica anti-tumoral. Administrar ciclofosfamida
en altas cantidades es tdxico, dado a su actividad como agente alquilante, que lleva a la
inhibicion de la replicacion del DNA y a la apoptosis de células tumorales y de células
linfoides. Este efecto citotoxico en células linfoides es observado en células en division, asi
como en células en reposo. Sin embargo, haciendo un lado sus acciones quimioterapéuticas
potentes, la ciclofosfamida ha ganado atraccion como un tratamiento inmunosupresor en
muchos trasplantes alogénicos de células madre. Incluyendo a la ciclofosfamida en
regimenes para trasplantes haploidénticos que son realizados para tratar malignidades

hematoldgicas, este, puede sobrepasar el rechazo inmunogénico (Wu and Waxman 2015).
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La dosis, el tiempo y la secuencia de la administracion de la ciclofosfamida puede
llevar a una deplecion no especifica de células inmunes para posteriormente ser usado como
agente linfodepletante antes de administrar una terapia celular adoptiva, condicionando a los
pacientes antes del trasplante de células madre asi como situaciones quimioterapéuticas que
puedan ayudar en neoplasias linfoproliferativas. Por otro lado, las dosis bajas de
ciclofosfamida pueden tener efecto antitumorales que aumenten la respuesta inmunoldgica
(Schiavoni et al. 2011).

La ciclofosfamida puede promover la infertilidad, debido a su capacidad de intervenir
con la ovogeénesis y la espermatogénesis y esta es irreversible. La cistitis hemorrégica, esta
dada por la fosforamida mostaza circulante en las nefronas y la incapacidad de estas de
desecharla de manera correcta. Su capacidad de permear barrera hematoencefalica ha
demostrado generar afecciones neurolégicas como la pérdida de memoria a corto plazo,
emésis poco controlable y genera un perfil de inflamacion crénica cerebral (Emadi Ashkan
et al. 2016).

2.7 Las quimioterapias y su correlacidn con el sistema inmune.

Actualmente se conoce que los pacientes que se encuentran en tratamiento
quimioterapéutico pueden presentar una disminucion en las capacidades del sistema inmune
debido a la citotoxicidad no blanco inducida por el agente quimico, haciéndolo mas
susceptible a infecciones (Wijayahadi et al. 2007). Sin embargo, se sabe que algunos tipos
de quimioterapias pueden ayudar a controlar el microambiente tumoral, como es el caso de
la ciclofosfamida (Wu and Waxman 2015).

Dosis bajas de ciclofosfamida son efectivas para tratar tumores en ratones
Inmunocompetentes pero no en ratones desnudos, indicando que el efecto de las dosis bajas
de ciclofosfamida estdn mediadas por el sistema inmunoldgico, en donde dosis altas de
ciclofosfamida llevan a respuestas antitumorales en ambos tipos de ratones. Dosis altas de

ciclofosfamida tienen un impacto importante en el decremento de linfocitos infiltrantes de
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tumor, donde dosis bajas de ciclofosfamida muestran una mayor infiltracion en los tumores

(Eid et al. 2016) (Figura 8).
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Figura 7. Mecanismo de inmunomodulacién dependiente de dosis de la ciclofosfamida (Tomado de Abud Eid

et al. 2016).

A dosis bajas se ha demostrado que la ciclofosfamida disminuye el nimero de
funciones y de poblacién de linfocitos Treg, algunos autores creen que esto es debido a la

inhibicion del Foxp3 o la pérdida de funcion de este, sin embargo, puede ser un proceso

metabdlico el cual este afectando directamente a la célula (Figura 9) (Abud Eid et al. 2016).
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Figura 8. Efecto de la disminucion de la funcién y nimero de Linfocitos Treg y modulacién de otras
células del sistema inmune a dosis bajas (Tomado de Abud Eid et al. 2016).

Tomando en cuenta que el efecto de las dosis bajas de ciclofosfamida reduce en
cantidad considerable las funciones de los linfocitos T reguladores, se ha reportado un
incremento del nimero de las células supresores derivadas de mieloides en el microambiente
tumoral. Se ha especulado que este fendmeno es debido al incremento de mediadores de
inflamacion, como GM-CSF, IL1b, IL-5, IL-10, IFN y TNF. Este efecto colabora con su

accion antitumoral inmunogénica.

La epirubicina se emplea hoy en dia como una alternativa al tratamiento con otras
antraciclinas como la DOX, dada a su menor citotoxicidad, sin embargo, se han demostrado
casos en donde el paciente presenta cardiopatias derivadas del tratamiento con EPI (Conte et
al. 2000), de igual manera, se cree que este efecto podria estar potenciado por un aumento de
proteinas pro-apoptdticas en diferentes tejidos del cuerpo (Peng et al. 2020), a lo que la
mayoria de los autores concuerda, que si bien es una buena alternativa con menores efectos
secundarios, es importante monitorear la progresion de los pacientes en tratamiento, sin dejar
de lado esta consecuencia que se ha descrito permanente y en algunos casos mortal
(McGowan et al. 2017).

Algunas otras quimioterapias son capaces de inducir muerte celular inmunogénica,
debido al estrés celular causado por el agente quimico que desencadena la respuesta
inmunitaria antitumoral mediante la liberacion/exposicion de patrones moleculares
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asociados al dafio (DAMPS) de las células tumorales y la promocion del campo de liberacion
de quimiocinas y citocinas (Galluzzi et al. 2015). De los principales DAMPs expuestos o
liberados incluyen la translocacién de calreticulina (CRT) en la membrana, el grupo de alta
movilidad liberacién de caja 1 (HMGBL), translocaciéon de proteina de choque térmico
(HSP), secrecion de trifosfato de adenosina (ATP) e interferon tipo 1 (IFN). La
liberacion/exposicion de DAMPS promueve que las células inmunes puedan viajar de manera
quimiotactica al sitio del tumor y reconozcan las células cancerosas para generar el
reconocimiento del antigeno y su posterior procesamiento para erradicar el campo tumoral
(Vankerckhoven et al. 2021). De igual manera, la quimioterapia produce estrés celular, si
este estimulo no es suficiente para causar la muerte puede provocar el expresion de moléculas
pro-apoptoticas involucradas en células inmunes como Fas, también receptores de ligandos
inductores de apoptosis que estan relacionados con el factor de necrosis tumoral (TNF), asi
como también es capaz de aumentar ROS en células diana y no diana. Este efecto que tiene
la quimioterapia promueve la activacion de la respuesta inmune de manera efectiva contra

las células cancerosas (Blaser et al. 2016).

Las antraciclinas estan ampliamente reportadas como inductores de muerte celular
inmunogénica (Feng et al. 2016)(Gebremeskel and Johnston 2015) sin embargo,
particularmente la EPI, se ha demostrado que posee un potencial inmunogenico mediante la
liberacion de HMGBZ1(Arnold et al. 2013), ademas se demostrd su capacidad para inducir
liberacion de ATP y la formacion de autofagosomas en células tumorales (Reyes-Ruiz et al.
2021).

La doxorubicina, ha demostrado tener un potencial proinflamatorio en interaccion con
células del sistema inmune, particularmente con células del SNC, como lo son las células de
microglia, en donde al interactuar con este agente quimioterapéutico, se induce un estado
senescente capaz de producir citocinas pro-inflamatorias, iniciando un proceso de

neuroinflamacién (Marques et al. 2020).

2.8 Comunicacion cruzada entre sistema inmune central y microglia.
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En condiciones homeostaticas, el sistema nervioso central se considera como un sitio
inmunol6gicamente privilegiado y su entorno esta 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
microglial La NVU acttia 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,
microglia, astrocitos, oligodendrocitos y progenitores NG2-glia (Lécuyer et al. 2016). La
microglia son células inmunocompetentes y fagociticas del sistema nervioso que no se
originan en el tejido ectodérmico como todas las demas 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 inflamacién que pueden difundirse a través de la membrana

hematoencefalica (Dingezweni 2020).

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 e iones,
participacién en la sinapsis tripartita asi como la contribucién al mantenimiento de la barrera
hematoencefalica (Sofroniew and Vinters 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, es por lo que se

debe tener en consideracion a este tipo de células en neuropatias. (Lee and Kim 2020)

2.9 Interaccidn entre sistema inmune periférico y el Sistema Nervioso Central (SCN)

La interaccion entre el sistema inmune periférico y la microglia se ha descrito en la esclerosis

lateral amiotrdéfica y en un conjunto de condiciones neurodegenerativas, y aunque el

33



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 comunicacion bidireccional entre el cerebro y el sistema
inmunoldgico periférico a través de la barrera hematoencefdlica 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 neurotéxicas. El transporte endotelial esta
estrictamente regulado a través de interacciones con astrocitos, pericitos, microglia y la
membrana basal, que juntos forman una unidad neurovascular que constituye la barrera
hematoencefalica. (Uchida et al. 2018). Cuando existe una infeccion o inflamacion periférica
aumenta la permeabilidad de la barrera hematoencefélica estos datos son reportados en
modelos de neuroinflamacion animal de la enfermedad de Alzheimer (Lee 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, enfermedad de Huntington, entre otras, esto después
de infecciones sistémicas (Neher and Cunningham 2019) (Vieira and Gamarra 2016). 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 estimulacion 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 macréfagos perivasculares y las células endoteliales de las vénulas cerebrales
(Gensel and Zhang 2015).

2.10 Neuroinflamacion
La neuroinflamacién es un mecanismo de defensa inherente del huésped para proteger y

restaurar la estructura y funcion normal del cerebro contra infecciones y lesiones, en las
enfermedades neurodegenerativas, la inflamacién inicialmente elimina la infeccién para

controlar la gravedad y la progresion de la enfermedad favoreciendo la recuperacion de las
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neuronas lesionadas, sin embargo, esta inflamacion puede ser perjudicial ya que induce y/o
agrava la neurodegeneracion en el sistema nervioso central (Guadagno et al. 2013). 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 (Yuste et al. 2015). La evidencia
reciente respalda la idea de que los procesos neuroinflamatorios que involucran células
inmunes, células gliales y células neuronales son cruciales y fundamentales para comprender
el origen o patogénesis de una enfermedad. Ademas, 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 9. Regulacidn paracrina y autocrina de la BBB durante la homeostasis y la inflamacion (Marc-André
Lécuyer, 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 a la muerte celular, 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 citoquinas y ROS, lo que puede activar a las células inmunitarias
periféricas, residentes de tejido del higado y cerebro (Du et al. 2021). El sistema nervioso

central esta protegido por la barrera hematoencefalica, sin embargo, algunas quimioterapias
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aumentan la produccion de TNF- a, IL-6, MCP-1 y ROS que pueden atravesar la BBB e
interactuar directamente con el cerebro, provocando apoptosis, necroptosis, activacion de
células de la microglia, astrocitos y oligodendrocitos. Estos procesos ocasionan el aumento
la neurotoxicidad y neuroinflamacién que se dirige a una neurodegeneracion y senescencia
celular. (Monje and Dietrich 2012)(Frank et al. 2019)

Existen otras enfermedades caracterizadas por inducir un perfil pro-inflamatorio,
comprometiendo el funcionamiento del SNC, como la enfermedad por coronavirus de 2019
(COVID-19), que es una enfermedad infecciosa causada por el sindrome respiratorio agudo
severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), este es un virus ssSRNA envuelto y de deteccion
positiva que se caracteriza por su morfologia en forma de corona que afecta el sistema
respiratorio humano varian de condiciones leves a severas (Georgiev 2020). La COVID-19
causada por el SARS-CoV-2 es una enfermedad de emergencia de salud publica mundial de
importancia internacional, el sello distintivo de la patogénesis es la tormenta de citocinas con
niveles elevados de interleucina-6 (IL-6), IL-1p, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), y
factor estimulador de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF)(Wu and Yang 2020).
La COVID-19 puede causar neumonia grave y trastornos neurologicos, como accidente
cerebrovascular, dafio a la unidad neurovascular, alteraciones de la barrera hematoencefélica,
citocinas proinflamatorias intracraneales elevadas y dafio de las células endoteliales en el
cerebro (Cevik et al. 2020). La COVID-19 puede inducir la neuroinflamacién, por lo que el
SARS-CoV-2 puede activar monocitos / macrofagos, células dendriticas, células T,
mastocitos, neutréfilos e inducir una tormenta de citocinas en el pulmén que puede entrar al
torrente sanguineo y llegar a diversos 6rganos como el cerebro ocasionando neurotoxicidad
y neuroinflamacion. (Merad and Martin 2020)(Steardo et al. 2020)(Cevik et al. 2020).

2.10 Neurodegeneracion y Patologias asociadas

La edad, infeccién y la inflamacidn sistémica de cardcter agudo o crénico son circunstancias
que puede 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 pérdida de neuronas en el

sistema nervioso central (SNC), estas incluyen la enfermedad de Alzheimer (EA), la
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enfermedad de Parkinson (EP) y la esclerosis multiple (EM) (Santos and Pyter 2018). La
enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo mas comdn en todo el
mundo, y su principal manifestacién clinica es la demencia progresiva (Pang et al. 2018). Se
caracteriza por la incapacidad de formar nuevos recuerdos, lo que refleja la disfuncién del
sistema de memoria episédica. 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 demostré que la microglia activada esta
presente en regiones del cerebro donde hay deposicion AP y pérdida neuronal, que culmina
en deterioro de la memoria (Plaza-Zabala et al. 2017). Los datos publicados mostraron que
la administracién crénica de LPS produjo deterioro de la memoria espacial en ratones
Sprague Dawley y ratas Fisher (Carla Ribeiro Alvarez Batista, 2019).

Otra patologia asociada a la neuroinflamacion es la enfermedad de Parkinson (EP),
caracterizada por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra pars
compacta (SNpc), lo que resulta en un trastorno del movimiento (Plaza-Zabala et al. 2017).
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. (Yuste et al.
2015)

2.11 Deterioro cognitivo asociado a la quimioterapia

El deterioro cognitivo asociado a la quimioterapia o también llamado “Chemobrain”
o “chemofog” es una afeccion causada por el tratamiento con agentes quimioterapéuticos,
que presenta una cantidad considerable de sintomas, donde se encuentran déficits de
atencion, pérdida de memoria a corto plazo, deficiencia de lenguaje, entre otras (Monje and
Dietrich 2012).

Las causas ain no se encuentran bien descritas, sin embargo distintos mecanismos se
han propuesto, uno de ellos la activacion de las células de la microglia (Gibson and Monje
2019).
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La microglia se encuentra bien integrada en la red neuronal glial de un sistema
nervioso central sano. Esta distribuida en todas las regiones del cerebro y la variacion de
densidades entre materia blanca y gris es de aproximadamente 5%. La morfologia de estas
células en reposo es caracterizada por ser muy pequefia con una forma un tanto redondeada.
En condiciones normales, las células de la microglia no intervienen en los procesos
neuronales y estos se mantienen estables. Una vez que se da el reconocimiento de un agente
patogeno o cualquier estimulo inflamatorio, la microglia puede activarse y volverse efectora.
Estas observaciones estan dadas por un nimero amplio de receptores, como los receptores
tipo-Toll, receptores basurero y algunos otros receptores de citocinas y quimiocinas (Gensel
and Zhang 2015)

Gibson E, y colaboradores demostraron que el uso de metotrexato, un agente
quimioterapéutico, genera anormalidades en oligodendrocitos y en su dinamica celular,
debido a una reduccion de mielina en sus vainas y esto se encuentra a muchos déficits de
comportamiento como velocidad de reaccion baja, ansiedad, y defectos cognitivos
persistentes. Sorprendentemente mostraron que estos defectos eran muestra del dafio
asociado a la quimioterapia en el microambiente cerebral, una alteracion en la maduracion
de los oligodendrocitos. Al parecer estos efectos eran mediados por la microglia, ya que
deplecién farmacolégica de la microglia corregia el dafio causado por el metotrexato,
directamente la maduracion de los oligodendrocitos y la presencia de mielina en las vainas
asi como todos los déficits de comportamiento asociados a este fairmaco. Todo parece indicar
que la activacién de la microglia y la produccién de citocinas pro inflamatorias,
particularmente el TNF, IFN y NOS como una triada citotoxica, generan estos efectos. Por
lo tanto el uso de un agente inmunomodulador en presencia de quimioterapia podria tener un
efecto muy interesante (Gibson et al. 2019)(Gibson and Monje 2019)(Geraghty et al. 2019).

La reutilizacion de farmacos es una tendencia creciente en el descubrimiento de farmacos,
esto significa encontrar nuevas aplicaciones terapeuticas 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 (El-
Agamy et al. 2018). Recientemente ha aumentado el interés en la reutilizacion de farmacos,

especialmente en nuevas terapias de combinacion, o en enfermedades con una necesidad

38



clinica insatisfecha, como las enfermedades huérfanas y desatendidas. La ventaja es la menor
necesidad de inversion en el descubrimiento y optimizacién de farmacos, asi como en
estudios de seguridad y farmacocinética, ya que los perfiles de los farmacos reutilizados ya
estan establecidos (Wen et al. 2017). 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 inmunomoduladoras y

antioxidantes que puedan reducir el CRCI (Briones and Woods 2011; Wen et al. 2017).
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3. JUSTIFICACION

Los agentes quimioterapéuticos son capaces de inducir citotoxicidad sobre células
tumorales, sin embargo, estos no lo hacen de manera selectiva, Unicamente en estas células.
Hoy en dia existen un gran nimero de reportes que apuntan a que las quimioterapias son
capaces de inducir diversos efectos negativos sobre tejido no blanco y particularmente, sobre
el sistema inmune, induciendo citotoxicidad, desregulacion y en algunos casos deplecion.
Ademas, recientemente se ha descrito que las quimioterapias pueden inducir efectos
negativos sobre el sistema nervioso central como un aumento del estrés oxidativo y
promocion del fenotipo de neuroinflamacion llevando a una pérdida de la homeostasis,

comprometiendo su funcionamiento.
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4. HIPOTESIS

La epirrubicina (EPI) y ciclofosfamida (CTX) inducen un efecto citotoxico y proinflamatorio

sobre células de microglia.
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5. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto citotoxico y proinflamatorio de la epirrubicina (EPI) y ciclofosfamida

(CTX) sobre células de microglia.

5.1 Objetivos especificos

1. Evaluar el mecanismo citotéxico inducido por EPl y CTX sobre células de
microglia.
2. Analizar el efecto pro-inflamatorio inducido por EPl y CTX sobre células de

microglia.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Lineas celulares y su mantenimiento.

6.1.1 Cultivo de células

Se obtuvieron células de microglia murina SIM-A9 (ATCC® HTB-22™) y cancer de
mama murino 4T1 (ATCC® HTB-26™) de la American Type Culture Collection (ATCC) y
se cultivaron en DMEM-F12 completo 0 RPMI para 4T1 y se cultivaron de forma rutinaria
siguiendo las instrucciones de la ATCC. Las células se mantuvieron en una incubadora

humidificada que contenia CO2 al 5 % a 37 °C.

6.1.2 Condiciones de tratamiento

Las células se mantuvieron en DMEM-F12 y RPMI-1640 complementado con suero
fetal bovino (FBS) al 10 % y penicilina-anfotericina-estreptomicina al 1 % (GIBCO by Life
Technologies, Grand Island, NY) denominado DMEM-F12 completo o RPMI. La
epirubicina (Farmorubicin RD®), EPI, se adquiri6 de Pfizer (Ciudad de México, México) y
se disolvié en agua estéril. La ciclofosfamida (Cryofaxol®), CTX, se adquirié de
Cryopharma (Tlajomulco de ZUfiga, Jalisco, México) y se disolvié en DMEM-F12 completo
0 RPMI. Todas las soluciones madre se envolvieron en papel de aluminio y se almacenaron
a-20 °C.

6.1.3 Evaluacion de viabilidad celular

La pérdida de la viabilidad celular se determin6 con Alamar blue (prueba de
resazurina). Las células (5x10%) se sembraron en microplacas de 96 pocillos de fondo plano
y se expusieron a diferentes concentraciones de EPl 'y CTX durante 24 h. De acuerdo con las
instrucciones del fabricante, se agregaron 20 pL de solucion de resazurina (0.15 mg/mL,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a cada pozo y se incubaron durante 4 horas a 37 °C, luego de
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lo cual se midi6 la fluorescencia a 590 nm utilizando un lector de microplacas (Varioskan
Lux, Thermofisher®).

6.1.4 Andlisis de muerte celular

Para la induccién de la muerte celular, se sembraron 5x10* células en placas de 24
pocillos (CORNING). Las células se trataron con las concentraciones indicadas de EPI o
CTX y se incubaron durante 24 horas a 37°C. A continuacion, las células SIM-A9 se
despegaron utilizando una solucion de glucosa (1 mg/ml), EDTA (1 mM) y EGTA (1 mM)
recomendada por la ATCC para SIM-A9 y se utilizé tripsina (GIBCO) para las células 4T1.
Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en 100 pl de buffer de
union anexina (HEPES 100 mM pH 7.4, NaCl 1.4 My CaCl, 25 mM) tifiendo las células con
anexina-V-APC (0.1 pg/ml, BD Biosciences). A continuacion, las células se evaluaron con

un citémetro de flujo BD Accury 6 y se analizaron con el software FlowJo.

6.1.5 Evaluacion de y-H2AX, p53 'y p16.

Las células se sembraron (2x10°) en placas de 6 pocillos (CORNING) y se incubaron
después del tratamiento con una concentracion citotoxica de 50 (CCsp) durante 24 horas.
Después de la incubacion, las células se separaron, se lavaron con PBS y se fijaron con
metanol al 80 % (PBS al 20 %) y se almacenaron durante la noche a -20 °C. Posteriormente,
las células se lavaron con buffer FACS con 2% SFB y luego se rehidrataron con buffer FACS

con 10% SFB y se colocaron a 4 °C durante 30 minutos.

Para la evaluacion de y-H2AX, p53y p16, el anticuerpo monoclonal de raton ab26350
[9F3] contra gamma H2A.X (fosfo S139. Abcam, Cambridge, Reino Unido), anticuerpo sc-
126 DO-1 (Santa Cruz, TX, EE. UU.) o p1l6 INK4a (ab108349), respectivamente, se
incubaron en tampon FACS al 2 % en agitacion constante durante 1 hora y se lavaron con
buffer FACS al 2 %. Posteriormente, se afiadié un anticuerpo secundario Alexa Fluor 488
(ab150077) para y-H2AX y pl16 o Alexa Fluor 488 (A11001. Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.) para p53 en agitacion constante durante 30 minutos y se lavo con
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FACS con 2 % SFB. Por ultimo, las células se evaluaron con un citometro de flujo BD

Accury 6y se analizaron como se mencion0 anteriormente.

6.1.6 Andlisis del ciclo celular

Se incubaron 2x10° células en placas de 6 pocillos (CORNING) con las
concentraciones indicadas de EP1 o CTX durante 24 h. A continuacion, las células se lavaron
y fijaron en etanol al 70 % (PBS al 30 %). Las células se lavaron de nuevo y la distribucion
del ciclo celular se determiné mediante tincion con yoduro de propidio (Pl) de ADN. Las
c€lulas se trataron simultdneamente con 25 pg/mL de PI y 50 pg/mL de RNasa a 37 °C

durante 20 min.

6.1.7 Analisis de degradacién del ADN

Se incubaron 2x10° células en placas de 6 pocillos (CORNING) con las
concentraciones indicadas de EP1 o CTX durante 24 h. A continuacion, las células se lavaron
y fijaron en etanol al 70 % (PBS al 30 %). Las células se lavaron de nuevo y la distribucion
del ciclo celular se determiné mediante tincion con yoduro de propidio (Pl) de ADN. Las
células se trataron simultdneamente con 25 pg/mL de PI y 50 pg/mL de RNasa a 37 °C
durante 20 min. Para la degradacion del ADN, analizamos la poblacion SubG1 obtenida del

analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo.

6.1.8 Anlisis de pérdida de potencial de membrana mitocondrial

Para esta evaluacion, se sembraron 5x10* células en placas de 24 pozos (CORNING)
y luego se trataron con CC50 de CTX o EPI durante 24 h. A continuacién, se recuperaron las
c€lulas y se lavaron con PBS. Se marcaron a las células con DIOC6 (0,1 uM) (Invitrogene)

incubando las células a 37 °C durante 30 min y lavandolas dos veces con PBS.
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Posteriormente, las células se evaluaron mediante citometria de flujo y se analizaron

utilizando el software FlowJo.

6.1.9 Anélisis de produccion de ROS y su rol en la muerte celular

Las células se sembraron (5x10%) en placas de 24 pocillos (CORNING) y se incubaron
con cada quimioterapia a CCso durante 24 horas. Posteriormente se recuperaron y se lavaron
con PBS. La generacion de ROS se midié mediante tincion DCFDA-AM (20 mM) (Thermo
Fisher Scientific) que se incub6 a 37 °C durante 30 min. Para evaluar la muerte celular
dependiente de ROS, las células se pretrataron con N-acetil-cisteina (NAC) durante 30
minutos, luego, las células se trataron con CCso de EPI o CTX. Después de 24 horas, las
c€lulas se separaron y se resuspendieron en 100 pL de buffer de unidon anexina tifiendo las
células con anexina-V-APC, para finalizar evaluando la muerte celular por citometria de

flujo.

6.1.10 Analisis de activacion de caspasas y su rol en la muerte celular

Las células se sembraron (5x10%) en placas de 24 pocillos (CORNING) y se incubaron
con cada quimioterapia a la CCso durante 24 horas. Posteriormente se recuperaron y se
lavaron con PBS. La activacién de caspasas se evalué mediante General Caspase Activation
Assay (Thermo Fisher Scientific) que se incubd a 37 °C durante 30 min. Para evaluar la
muerte celular dependiente de caspasas, las células se pretrataron con QVD-OpH (QVD)
durante 30 minutos, luego, las células se trataron con la CCso de EPI1 0 CTX. Después de 24
horas, las células se separaron y se resuspendieron en 100 pL de buffer de uniéon anexina
tifiendo las células con anexina-V-APC, para finalizar evaluando la muerte celular por

citometria de flujo.

6.1.11 Evaluacion de la produccion de 6xido nitrico
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Las células se sembraron (5x10%) en placas de 24 pocillos (CORNING) y se incubaron
con cada quimioterapia a CCso durante 24 horas. Posteriormente se recuperaron y se lavaron
con PBS. La generacion de ROS se midi6 mediante tincion DAF-FM (10 mM) (Thermo
Fisher Scientific) que se incub6 a 37 °C durante 30 min. Por ultimo se lavaron las muestras

dos veces y se llevo a cabo el andlisis por citometria de flujo.

6.1.12 Evaluacion de la liberacién de citocinas.

Se sembraron células SIM-A9 en placas de 24 pocillos (CORNING) a una
confluencia de 5x10* células/pocillo, y se incubaron con concentraciones sub letales (CSL)
y CCy de EPI por 24 horas, posteriormente, se recolectaron los sobrenadantes y se evalué el
perfil de liberacion de citocinas por citometria de flujo, mediante el uso del kit Mouse

inflammation Cytokine Assay ( BD Pharmigen, Franklin Lakes, NJ, USA).

6.1.13 Evaluacion de Iba-1.

Las células se sembraron (2x10°) en placas de 6 pocillos (CORNING) y se incubaron
después del tratamiento con una concentracion citotoxica de 50 (CCsp), 20 (CCa) y a
concentraciones no letales (CSL) durante 24 horas. Después de la incubacion, las células se
separaron, se lavaron con PBS y se fijaron con metanol al 80 % (PBS al 20 %) y se
almacenaron durante la noche a -20 °C. Posteriormente, las células se lavaron con buffer
FACS al 2% y luego se rehidrataron con buffer FACS al 10% y se colocaron a 4 °C durante

30 minutos.
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Para la evaluacion de Iba-1, se utiliz6 anticuerpo policlonal contra Iba-1 (PA5-27436,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Se incubaron en tampdn FACS al 2 %
en agitacion constante durante 1 hora y se lavaron con buffer FACS al 2 %. Posteriormente,
se afiadié un anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (ab150077) en agitacion constante
durante 30 minutos y se lavé con FACS al 2 %. buffer. Por Gltimo, las células se evaluaron

con un citometro de flujo BD Accury 6y se analizaron como se mencion6 anteriormente.

6.1.14 Evaluacion de la autofagia

Se sembraron células en placas de 24 pocillos (CORNING) a una confluencia de
5x10* células/pocillo, y se incubaron con CC50 de EPI o CTX solo o pretratadas durante 30
min con spautin-1 (Abcam) (inhibidor de autofagia). Posteriormente, las células se
recolectaron y tifieron usando CYTO ID (tecnologias ENZO) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Luego, las células se evaluaron mediante citometria de flujo y se analizaron

utilizando el software FlowJo.

6.2 Andlisis Estadistico
Los resultados representan la media + desviacién estandar de al menos tres

determinaciones en triplicado de tres experimentos independientes. Se consideraron
diferencias significativas si p<0,05 utilizando la prueba t de Student pareada. Los datos

fueron analizados utilizando GraphPad Prism (San Diego, CA).
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7. Resultados

7.1 Las células de microglia son cinco veces mas sensibles a la quimioterapia que las
células de cancer de mama.

Se ha demostrado que la EPI y CTX disminuyen la viabilidad celular en diversas
lineas de células tumorales (Trebunova et al. 2012; Xiong et al. 2016). Sin embargo, no se
ha evaluado su efecto sobre la viabilidad celular y la muerte en células de microglia, por lo
que lo primero que se hizo fue determinar el efecto de CTX y EPI en células de microglia
SIM-A9 usando 4T1, células de cancer de mama murinas, como control. Nuestros resultados
muestran que la EPl y CTX disminuyeron la viabilidad de las células SIM-A9 y 4T1 de
manera dependiente de la dosis (Fig. 10 A), sin embargo, se observo que sobre células de
cancer de mama la quimioterapia parece inducir un efecto citotoxico menor comparado con

las células de microglia.

Una vez demostrada la disminucion de la viabilidad celular, decidimos evaluar la
muerte celular mediante la exposicién a la fosfatidilserina (PS) (Fig. 10 B). En las células
sanas, la PS generalmente se restringe a cara interna de la membrana celular, y la exposicion
de la fosfatidilserina en la cara externa es un efecto que se observa cominmente durante la
muerte celular regulada (Reyes-Ruiz et al. 2015). Determinamos la externalizacion de PS
mediante citometria de flujo, a través de un marcaje con Anexina-V-APC sobre células
previamente tratadas con EP1y CTX a diferentes dosis durante 24 h. Como se muestra en la
Fig. 10 B, laEPI y CTX indujeron muerte celular en SIM-A9 a dosis significativamente mas
bajas en comparacion con las células 4T1 segun la poblacion celular anexina-V positiva.
Ademas, como se esperaba con los resultados de la resazurina, EPl y CTX indujeron
citotoxicidad de forma dosis dependiente. A su vez, EPI indujo muerte celular en el 50 % de
las células (CCso) a 1,0 UM en células de microglia y 5 uM en células de cancer de mama,
mientras que CTX indujo el 50 % de la muerte celular (CCso) a 15 mM en SIM-A9 y 30 mM
en células 4T1. Ademas, la evaluacion morfoldgica mostré una reduccion de la confluencia
celular y alteraciones en la morfologia celular que fueron visibles después de 24 horas de
tratamiento con EPI y CTX (Fig. 10 C).
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Figura 10. Citotoxicidad inducida por EPly CTX en células SIM-A9y 4T1. Las células SIM-A9y
4T1 se trataron con varias concentraciones (0,5, 1,0, 2,5y 5,0 uM) de EPl y 5, 10, 15 y 30 mM de
CTX durante 24 horas. A) La viabilidad celular se midi6 mediante el ensayo de resazurina
representado como porcentaje del control (viabilidad celular no tratada = 100 %) que presenta medias
+/- DE. B) La muerte celular se midi6 por citometria de flujo mediante tincion con anexina-V. Los
histogramas se refieren a células positivas para anexina-V analizadas por el software FlowJo
(izquierda) y los gréaficos de barras representan la media (+/- DE) (derecha). C) La evaluacion de la

morfologia se realizé con Nikon Eclipse TS100 utilizando un objetivo de 20x.

7.2 EPl'y CTX inducen dafio en el ADN y arresto del ciclo celular.

Una vez que observamos la induccion de muerte celular en células SIM-A9 y 4T1
después del tratamiento con EPl y CTX, decidimos dilucidar el mecanismo. Primero, para
evaluar si se produce dafio en el ADN después del tratamiento con quimioterapia sobre las
células de microglia evaluamos la fosforilacién de H2AX (y-H2AX). El dafio del ADN puede
conducir a y-H2AX, el primer paso para reclutar y localizar proteinas de reparacion del ADN
(Mah et al. 2010), que a su vez, puede iniciar el arresto del ciclo celular, seguido de la muerte
celular y la degradacién del ADN. Encontramos que el tratamiento con EPl y CTX aumenta
el porcentaje de células positivas para y-H2AX, de 3% a 40% y 33% respectivamente en
SIM-A9 (izquierda) y de 2% a 61% Yy 33% respectivamente en células 4T1 (derecha) (Fig.
11 A), indicando que ambos tratamientos inducen dafio en el ADN. Ademas, evaluamos la
expresion de p53 y los resultados muestran un aumento en la expresion de p53 para ambos
tratamientos en SIM-A9, del 5 % al 48 %y 37 % para EPI y CTX, respectivamente (Fig. 11
B), a su vez, laevaluacion de p16 mostrd un aumento significativo en el tratamiento con CTX
en las celulas SIM-A9 (del 3 % al 13 %), mientras que en el tratamiento con 4T1, EPly CTX,
respectivamente, del 3 % al 36 % y al 15 % (fig. 11 C).

Posteriormente, se llevo a cabo la evaluacién del ciclo celular en microglia y células

de cancer de mama mediante tincion con PI. El analisis muestra que EPI induce el arresto del

ciclo celular en G2 en SIM-A9 y G1 y G2 en células 4T1, mientras que en CTX induce la
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detencion del ciclo celular en G1 en SIM-A9 y G2 en células 4T1, en comparacion con las

células del grupo control (Fig. 11D).

Como la degradacion del ADN es una caracteristica recurrente de la muerte celular,
especialmente después del dafio del ADN (Kawane et al. 2014), analizamos la degradacion
del ADN mediante la cuantificacién de la poblacion sub-G1 en microglia y en células de
cancer de mama tratadas con EPly CTX. Los resultados muestran 22% y 45% de degradacién
de ADN en SIM-A9 correspondientes al tratamiento EPl y CTX a 24 horas, respectivamente.
En las células 4T1, la relacion de degradacion del ADN fue del 17 % para EPI y del 65 % en
CTX para un tratamiento de 24 horas (Fig. 11 E). La degradacion del ADN se ha sido
caracterizada como una caracteristica de la apoptosis. Por lo anterior, decidimos investigar
otras caracteristicas de la apoptosis, como la pérdida del potencial de membrana mitocondrial

y la activacion de caspasas.
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Figura 11. Dafo en el ADN y detencidn del ciclo celular. Las células SIM-A9 y 4T1 se trataron

durante 24 h con CCso de EPl o CTX y se evaluaron mediante citometria de flujo. Histogramas

representativos de analisis y cuantificacion de dafios nucleares medidos a través de A) evaluacion de

v-H2AX, B) expresion de p53, C) expresion de pl6 y D) analisis del ciclo celular. Las barras de la

derecha representan la media +/- SD. E) La degradacion del ADN se evalué mediante tincién con

yoduro de propidio (Pl) como en D, y se analiz6 la poblacién SubG1 y se presentd la media (+/- DE)

en graficos de barras.
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7.3 EPl y CTX inducen la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la
produccion de ROS.

El papel de las mitocondrias en la muerte celular es ampliamente conocido, ya que
juegan un papel central en el metabolismo celular y en la sefializacion que lleva a la célula a
muerte celular. Ademas, la disfuncion mitocondrial conduce a la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Vakifahmetoglu-Norberg et al. 2017). Por lo anterior,
Evaluamos si EP1' y CTX podian inducir la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
(Y Wmit) y la produccion de ROS, a través del marcaje con yoduro de 3,3'-
dihexiloxacarbocianina (DIOC6) y diacetato de 2',7'-diclorofluorescina (DCFDA),
respectivamente. Posteriormente, seguido de un por de citometria de flujo. Como se muestra
en la Fig. 12 A, EPl y CTX inducen la pérdida de J Wmit y la produccion de ROS (Fig. 12
B) en ambas lineas celulares. También encontramos una correlacion entre la produccion de
ROS y la exposicion a PS, puesto que aproximadamente el 50 % de las células presentan
estas dos caracteristicas (Fig. 12 C). Posteriormente, usamos el antioxidante N-acetil-L-
cisteina (NAC), que aumenta los niveles de glutation intracelular (GSH) y posee actividad
de intercambio tiol-disulfuro (Xie et al. 2018), para determinar si las ROS desempefian un
papel en la muerte celular inducida por los agentes quimioterapéuticos, pretratando las
células con NAC. Como se muestra en la Fig. 12 C, NAC fue capaz de inhibir la muerte
celular inducida por EPI en células SIM-A9, como se observd mediante la reduccion de la
tincion de Anexina V+. Estos resultados muestran que EPI y CTX inducen la pérdida de
JWm y la produccién de ROS y que en particular el pretratamiento con NAC en células
tratadas con EPI disminuye significativamente la muerte celular en SIM-A9. Por otro lado,
observamos produccion de ROS en células 4T1 tratadas con CC50 de EPl y CTX. Usando
NAC, determinamos la dependencia de ROS para la muerte celular en células 4T1 después

del tratamiento con CTX, pero no después del tratamiento con EPI.
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Figura 12. Alteraciones mitocondriales y produccién de ROS. Las células SIM-A9 y 4T1 se dejaron
sin tratamiento (control) o se trataron con CC50 de EPI y CTX durante 24 h y se evaluaron mediante
citometria de flujo. A) Histograma representativo del potencial de membrana mitocondrial medido
mediante tincion con DIOC6 (izquierda), las barras representan la media +/- SD (derecha). B)
Histograma representativo de la produccion de ROS medida con DCFDA (izquierda), las barras
representan la media +/- SD (derecha). C) Histograma representativo de la tincion de Anexina V, en
células pretratadas o no con el antioxidante NAC y luego tratadas con EPl o CTX (izquierda), las

barras representan la media +/- SD (derecha).

7.4 EPl y CTX inducen autofagia.

Se ha demostrado que la produccion de ROS y | Wmit podria conducir a la autofagia,
un mecanismo protector que ayuda a las células a sobrevivir y que se ha descrito previamente
como un mecanismo regulador de la homeostasis en las células de la microglia (Plaza-Zabala
et al. 2017). En este sentido, decidimos evaluar la formacion de autofagosomas en células de
microglia después del tratamiento con EPI'y CTX. Como se muestra en la Figura 13 A, ambas
quimioterapias inducen autofagia a la CC50. Ademaés, evaluamos la muerte celular en células
pretratadas con spautina-1 (SP-1), un inhibidor de la autofagia al mejorar la degradacion de

beclin-1 (Schott et al. 2018), para confirmar si la autofagia desempefiaba un papel protector.
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Observamos que el pretratamiento con SP-1 aumentd la muerte celular inducida por el CC50

de ambas quimioterapias (Fig. 13 B).
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Figura 13. Formacion de autofagosomas y muerte celular. A) Histograma representativo de
autofagia, medido por citometria de flujo usando tincion Cyto-ID en células SIM-A9 tratadas con EPI
y CTX durante 24 horas (izquierda), las barras representan la media +/- SD (derecha). B) Histogramas
representativos que muestran la participacion de la autofagia en la muerte celular, evaluados mediante
el pretratamiento de las células SIM-A9 con el inhibidor de la autofagia, SP-1, y midiendo la muerte
celular mediante células positivas para Ann V después de 24 horas de tratamiento con EPl o CTX
(CC50) (izquierda), las barras representan la media +/- SD (derecha).

7.5 EPl 'y CTX inducen la activacion de caspasas.

Para evaluar si EPI y CTX activaban los principales reguladores moleculares de la apoptosis,
por ello, evaluamos la actividad de las caspasas (Mcllwain et al. 2015) después del
tratamiento. Como se muestra en la Figura 14, EPl y CTX inducen la activacion de caspasas,
segun lo determinado por la deteccion de TF2-VAD-FMK (Fig. 14 A). Para determinar si
este tipo de muerte celular dependia de la actividad de las caspasas, utilizamos el inhibidor
de activacion de caspasas QVD-Oph (C.L. y T.L. 2015). Como muestra la Figura 14 A, el
QVD pudo inhibir la activacion de caspasas en células SIM-A9y 4T1. Ademas, encontramos
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que la muerte celular inducida por quimioterapias disminuye en presencia de QVD (Fig. 14
B). Este resultado muestra que EP1'y CTX inducen la muerte celular dependiente de caspasas

en ambas lineas celulares.
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Figura 14. Activacion y papel de las caspasas en la muerte celular. A) Histogramas representativos
de activacion de caspasa medidos por citometria de flujo usando TF2-VAD-FMK en células SIM-A9
y 4T1 tratadas con EPl y CTX durante 24 horas (izquierda). Las barras de la derecha representan la
media +/- SD. B) Las células se pretrataron con el inhibidor de pan-caspasa QVD-Oph y luego se
trataron con EPI 0 CTX (CCs) durante 24 horas y se evaluaron las células SIM-A9 o0 4T1 positivas
para Ann V. Se muestran histogramas representativos (izquierda) y graficos de barras que presentan
la media +/- SD (derecha).

7.6 La baja concentracion de EPI induce dafio en el ADN y detencion del ciclo celular.

Diversos estudios muestran que EPI1'y CTX tienen una capacidad limitada o nula para
cruzar la barrera hematoencefalica (BBB) (Guo et al. 2011), una membrana protectora
selectiva que cubre los vasos sanguineos que cruzan el sistema nervioso central (Vieira y
Gamarra 2016), sin embargo, las antraciclinas y los agentes alquilantes pueden interrumpir
la BBB al cabo del paso de los ciclos de quimioterapia (Ren et al. 2019). Teniendo en cuenta
gue la cantidad de quimioterapia necesaria para lograr CCso no corresponde a un escenario
factible en condiciones in vivo, decidimos probar concentraciones mas bajas de EPI y CTX

para determinar si estas concentraciones inducen dafio en el ADN y una mayor detencion del
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ciclo celular. Para ello utilizamos concentraciones subletales (CSL) y CCz de EPI (SL de
0,1 uMy CCyz de 0,25 uM),y CTX (SL de 2mMy CCz de 5mM) en células de microglia.

Nuestros resultados muestran que la EPI puede inducir dafios en el ADN (Fig. 15 A)
y arresto del ciclo celular (Fig. 15 B) en CSL y CCx . Por otro lado, CTX indujo dafio en el
ADN a la concentracion de CSL (Fig. 15 A), pero no se observo detencion del ciclo celular,

aunque se observo detencion de G1 en CCy (Fig. 15 B).
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Figura 15. Dafo en el ADN y detencion del ciclo celular inducido por bajas concentraciones de
EPI1y CTX. A) Histogramas representativos de analisis y cuantificacion de dafios nucleares medidos
a través de y-H2AX. Las barras de la derecha representan la media +/- SD. B) Analisis del ciclo
celular mediante tincion con yoduro de propidio (PI) tras tratamiento con SL o0 CC20 de EPl 0 CTX
en SIM-A9 durante 24 h. Se muestran histogramas representativos (izquierda) y graficos de barras

que presentan la media +/- SD (derecha).

7.7 EPI induce la activacion de la microglia.

Dado que los resultados muestran dafio en el ADN y detencién del ciclo celular a
partir de una concentracion subletal, se decidio evaluar si la EPI también podia inducir la
produccién del mediador neuroinflamatorio, el 6xido nitrico (NO) (Frank et al. 2019). En la
Figura 16A, podemos observar un aumento en la produccion de NO en las células tratadas
con EPI a una concentracion SL y CC20. Posteriormente, dado que las citocinas son actores
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clave en la neuroinflamacion, y dado que un aumento en p16 y y-H2AX se ha relacionado
con la produccidn de citocinas por parte de la microglia (Marques et al. 2020), decidimos
evaluar la liberacién de citocinas después del tratamiento con EPI (SL y CC20). Nuestros
resultados muestran que la EPI induce un aumento significativo en la liberacion de TNF-a e
IL-6 en SL y CC20 (Fig. 16 B). Estos resultados llevaron a la idea de que las células de la
microglia podrian haber sido activadas por el tratamiento con EPI. Para concluir la idea
evaluamos la expresion de la molécula adaptadora de unién al calcio ionizado 1 (Iba-1), ya
que su sobreexpresion se correlaciona con la activacion de la microglia (Zhao et al. 2019) .
En la Figura 16C se observa que EPI aumenta la expresion de Iba-1 en células tratadas con
concentraciones SL y CCxo, lo que indica que el tratamiento con EPI induce la activacion de
la microglia.
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Figura 16. Produccion de NO, liberacién de citoquinas y expresion de Iba-1 después del
tratamiento con SIM-A9 con EPI. Se muestran histogramas representativos de la produccion de
oxido nitrico (NO) (izquierda) medida a través de tincion DAF, gréficos de barras que presentan la
media +/- SD (derecha). B) Gréficos de barras que muestran la media +/- SD de la liberacion de
citocinas TNF-a e IL-6 evaluada en células SIM-A9 tratadas durante 24 horas con una concentracion
subletal (SL) de EPI 0 EPI CC20. C) Histogramas representativos de la expresion de Iba-1 (izquierda)
evaluada por el anticuerpo anti-lIba-1, se muestran graficos de barras que presentan la media +/- SD
(derecha).
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8. Discusion

El cAncer de mama es una de las principales causas de muerte entre las mujeres de
todo el mundo (American Cancer Society 2017). Los tratamientos incluyen principalmente
cirugia, radioterapia y quimioterapia. Dos agentes quimioterapéuticos comunmente
utilizados son las antraciclinas y los agentes alquilantes, como la epirrubicina (EPI) y la
ciclofosfamida (CTX) (Feng et al. 2016; Du et al. 2021). La mayoria de las quimioterapias
inducen la muerte celular regulada (MCR), un mecanismo por el cual la célula activa su
propia maquinaria para autodestruirse (Galluzzi et al. 2018). Ambas quimioterapias, EPI y
CTX, tienen mecanismos de accion similares que incluyen dafios en el ADN (Taymaz-
Nikerel et al. 2018), arresto del ciclo celular (Xiong et al. 2016), alteraciones mitocondriales
y estrés oxidativo (Prasad et al. 2010), en diferentes lineas celulares tumorales y algunas
lineas celulares no neoplasicas (Standish et al. 2008). Aunque las quimioterapias son
efectivas contra neoplasias, también inducen efectos secundarios, al atacar tejido no blanco
de manera indiscriminada, induciendo nauseas, alopecia (Uchida et al. 2018),
hepatotoxicidad y cardiotoxicidad (Wu et al. 2016a), disminuyendo directamente la calidad
de vida del paciente. Las células del sistema inmune son frecuentemente dafiadas por los
tratamientos contra el cancer (Verma et al. 2016), ya sea en todo el cuerpo 0 en 6rganos
especificos, como el higado, los pulmones y recientemente descrito, el cerebro (Matsos et al.
2017).

Se sabe que el deterioro cognitivo inducido por quimioterapia (CRCI, por sus siglas
en inglés) aparece tras el tratamiento quimioterapico de tumores no relacionados con el
sistema nervioso central (SNC), y estudios recientes proponen a la microglia como principal
artifice del CRCI (Gibson and Monje 2019). Las células de la microglia son macréfagos
residentes de tejido, que desempefian funciones vitales en el sistema nervioso central (SNC),
como el mantenimiento de la homeostasis, la liberacion de factores neurotroficos y la
proteccion contra patdgenos. Debido a su naturaleza de macrdfagos, las células de la
microglia producen citocinas y regulan la neuroinflamaciéon, que se ha asociado a diferentes
neuropatologias, como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y el

deterioro cognitivo (McLeary et al. 2019).
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El objetivo general fue evaluar el efecto de las quimioterapias CTX y EPI sobre células
de microglia, comparando la sensibilidad y los mecanismos de muerte celular entre ambos
tipos de células. Los resultados indican que las células SIM-A9 son altamente susceptibles a
EPI y CTX, aproximadamente cinco veces mas para EPI y dos veces mas para CTX que 4T1.
Existen diversos estudios que muestran la respuesta de la microglia ante quimioterapias, pero
ninguno de ellos habia abordado el mecanismo de muerte celular inducida por EPl'y CTX.
Aqui mostramos que ambas quimioterapias inducen dafio en el ADN, como lo demuestra
YH2AX, una variante de histona que responde a roturas de doble cadena (Kitazumi and
Tsukahara 2011), que también se ha descrito como un marcador de senescencia (Noren
Hooten and Evans 2017). Para evaluar la activacion de los genes de reparacion, se evaluo
p53 y pl6, ya que las células 4T1 son p53 nulas (Yerlikaya et al. 2012), por lo que la
evaluacion de p16 fue importante para comparar proteinas capaces de inducir el arresto del
ciclo celular. Se observé aumento en la activacion de p53 y en p16 en células SIM-A9, de
acuerdo con la detencion del ciclo celular en fase G1 y G2 por tratamiento con EPly CTX,
respectivamente. Algunas quimioterapias pueden activar y producir p53 y p16 (Marques et
al. 2020) en la microglia, sin embargo, p16 y yYH2AX se han reportado como marcadores de
senescencia, lo que indica que se deben realizar mas investigaciones para determinar si EPI
y CTX inducen la senescencia en las células de la microglia, que se sabe que puede conducir
a la neurodegeneracion (Angelova and Brown 2019). Adicionalmente, como perspectiva de
este trabajo queda el analisis de p21, dado a que esta proteina reguladora del ciclo celular es
un inhibidor de cinasas dependientes de ciclina (CDK), uniéndose particularmente a los
complejos CDK2 o CDK1 para regular la transicion de G1 a S, por lo que adquiere
importancia al observar la diferencia en el arresto durante el tratamiento con CTX y EPI,

dado a que CTX induce un arresto en fase G1y EPI en G2.

Esta ampliamente descrito que la mayoria de las quimioterapias pueden alterar el
potencial de la membrana mitocondrial (Gorini et al. 2018), nuestros hallazgos sugieren que
se produce una pérdida de {,{ym en la microglia y podria provocar estrés oxidativo, que se
ha presentado en microglia y en algunos tejidos de modelos in vivo tratados con
doxorrubicina (DOX) (Cruzado et al. 2014), metotrexato (MTX) (Gibson and Monje 2019)y
algunas otras quimioterapias (Gaman et al. 2016), pero el papel de ROS en la muerte celular
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en microglia no se ha descrito antes. Observamos una dependencia de ROS para la muerte
celular en SIM-AQ9 tratados con EPI. Las antraciclinas aumentan la produccion de ROS para
inducir la muerte celular, pero el estrés oxidativo podria provocar una alteracion directa de
la homeostasis del SNC, generando neurotoxicidad y disminuyendo el rendimiento cognitivo
de los pacientes (Bergamini et al. 2018; Solleiro-Villavicencio and Rivas-Arancibia 2018;
Misra et al. 2020) De igual manera, se sabe que los ROS actiian como segundos mensajeros
favoreciendo la activacion de proteinas efectoras, como las caspasas (Vakifahmetoglu-
Norberg et al. 2017).

Como ultimo punto en la evaluacion del mecanismo de la muerte celular, se llevé a
cabo el analisis de activacion de caspasas en ambos tratamientos sobre microglia y células
de cancer de mama. Al observar un aumento en la activacion de estas, decidimos evaluar su
rol en la muerte, observando que la inhibicion de la activacion de estas disminuye de manera
significativa la muerte celular. Estos resultados llevan a la conclusion de que la muerte celular
por via apoptdtica estaba ocurriendo en la microglia después de 24 horas de tratamiento con
EPI CCsoy CTX CCso. Se ha reportado a la apoptosis mediada por caspasas como mecanismo
fundamental en el desarrollo de los vertebrados (Ashkenazi and Salvesen 2014), sin embargo,
estudios recientes muestran que la apoptosis inducida por agentes externos puede afectar el
comportamiento de células vecinas y desaparecer poblaciones especificas de células (Nguyen
and Ehrlich 2020). Tomando en cuenta nuestros resultados, es importante considerar que los
agentes quimioterapéuticos inducen una mayor citotoxicidad en nuestro modelo no tumoral
y de esta manera, seria importante extrapolarlo a otros modelos celulares pertenecientes al
SNC.

Aunque algunos autores describen que la CTX no puede cruzar BHE, no hay
informacién para EPI, sin embargo, DOX tiene una capacidad limitada para penetrar BHE
(Dingezweni 2020) (Vieira and Gamarra 2016). Aunque escasa, existe evidencia que respalda
que la quimioterapia aumenta la permeabilidad de la BHE, principalmente a través del dafio
generado con el paso de los ciclos a las células endoteliales que la componen lo que permite
la interaccion directa entre las quimioterapias y las células del SNC, como la microglia
(McGowan et al. 2017).
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Al analizar la cantidad de quimioterapia necesaria para alcanzar el 50 % de
citotoxicidad (CCsp), nos preguntamos ;qué sucederia si concentraciones mas bajas de
quimioterapia interactian con la microglia? Por lo tanto, usamos concentraciones subletales
(no letales) y CC2 de ambos agentes. Con los datos obtenidos de este ejercicio, pudimos
observar que una cantidad 100 veces menor a la CCs es suficiente para inducir un dafio en
las células de microglia. Los resultados del andlisis de YH2AX demuestran que ambas
quimioterapias inducen dafio en el ADN a concentracion SL y CCzo. Ademas, como algunas
quimioterapias pueden interrumpir el ciclo celular a bajas concentraciones, evaluamos si el
dafio en el ADN podria conducir a la detencion del ciclo celular. Las células tratadas con EPI
a la concentracion SL, CCy, y CCso tenian un arresto en la fase G2, mientras que en las
células tratadas con CTX el ciclo celular se detuvo en fase G1. Estos hallazgos sugieren que
los efectos negativos de EPI en la microglia ocurren antes de la citotoxicidad. Se han
informado hallazgos similares con DOX en células de microglia (Marques et al. 2020). En
este estudio observamos que desde concentraciones no letales las quimioterapias son capaces

de inducir un arresto en el ciclo celular.

Debido a que los efectos negativos de EPI en la microglia eran evidentes a partir de
las concentraciones de SL, decidimos evaluar la produccion de NO en la concentracion mas
baja de EPI donde no se observo la muerte celular. Los aumentos de NO se han asociado con
la neuroinflamacidn y el aumento del estrés oxidativo en el SNC (Frank et al. 2019). Como
observamos, EPI en SL y CCy puede aumentar la produccion de NO. EI NO es considerado
un agente trofico y neurotransmisor, sin embargo, a concentraciones elevadas induce
citotoxicidad y genera reactividad entre células gliales (Bergamini et al. 2018; Liu et al.
2018). También se ha descrito que los aumentos de TNF-a e IL-6 podrian ser perjudiciales
para el SNC y hay evidencia de su induccién por algunas quimioterapias (Ren et al. 2017).
Dado que las células de la microglia son capaces de liberar citocinas en funcién de su via de
activacion, evaluamos la liberacion de citocinas en respuesta a estimulos de quimioterapia.
Observamos un aumento en TNF-a e IL-6, en SL de EPI después de 24 horas de tratamiento,
esto ha sido probado en células de microglia tratadas con inductores de activacion, como el

LPS, sin embargo, esto sugiere que estas quimioterapias podrian tener la capacidad de activar
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la microglia e inducir una desregulacién citocinica en el SNC que potencialmente podrian
iniciar la neurodegeneracion in vivo (Marques et al. 2020). Sin embargo, se evaluaron otros
marcadores de activacion microglial como la expresion de Iba-1 (molécula adaptadora de
unioén al calcio ionizado 1), ya que su sobreexpresion se correlaciona con la activacion de la
microglia (Zhao et al. 2019). Se ha observado que en animales en tratamiento con diversas
quimioterapias, existe un aumento de células Iba-1 positivas en cerebro, al igual que se ha
observado en cerebro s de nifios que fueron tratados con metotrexato un aumento en la
expresion de Iba-1 y en esta misma investigacion al aplicar el tratamiento en un modelo in
Vvivo, se observo un aumento en la expresion de Iba-1y de otros marcadores que sugerian la
presencia de células en un estado de activacion hacia el fenotipo “reactivo” de la microglia
(Gibson and Monje 2021). Observamos que el tratamiento con EPI indujo la sobreexpresion
de Iba-1. Este resultado, junto con la produccion de NO y la liberacion de citocinas
proinflamatorias, nos llevo a concluir que el tratamiento con EPI induce la activacion de la
microglia, que se ha asociado con la neurodegeneracion y se sabe que es uno de los
mecanismos de inicio y mantenimiento del CRCI (Csonka et al. 2015; Cerulla et al. 2019;
Gibson and Monje 2019). Se ha observado apoptosis inducida por TNF-a liberado por
microglia activada en células neurales progenitoras (NPC) (Guadagno et al. 2013), asi como
deterioro cognitivo en ratones estimulados con LPS en modelos in vivo (Zhao et al. 2019).
Es de amplia importancia considerar que el TNF-a es capaz de inducir la activacion de
astrocitos, otra célula del SNC perteneciente a la glia, capaz de colaborar en la defensa de
este. Cuando los astrocitos sensan un dafio promueven el fenotipo pro-inflamatorio mediado
por la microglia y a su vez, la microglia es la célula encargada de modular a los astrocitos
(Yuste et al. 2015), lo que indica que al estar activadas y/o muertas esta regulacion podria no
tener lugar. Finalmente, la IL-6 no solo se ha asociado con la neurodegeneracion y la
senescencia, sino también con la pérdida de masa corporal magra y grasa en ratones libres de
tumores (Quispe-Tintaya 2017), lo que sugiere la importancia de evaluar la liberacion de
citocinas por parte de las células inmunitarias periféricas tratadas con quimioterapia y
ademas, la interaccion entre el sistema inmunolégico periférico y central. Se sabe que cuando
el sistema inmune glial induce un estado pro-inflamatorio libera quimiocinas capaces de
llevar a cabo el reclutamiento de monocitos, como por ejemplo, a través de MCP-1, sin

embargo, esto no esta limitado a este modelo celular, ya que en algunos estudios, se ha
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demostrado presencia de linfocitos T citotoxicos y células NK en cerebro (Liu et al. 2018) y
que este mantiene y aumenta el efecto negativo ocasionado por una liberacion descontrolada
de factores pro-inflamatorios dentro del SNC. Por lo tanto, aunque se deben realizar mas
investigaciones para evaluar estos efectos in vivo, aqui demostramos que EPI y CTX inducen
efectos celulares importantes en la microglia, causando dafio en el ADN desde
concentraciones subletales, mientras que EPI induce la activacion de la microglia y un

fenotipo proinflamatorio a bajas concentraciones.

La desregulacion de citocinas conduce a la neuroinflamacion, lo que provoca una
neurogénesis reducida (Christie et al. 2012) por citotoxicidad en las células neurales
progenitoras, pérdida de dendritas (Cao et al. 2016) en neuronas maduras (Bitzer-Quintero
and Gonzalez-Burgos 2012), liberacion reducida de neurotransmisores (Leite et al. 2017) y
alteraciones en la mielinizacién activa (Briones and Woods 2014) por interrupciones en la
maduracion de oligodendrocitos (Bradl and Lassmann 2010), lo que resulta en CRCI (Chiang
et al. 2019). El uso de inmunomoduladores La sustitucion de esteroides en patologias
inflamatorias es cada vez mayor, algunos de ellos tienen capacidad antioxidante (EI-Agamy
et al. 2018), pero la mayoria no, ya que dependen de diferentes mecanismos para modular las
citocinas proinflamatorias. El uso de extractos o moléculas naturales podria ser una
alternativa no solo para modular la produccion de citocinas proinflamatorias (Lee et al. 2018)
sino también para proteger la microglia de la citotoxicidad de la quimioterapia cuando la
BBB esta comprometida. Aunque la diafonia entre el sistema inmunologico periférico y la
microglia en algunas patologias neurodegenerativas esta bien descrita este no es el caso para
CRCI. Es imperativo describir ampliamente el mecanismo detras de esto para comprender y

proponer diferentes enfoques de estrategias terapéuticas.
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9. Conclusiones

La presente tesis demuestra que las células de microglia son mas susceptibles a CTX
y EPI que las células de cancer de mama, aproximadamente de dos a cinco veces con CTXy
EPI respectivamente. Ademas, se demostro que la CTX induce dafio en el ADN, arresto al
ciclo celular y pérdida del potencial de membrana mitocondrial promoviendo la produccion
de ROS y la activacion de caspasas, induciendo muerte celular dependiente de caspasas. La
EPI induce dafio en el ADN, arresto al ciclo celular, pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, que a su vez lleva a la produccion de ROS y al evaluar su rol en la muerte,
pudimos observar su dependencia para la induccion de muerte y a su vez la activacién de
caspasas y la dependencia de estas para la induccion de muerte celular. Ambas quimioterapias
a concentraciones subletales y CCxo fueron capaces de inducir dafios en el ADN y arresto al
ciclo celular, desde CSL con EPI'y CC2 con CTX. La EPI igualmente demostrd ser capaz
de inducir un proceso de activacion sobre células de microglia, que mantiene como
caracteristicas principales liberacién de NO, liberacion de TNF-a e IL-6 y aumento en la
expresion de Iba-1, que se describen en la literatura como caracteristicas natas de un proceso
inflamatorio. Este efecto puntual de la EPI denota la induccion de un estado de “reactividad”

en las células de microglia.

Este trabajo abre la puerta al estudio de nuevos agentes que puedan disminuir la
muerte y activacion de las células de la microglia, asi como a la identificacion de los
mecanismos que conducen a estos efectos y en profundizar el efecto protector e

inmunomodulador del I-CRP en combinacion con agentes quimioterapéuticos.
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