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Introduccion

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo; en 2012 hubo alrededor de 14
millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas
con el cancer. El cancer cervicouterino (CaCu) es el tercer tipo de
cancer mas comun en las mujeres a nivel mundial y el segundo
lugar en Méxicol. La mayorfa de las estrategias de tratamiento
contra el cancer buscan inducir la muerte celular de las células
cancerosas. Sin embargo, se ha descrito que la muerte celular es un
proceso complejo que involucra muy diversas vias de muerte?. Por
esta razén, para poder aplicar este tipo de terapias es de vital
importancia entender el mecanismo llevado a cabo por el
tratamiento y asi, ayudar a predecir posibles efectos adversos o
positivos.

El IMMUNEPOTENT CRP (I-CRP) es un tipo de
inmunoterapia pasiva que ha demostrado ser capaz de inducir la
muerte celular en lineas tumorales de melanoma, mama, pulmén y
cérvix>*5, ademas de no ser txico para las células normales®®. Sin
embargo, a pesar de los estudios realizados para entender su
mecanismo de accién®>*°%, ain se desconoce cémo induce su
citotoxicidad. Debido a esto, el presente estudio buscé elucidar el
mecanismo de citotoxicidad inducido por el I-CRP la linea celular
de CaCu, Hela.

Parte experimental

Para medir la actividad metabdlica de las células se utilizé la
técnica de MTT, la cual se basa en la reducciéon metabdlica de
sales del MTT en cristales de formazan, permitiendo determinar la
viabilidad relativa de las células tratadas a diferentes horas y a
distintas concentraciones de I-CRP. Para poder observar las
alteraciones morfoldgicas de las células tratadas con I-CRP se
observaron las células tratadas a diferentes tiempos usando un
microscopio invertido (40x). Para medir la muerte celular se
marcaron las células con anexinaV (AnnV) y yoduro de propidio
(PI). La AnnV tiene afinidad por la fosfatidilserina, un fosfolipido
que usualmente se mantiene en la monocapa lipidica interior, pero
cuando una célula sufre apoptosis la fosfatidilserina queda
expuesta a la superficie de la célula, funcionando como una sefial
comeme para fagocitos y células vecinas, por otro lado la tincién
con Pl nos permite saber si la integridad de la membrana se ha
perdido (muerte celular). Para analizar la dependencia de caspasas
(cistein proteasas) se preincubaron las células con QVD, un
quimico que ha demostrado ser capaz de inhibir la actividad de las
caspasas’ y posteriormente se analizé la muerte celular. Finalmente
quisimos determinar si el I-CRP induce la degradacion del ADN,
por lo que se hizo una medicidn de la degradacion de ADN dentro
de las células tratadas con I-CRP durante diferentes tiempos. El
etopdsido fue usado como control positivo, debido a que induce la
muerte y degradacién de ADN en distintas lineas tumorales®®.

Resultados

En el ensayo de MTT, se observd una reduccién en la
actividad metabolica de las células HelLa, dependiente de tiempo y
concentracion de I-CRP. Al observar las células tratadas con el
microscopio Optico se pudo notar una menor cantidad de células,

una disminucion en su tamafio y una vacuolizacion dentro de ellas.
Ademas las células que fueron tratadas con el I-CRP fueron
después despegadas, lavadas y resembradas en medio sin
tratamiento para determinar la capacidad de recuperacion celular, y
se encontrd que éstas habian perdido su potencial de recuperacion.
Se hizo un andlisis detallado de la muerte celular (observada con el
marcaje AnnV/PI), donde se observd que las células moribundas
efectivamente exponen la sefial cdmeme, fosfatidilserina. Para
determinar si este tipo de muerte es dependiente de la actividad de
caspasas, se inhibid su actividad con el QVD, observando que el
mecanismo de accion del I1-CRP no es dependiente de su actividad
(contrariamente al etop6sido). Finalmente, en la tincion del DNA
con P1y se observa un claro aumento en la degradacion de ADN a
tiempos largos de tratamiento con I-CRP, indicando que este
mecanismo de muerte culmina en la degradacién de ADN.

Conclusiones

Se logro determinar que el IMMUNEPOTENT CRP reduce la
viabilidad en las células HelLa induciendo alteraciones
morfoldgicas, y muerte celular (permeabilidad en la membrana
plasmética) regulada (exposicion de fosfatidilserina). Ademas, se
observoé que, contrariamente a la muerte inducida por el etopdsido,
el mecanismo de accion del ICRP no es dependiente de caspasas,
lo cual es indicativo de que puede inducir una muerte celular
distinta a la apoptosis. Finalmente se determind que esta via de
muerte atipica culmina en la degradacion del ADN celular. Este
estudio abre las puertas a un andlisis mas detallado de esta via de
muerte, para poder clasificar el tipo de muerte celular inducida por
el I-CRP, y que nos permita determinar si su efecto puede ser
potencializado o inhibido en determinadas situaciones celulares.
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