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Introduccion

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por
una divisién descontrolada y deficiencias en la muerte celular?,
siendo éstas el motivo del 13% de muertes en México, del cual
el 9% son ocasionadas por cancer pulmonar?. En la actualidad
existen diversos tratamientos en contra de este conjunto de
enfermedades; como la quimioterapia, la radioterapia y la
inmunoterapia®. Entre las inmunoterapias se encuentra el I-CRP
(IMMUNEPOTENT CRP, moléculas menores de 12kDa
obtenidas del extracto dializable de leucocitos bovinos), el cual
es utilizado como adyuvante para mejorar la calidad de vida de
pacientes que reciben quimioterapia y radioterapia®. Ademés, se
ha comprobado que por si mismo presenta actividad citotdxica
en células de cancer cervicouterino®, mama®, y melanoma®. Sin
embargo, a pesar de los esfuerzos para entender su mecanismo
de accidn, éste aln es desconocido. Por esta razén, en este
trabajo se evalud, a maltiples niveles, la citotoxicidad inducida
por el I-CRP sobre la linea de cancer pulmonar A427.

Parte experimental

En todos los experimentos se utilizd la linea celular A427, de
adenocarcinoma pulmonar. Como control negativo se usaron
células sin tratamiento, y como control positivo células tratadas
con etopdsido (150uM, 24h). Se comprobd por triplicado la
viabilidad relativa mediante la técnica de MTT en células
tratadas por 24h a diversas concentraciones (unidades, U) de I-
CRP. La muerte celular se determind por quintuplicado
mediante el andlisis en citometria de flujo utilizando el marcaje
de Anexina-V (Ann) y yoduro de propidio (PI), para medir la
exposicion de fosfatidilserina y la integridad de la membrana
plasmatica respectivamente. Ademas, se realiz6 un anélisis
morfolégico por microscopia Optica después del tratamiento
con I-CRP, para determinar las caracteristicas de las células
moribundas. Finalmente, los efectos en la progresion del ciclo
celular fueron observados por citometria de flujo, mediante el
marcaje con Pl en células control y tratadas con I-CRP.

Resultados y discusién

La administracion de 1-CRP sobre la linea celular A427 tiene un
efecto dosis-dependiente, ya que induce una reduccién de la
actividad celular (ensayo MTT) del 20% al administrar
0.75U/mL, del 50% a 1.25U/mL, y cerca del 80% a 1.75U/mL.
Teniendo en cuenta que el ensayo de MTT determina el
porcentaje de células que conservan la capacidad de
metabolizar el reactivo MTT, con este ensayo sdlo se determina
si existe una reduccién en la actividad celular, mas no si se
induce muerte celular. Esto debido a que las células pueden
perder su capacidad metabdlica no sélo al morir, sino también
al provocar un arresto en el ciclo celular’. Para verdaderamente
identificar una muerte celular se realiz6 un ensayo de Ann/PlI,
en el cual se observaron 35%, 50% y 85% de muerte celular a

las concentraciones de 125U, 15U 'y 1.75U/mL
respectivamente, indicando que efectivamente el I-CRP induce
muerte celular en células A427. Ademas, el analisis
morfolégico muestra una menor cantidad de células y una
disminuciéon en su tamafio. Es destacable que existe una
diferencia entre los 1C*° obtenidos por MTT y por citometria de
flujo, siendo necesaria una concentracion mayor de I-CRP para
inducir la muerte que para reducir la viabilidad. Debido a lo
anterior, se realiz6 un andlisis del ciclo celular a una
concentracion de 1.25U/mL para encontrar el motivo de esta
diferencia. Estos analisis muestran que existe una mayor
cantidad de células en fase G2/M del ciclo celular en las células
tratadas con I-CRP, indicando un arresto en la division celular
ademaés de la muerte celular inducida.

Conclusiones

En este estudio se demuestra que el I-CRP no s6lo es capaz de
actuar como adyuvante de tratamientos contra el céncer,
también reduce la viabilidad de forma dosis dependiente en
células de cancer pulmonar, mediante la induccion del arresto
en el ciclo celular y la muerte celular. Estos pardmetros se
reflejan directamente en cambios morfoldgicos de las células
tratadas.
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