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INTRODUCCION
1. Epidemiologia

El cancer es uno de los problemas de salud publica mas importantes a nivel
mundial, ya que en 2008, de acuerdo a cifras reportadas por la base de datos de
“Globocan”, mas de siete millones de personas en el mundo fallecieron a causa de
esta enfermedad, lo cual representa el 13.3 por ciento de las defunciones de ese

afio -2,

En México, de acuerdo con datos del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informatica (INEGI), el cancer es la tercera causa de muerte por enfermedad ya
que en 2011 fallecieron 71 350 personas victimas de neoplasias malignas, lo que
representa el 13.8% del total (incluyendo nifios) de las defunciones por
enfermedad registradas en ese afio. Las neoplasias hematoldgicas son la segunda
causa de muerte entre las neoplasias malignas, en 2011 fallecieron 7 291
personas (incluyendo nifios), lo que corresponde a 10.22% (leucemia 5.68%,
linfoma no-Hodgkin 3.27%, mieloma mudltiple 1.27%) del total de muertes debidas
a neoplasias malignas excluyendo melanoma. La distribucion porcentual de las
muertes registradas muestra que en 2011 el 3.41% y 2.73% de los decesos por
tumores malignos en los sexos masculino y femenino, respectivamente, fueron a

causa de linfoma no-Hodgkin (LNH)®.

En el afio 2008, la incidencia de linfoma en México fue de 5 333 personas. Estos
datos incluyen aproximadamente 4 276 casos nuevos de LNH (2 395 hombres y
1 891 mujeres). Se calcula que en el 2020 alrededor de 5 785 personas (un
incremento cerca del 30%) seran diagnosticados con LNH en México'. Estas cifras

incluyen tanto a niflos como a adultos.

En nuestro pais, la incidencia por edad es de 2.6/100 000 para hombres y de
1.6/100 000 para mujeres, ambos de entre 15 y 39 afios. Para edades entre 60-64
afnos, son de 12.5/100 000 para hombres y de 11.2/100 000 para mujeres. La

incidencia en menores de 14 afios es de 1.3/100 000.' El LNH es mas frecuente




entre hombres que entre mujeres. Por otro lado, la prevalencia de LNH en México
a 1,3y 5 afios es de 2.7/100 000; 6.9/100 000 y 10.4/100 000, respectivamente.*

En Estados Unidos de América, el cancer es la segunda causa de muerte * y el
LNH es el sexto cancer mas comin * °. La Sociedad Americana de Cancer calcula
que alrededor de 70 130 casos nuevos de LNH se presentaran en el 2012 y que
18 940 personas (10 320 hombres y 8 620 mujeres) moriran a causa de este
cancer en el mismo afo. A partir de 1998 las muertes por LNH comenzaron a
disminuir en ambos sexos, y en el periodo 2004- 2008 disminuy6 un 2.8% por afio
en hombres y un 3.2% por afio en mujeres. Las estadisticas de supervivencia
varian ampliamente segun el tipo de célula y la etapa de la enfermedad al
momento del diagndstico. No obstante, la supervivencia relativa generala 1, 5y 10
afos después del diagnostico para las personas con LNH es de 81%, 67% y 55%,

respectivamente “.

El riesgo de desarrollar LNH aumenta con la edad en la mayoria de las
poblaciones. Entre los principales factores de riesgo para LNH se encuentran la
inmunodeficiencia primaria y adquirida, y agentes infecciosos tales como el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de Epstein Barr (EBV), el virus
linfotropico humano | de células T (HTLV-1), virus del herpes humano 8 (HHV8) y
Helicobacter pylori °.

Se ha reportado que entre familiares de primer grado el riesgo de adquirir linfoma
se encuentra en un orden de 1.5-4; sin embargo el riesgo parece mayor para
hermanos del mismo sexo, lo cual sugiere factores ambientales compartidos mas
que factores genéticos. La predisposicion genética en el desarrollo de linfomas no
€S muy comun pero incluye ataxia-telangiectasia, sindrome de Wiskott-Aldrich e

hipogamaglobulinemia .

Aproximadamente el 25% de los pacientes con
inmunodeficiencias primarias poco comunes desarrollan linfoma. La exposicion a
pesticidas ha sido asociada al riesgo de desarrollar LNH, pero no hay datos
contundentes excepto tal vez para fenoxiheroicidas y clorofenoles. Este efecto tal
vez sea debido a la contaminacién con dioxina. Se han investigado también

solventes organicos sin obtener resultados concluyentes *°.




2. Linfoma

Los linfomas son transtornos linfoproliferativos malignos en los que las células
neoplasicas se encuentran predominantemente en el sistema linforreticular *.
Generalmente se originan en los ganglios linfaticos pero a veces pueden tener un
origen extraganglionar, por ejemplo en tubo digestivo, pulmén, piel, bazo o donde

quiera que se encuentre tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) .

Existen dos tipos de linfoma: los linfomas no-Hodgkin y los linfomas de Hodgkin,
que en promedio constituyen el 85% y el 15% de todos los casos nuevos de

12

linfoma, respectivamente ““. Ambos se comportan, propagan y responden al

tratamiento de manera diferente.

En el linfoma de Hodgkin el parénquima tumoral esta constituido por la célula de
Reed-Sternberg clasica y sus cuatro variantes (simples, multinucleadas, lacunares
y linfociticas-histiociticas). Con base en la histopatologia de los ganglios linfaticos
afectados, se reconocen cuatro variantes del linfoma de Hodgkin: de predominio
linfocitico, esclerosis nodular, de celularidad mixta y deplecién linfocitica *2.

En los LNH el tejido tumoral esta constituido casi exclusivamente por células
neoplasicas y el estroma es muy escaso. En cambio, en la enfermedad de Hodgkin
suele haber predominio del estroma y las células neoplasicas no siempre son muy
abundantes. En general, en cada LNH hay un solo tipo de célula tumoral, la cual
corresponde a alguna etapa de diferenciacion de las células linfoides. Todas las
neoplasias linforreticulares sélidas diferentes del linfoma de Hodgkin son LNH.

3. Fisiopatologia de Linfoma no-Hodgkin

Los LNH son un grupo heterogéneo de malignidades del sistema linforreticular que
tienen una amplia gama de agresividad. De manera general, pueden agruparse
morfolégicamente en aquellos que tienen células pequefas, intermedias o grandes
con patrones de crecimiento difuso o nodular y funcionalmente en transtornos de
células B o T. La mayoria de los linfomas se incluyen en el fenotipo B (85%), de los

cuales aproximadamente el 35% comprende a linfomas foliculares, 30% a linfomas




difusos de células B grandes (DLBCL), 5% a los linfomas del Manto y leucemias
linfociticas cronicas (CLL)/ linfomas linfociticos pequefios, 2-4% a los de tipo MALT

y Waldenstrom y el 10% al resto de los subtipos *2.

Los LNH pueden clasificarse como indolentes (40%) o agresivos (60%). Los
indolentes son CLL de células B/ linfoma linfocitico pequefio, linfoma de la zona
marginal, linfoma linfoplasmacitoide y linfoma de centro folicular. Por otro lado, los
agresivos son el DLBCL, el linfoma de células del manto, el tipo Burkitt y leucemia

de células B precursoras 3.

La presencia de marcadores de superficie y/o intracelulares de los linfocitos es de
gran utilidad en la clasificacion de los linfomas. Actualmente se utiliza la
clasificacion propuesta por la organizacion mundial de la salud (OMS) en 2008 y
estd basada en informacion citolégica, molecular e inmunoldgica. Esta
clasificacion incluye todos los tipos de linfoma descritos mas recientemente y usa

términos distintos para los linfomas de células del centro folicular **.

Las causas de LNH no se conocen totalmente pero hay indicios que sugieren su
asociacién con agentes infecciosos, por ejemplo el aumento de la incidencia en
personas infectadas VIH. El papel de los agentes infecciosos, la estrategia para
evadir la vigilancia del sistema inmune, la identificacion de oncogenes, de genes
supresores y las modificaciones de los mecanismos de regulacién del ciclo celular
son los acontecimientos cientificos importantes de los dltimos afios que ayudan a

conocer y a comprender mejor los mecanismos de la “linfomagénesis” .

Los estudios citogenéticos y los avances en genética molecular permiten
reconocer factores etioldgicos, mecanismos fisiopatoldégicos y realizar el
diagnéstico clinico de la enfermedad. En algunos casos también ayudan al

prondstico.

Los LNH se han estudiado ampliamente mediante el uso de citogenética y se ha
determinado que 75% de los casos de linfoma Burkitt presentan la translocacién
t(8;14)(q24;,932) y el 10-15% presentan las variantes t(2;8)(p12;924) vy

t(8;22)(g24;911). Todas estas translocaciones afectan la regulacion del




proto-oncogén MYC, el cual se encuentra en el sitio 8924, debido a que se fusiona
con las secuencias promotoras de los genes para la cadena pesada de
inmunoglobulina ubicada en el sitio 1432, para la cadena ligera k ubicada en el
sitio 2pl12 y para la cadena ligera A ubicada en el sitio 22q11, respectivamente,
resultando en la expresion constitutiva del oncogén. Las translocaciones que
contienen los linfomas de células B involucran a genes de inmunoglobulina y a un
proto-oncogén 3. Otros proto-oncogenes involucrados en la patogénesis de los
linfomas de células B, son BCL1 en el cromosoma 11 (su producto, la ciclina D,
regula la mitosis) relacionado con linfoma de células del manto, BCL2 en el
cromosoma 18 (regula la apoptosis) relacionado con linfomas foliculares y linfomas
difusos de células grandes, BCL3 en el cromosoma 19 (inhibe la trascripcion de
NF-xB), BCL6 en el cromosoma 3 (regula la proliferacion celular y la
diferenciacion) y PAX5 en el cromosoma 9 (su producto, el factor de transcripcion

BSAP, patrticipa en el desarrollo de los linfocitos B).

El 85% de los LNH tienen anormalidades citogenéticas, por lo tanto, los defectos
cromosomales clonales son obligatorios en la linfomagénesis. Algunos ejemplos de
estas translocaciones en los linfocitos B son la t(14;18)(q32;g21.3) *° en el 70-95%
de los linfomas foliculares y en el 20-30% de los linfomas difusos de células
grandes, la t(9;14)(p13;g32) *® en los linfomas linfoplasmacitoides y la t(11;14)
(913;932) en los linfomas del manto *'.

Las mutaciones del gen supresor tumoral p53 representan la alteracién genética
mas frecuente en el cdncer humano. Esta mutaciéon de ha observado soélo en
determinados LNH, como en los linfomas foliculares avanzados y de Burkitt. La
eliminacibn cromosdmica mas frecuente es la 6(6g) en su brazo largo,
traduciéndose en la pérdida de los genes supresores tumorales. Esta anormalidad
estd asociada con un mal prondstico en LNH. En los linfomas B de células
pequefias y la leucemia linfatica cronica, la eliminacion del cromosoma 13q14 se

observa en el 50% de los casos 8.

Los agentes infecciosos causantes de LNH pueden clasificarse segun sus

mecanismos en tres grupos: los que transforman a los linfocitos, los que causan




disminucion de linfocitos T CD4" causando un sindrome de inmunodeficiencia

adquirida y los que causan una estimulacién inmune crénica *°.

Los virus que causan transformacion de los linfocitos son el virus de Epstein Barr
(EBV), asociado a linfoma Burkitt endémico y a LNH extranodal de células NKs; el
virus herpes humano 8 (HHV8), asociado a linfomas de efusién primaria y DLCBLS
relacionados, y a LNH plasmablastico asociado con la enfermedad multicéntrica de
Castleman; y el virus linfotropico T humano tipo 1 (HLTV-1) asociado con

linfoma/leucemia de células T en adultos *°.

El VIH causa una seria disminucién de linfocitos T CD4", lo cual se ha asociado a
LNH debido a que mientras menor sea la cuenta de linfocitos T CD4" en pacientes
con VIH mayor es el riesgo de desarrollar LNH ?°. EBV esta frecuentemente
involucrado a LNH asociados con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
Los LNH asociados a SIDA son de sistema nervioso central (casi siempre positivo
a EBV), linfoma difuso de células B grandes (aproximadamente 50% positivos a
EBV) y linfoma Burkitt (aproximadamente 30% positivos a EBV). Los pacientes con
SIDA tienen mayor riesgo a desarrollar dichos subtipos de LNH. El riesgo de
desarrollar LNH de sistema nervioso central o DLBCL aumenta linealmente en

funcioén a la disminucion de linfocitos T CD4* *°.

El virus de hepatitis C (HCV) es un ejemplo de agente infeccioso que causa
estimulacién inmune croénica. La infeccidn persistente con este virus esta asociada
a desorden linfoproliferativo de bajo grado que puede progresar a LNH
probablemente debido a la interaccidon del virus con receptores de superficie del
linfocito B, lo que puede inducir mutaciones o anergia en la respuesta antigénica.
Pacientes infectados con HCV tienen una mayor prevalencia de linfocitos
circulantes con la translocacion t (8;14)(q24;q32) asociada con LNH. No se sabe si
HCV esta asociado con algin subtipo de LNH o con los LNH en general *. Otro
agente infeccioso que causa estimulacién inmune crénica es Helycobacter pylori,

el cual ha sido asociado a linfoma gastrico (LNH de MALT) *°.




El avance del conocimiento de la fisiopatogenia del sistema linfoide ha permitido a
los patélogos clasificar los LNH en diferentes subgrupos. Estas clasificaciones

tienen 2 objetivos fundamentales:

Agrupar estas entidades desde el punto de vista morfolégico, por criterios

citohistolégicos precisos, basados en el aspecto fenotipico.

Definir entidades con caracteristicas clinicas y evolutivas particulares como
pueden ser el riesgo de enfermedad extraganglionar, diseminacién a médula 6sea
0 sistema nervioso central, permitiendo asi un adecuado tratamiento y prondstico,

asi como determinar la fase de recuperacion en la que se encuentra el paciente.
4. Tratamiento

El tratamiento para los pacientes con LNH depende del estadio y del tipo
histoldgico. Las tomografias computarizadas de térax y abdomen habitualmente
forman parte de la evaluacion para la estadificacion de todos los pacientes con
linfoma. El sistema de subclasificacion por estadios (I, II, Ill y IV) se basa en el
namero de 6rganos linfaticos o extralinfaticos comprometidos y en su localizacién
anatdmica 2. Los LNH se pueden dividir en dos grupos de acuerdo con sus

prondsticos:

Linfomas indolentes o de crecimiento lento: tienen un prondstico relativamente
bueno, con supervivencia media de hasta 10 afios, pero generalmente no son
curables en sus estadios clinicos avanzados. La mayoria tienen morfologia
ganglionar (o folicular). En los estadios | y Il, se puede lograr un control de la
enfermedad a largo plazo en un ndmero significativo de pacientes usando
radioterapia dirigida hacia el al sitio afectado o de campo extendido, el cual incluye
sitios ganglionares adyacentes. Casi la mitad de los pacientes tratados con
radioterapia solamente presentara recaida en un plazo de 10 afios. Cuando se
contraindica la radioterapia, se puede administrar quimioterapia a pacientes
sintomaticos o se puede considerar la conducta expectante para los pacientes

asintomaticos %2.




El tratamiento Optimo para los estadios Il y IV es polémico debido a las tasas
bajas de curacién con las opciones terapéuticas disponibles en el presente. La
tasa de recaida es constante aun en pacientes que respondieron por completo al
tratamiento, de hecho puede presentarse una recaida muchos afios después. Sin
embargo, los pacientes a menudo pueden volver a tratarse con bastante éxito,
mientras que la histologia de la enfermedad permanezca en un grado bajo. El
tratamiento estandar incluye rituximab solo o combinado con analogos de los
nucleotidos de las purinas, como fludarabina o 2-clorodeoxiadenosina, alquilantes
orales (con esteroides o sin ellos) o quimioterapia combinada ?* ?*. Sin embargo,
ninguno de estos tratamientos es curativo en el estadio avanzado de la

enfermedad.

Linfomas agresivos o de crecimiento rapido: tienen una evolucion natural mas
corta pero los pacientes cuyo LNH se presenta en forma dinamica o se vuelve de
crecimiento rapido pueden tener remisiones completas sostenidas con regimenes
de quimioterapia combinada o con una consolidacion intensiva por medio de apoyo

de trasplante de medula 6sea.

Para los estadios | y Il, el tratamiento estandar es quimioterapia combinada
(CHOP) con rituximab (R-CHOP), pero el uso de R-CHOP con radioterapia dirigida

25 Ppara los estadios

al campo comprometido también ha mostrado mejorias
avanzados (Il y IV) se ha utilizado la quimioterapia combinada pero el tratamiento
con R-CHOP mostr6 mejoria de la supervivencia sin complicaciones y de la
supervivencia general en comparaciéon con CHOP en varios estudios clinicos, en
pacientes mayores y menores de 60 afios de edad en los estadios avanzados %°.
La gran mayoria de recaidas se presenta en los primeros dos afios después de

terminar el tratamiento.

En cuanto a radioterapia, la dosis de radiacion oscila generalmente entre 25 y 50
Gy segun el tipo histologico del linfoma, el estadio y la condicion general del
paciente, la meta del tratamiento (curativa o paliativa), la proximidad de 6rganos
adyacentes sensibles y si el paciente se esta tratando con radioterapia sola o en

combinacioén con quimioterapia. La mayoria de los pacientes que reciben radiaciéon




se tratan generalmente en un solo lado del diafragma.?’. Entre los efectos
adversos de la radioterapia incluyen reacciones en piel, complicaciones
estomacales, cansancio y pérdida de motilidad intestinal %.

En la actualidad existen muchos regimenes de quimioterapia potencialmente
eficaces. Como se ha mencionado, los farmacos quimioterapéuticos pueden
administrarse individualmente para los linfomas de bajo grado o bien agrupados en
combinacion entre ellos en el caso de los linfomas de grado alto. La quimioterapia
estandar tiene una utilidad limitada cuando existen recaidas. Se estan probando
nuevos regimenes de farmacos que son mas toxicos que otros tratamientos pero
ofrecen méas posibilidades de curar el linfoma. La quimioterapia combinada con
base en doxorrubicina produce periodos de supervivencia a largo plazo sin
enfermedad en 35 a 45% de los pacientes y en general, con la quimioterapia

combinada el 50-60% de los pacientes en estadio avanzado pueden curarse .

CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona) es la quimioterapia
combinada mas utilizada en DLBCL. Cada farmaco tiene un mecanismo de accion
diferente (agente alquilante, inhibidor de la formacion de huso cromatico, bloqueo
de polimerizacion de tubulina, inhibicion de sintesis de proteinas,
respectivamente), pero todos inducen la muerte de células con un potencial
elevado de proliferacion. Sin embargo este tratamiento es inespecifico, por lo que
suele traer muchas reacciones adversas, ademas de que muchos pacientes

pueden volverse refractarios al tratamiento.

A causa de que la quimioterapia bloquea rapidamente la division celular,
incluyendo a los tejidos normales tales como el pelo, mucosas de la boca,
intestinos y médula 6sea, los pacientes que reciben el tratamiento pueden perder
el pelo, presentar llagas en la boca, asi como tener nauseas y vomito. Ademas, los
farmacos empleados en la quimioterapia suprimen la defensa del organismo
haciéndolo mas susceptible a las infecciones, ocasionando dafio en tejidos y
sangrados espontaneos. Estos efectos pueden ser controlados durante el

tratamiento y éste es generalmente completado. La severidad de estos efectos




depende del tipo y cantidad de farmaco administrado, asi como del tiempo de

tratamiento 2’.

El transplante de médula ésea es otra alternativa para el tratamiento de pacientes
con LNH. Este procedimiento permite que la cantidad de células sanguineas, que
se encuentra reducida por las altas dosis de quimioterapia, se recupere mas
rapidamente. Esta alternativa es eficaz en la mayoria de los casos en personas
menores de 55 afios. Aunque permite la curacion del 30 al 50% de los pacientes
gque no se recuperan mediante la quimioterapia, presenta algunos riesgos.
Aproximadamente el 5% de los pacientes muere a causa de una infeccion durante
las primeras semanas posteriores al trasplante, antes de que la médula ésea se

recupere y pueda producir suficientes leucocitos.

El uso de anticuerpos monoclonales para el tratamiento de pacientes con linfoma
inicid6 hace un poco mas de diez afios ampliandose en el tratamiento de linfomas
indolentes ?®. Como terapia para el cancer, los anticuerpos son inyectados a los
pacientes para dirigir el inicio de la respuesta inmune contra los tumores o para
interferir con la funcionalidad de las células tumorales. Hay diversas
presentaciones para los anticuerpos monoclonales como terapia, entre estas se
tienen a los anticuerpos sin conjugar o nativos en contra de linfomas y a los
anticuerpos conjugados a citocinas, radiois6topos o toxinas, también llamados

proteinas de fusién °.

Los anticuerpos anti-CD20 han sido ampliamente utilizados para el tratamiento de
linfomas de linfocitos B *°. El mas empleado actualmente es rituximab, el cual es
un anticuerpo monoclonal quimérico anti-CD20 ?°. Los anticuerpos no modificados
como rituximab, se unen al antigeno de superficie celular (en este caso CD20),
induciendo lisis celular mediante citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC) y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Este mecanismo
inmune parece ser efectivo tanto en linfomas indolentes como en linfomas mas
agresivos. El rituximab ha demostrado buena actividad clinica en el tratamiento de
recaidas de LNH indolentes de linfocitos B CD20", particularmente en pacientes

con LNH folicular 3% *2.Su eficacia terapéutica estd asociada con su limitada




toxicidad, consistiendo principalmente de eventos relacionados a la infusion como
fiebre, dolores y escalofrios. Se ha utilizado también para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes con la idea de interferir en la produccion de
autoanticuerpos ¥ 34, Ha sido exitosamente usado en estudios preliminares de
artritis reumatoide *°, trombocitopenia purpura idiopatica crénica °, y en pacientes

con lupus eritematoso sistémico ¥'.

También se ha empleado rituximab en combinacion con otros tratamientos tales

como IL-2 o IL-12 para aumentar la actividad citotéxica de las células 3% 3°,

con
anticuerpos dirigidos contra otros blancos en linfocitos B como epratuzumab (anti-
CD22)* y con CpG para inducir una sintesis mdltiple de citocinas y respuesta
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inmune activada por receptores de la respuesta innata *'. Asimismo se ha

combinado rituximab con la terapia sistémica de interferén-alfa (IFNo), mostrando

42, % |IEFNaes miembro de la familia de

beneficios al afadir esta citocina
interferones tipo 1; es una citocina pleiotropica con propiedades anti-proliferativas y
pro-apoptéticas en contra de LNH y otros canceres, causa represion de la
expresion del oncogen c-myc, baja de regulacion de la actividad de la telomerasa e
inhibicién de angiogénesis **. Entre los efectos inmunolégicos favorables de IFNo
contra linfoma se encuentran tanto la activaciéon de células T, NK y dendriticas
como el aumento en la expresion de MHC | y de CD20 en la superficie de las
células tumorales. Sin embargo, la utilidad clinica de IFNa en la terapia contra el

cancer es limitada por las toxicidades asociadas a su administracién sistémica *°.

5. CD20y su via de sefalizacion

CD20 es una fosfoproteina no glicosilada de 33 a 37 kDa expresada en la
superficie celular de mas del 95% de los linfocitos B normales y neoplasicos. Esta
proteina se encuentra expresada desde la etapa pre-B del desarrollo de los
linfocitos B hasta la diferenciacion a células plasmaticas. La secuencia de
aminoacidos sugiere que la estructura de CD20 tiene 4 regiones
transmembranales con los extremos amino y carboxilo terminal del lado

citoplasmatico de la membrana “°.




Se ha mostrado que anticuerpos monoclonales anti-CD20 tienen efectos variables
en la proliferaciéon de células B después de unirse a CD20; por ejemplo, el
anticuerpo anti-CD20 1F5 estimula la transicion de ciclo celular de la fase GO a la
G1 mientras que el anti-CD20 B1 inhibe la progresion de la fase G1 a las fases

S/G2+M después de estimulacién mitégena °.

CD20 ha sido un antigeno atractivo para la inmunoterapia selectiva porque no
circula libremente en el plasma, porque no se libera de la superficie membranal de
las células al unirse con un anticuerpo y porgue no se internaliza ni se disminuye

su expresion %°.

La funcién exacta de CD20 no se conoce del todo. Se sabe que esta proteina esta
asociada a tirosina cinasas de la familia Src, entre las cuales se encuentran lyn,
fyn, Ick y p75/80 *’. El entrecruzamiento de CD20 mediante anticuerpos provoca
una redistribucion de CD20 en microdominios especializados ubicados en la

membrana celular llamados balsas lipidicas “

, Y puede inhibir o promover
apoptosis, dependiendo del anticuerpo utilizado, el estadio de diferenciacion del

linfoma y otras sefiales recibidas por las células *°.

El entrecruzamiento de CD20 con rituximab, después de causar una redistribucion
de CD20 en balsas lipidicas, induce la fosforilacion de ciertos residuos de tirosina
de la fosfolipasa C-gamma (PLCy) mediante cinasas de la familia Src *°. Los
efectos pleiotropicos de PLCy implicados en la sefalizacion por el
entrecruzamiento de rituximab son la activacion de proteinas cinasas activadas por
mitdgeno (MAPKSs), especificamente JNK, ERK y p38MAPK *°, y la hidrolisis de
PIP,, generando inositol trifosfato y un flujo de calcio. Este flujo de calcio ha sido
asociado a la apoptosis mediada por CD20 . Cuando PLCy hidroliza PIP;
también se genera diacilglicerol, lo cual activa a la protein-cinasa C(PKC); sin
embargo esta via aun no ha sido estudiada como un potencial mecanismo para la
actividad de CD20 *° (Ver Figura 1). Se han encontrado varias similitudes entre
estas vias de sefalizacion y aquellas inducidas por el receptor de linfocitos B
(BCR) *2,
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Figura 1. Induccién de apoptosis mediante el entrecruzamiento de CD20 con rituximab. El
entrecruzamiento de CD20 con rituximab desencadena la movilizacion de CD20 a balsas lipidicas y
la fosforilacion de la fosfolipasa C—gamma (PLCy) a través de diferentes proteinas asociadas a
CD20. La activacion de PLCy permite tanto el flujo de calcio (Ca2+) del reticulo endoplasmatico

hacia el citoplasma como la activacion de MAPK, lo cual conlleva a la apoptosis celular.

La intensidad de transduccién intracelular de sefiales, al menos en algunos
sistemas, puede ser afectada por el agrupamiento (clustering) de CD20 *'. Este
agrupamiento de CD20 ha sido directamente relacionado con el entrecruzamiento
mediante anticuerpos, lo cual amplifica la sefializacion; es decir, mientras que con
la unién de un anti-CD20 soluble a CD20 se observa activacion de tirosina cinasas
y un flujo de calcio, una sefializaciobn cuantitativamente mas pronunciada se
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observa al usar anticuerpos anti-CD20 homodimerizados °° o al entrecruzar el

5

anticuerpo ya sea por un anticuerpo secundario >* o por células que expresen

receptores de Fcy *° (Ver Figura 1).

El hiper entrecruzamiento de CD20 puede inducir un incremento en la expresion de
Fas y en la actividad de las caspasas, con la consecuente induccion de apoptosis

46,51 Este efecto ha sido demostrado en diferentes lineas celulares de linfocitos B,




pero actualmente no existe evidencia que demuestre que el hiperentrecruzamiento

incremente y que ademas sea esencial para la induccion de apoptosis in vivo.

La muerte celular provocada por la union de rituximab a CD20 puede ser mediada
a través de CDC, ADCC y apoptosis. La apoptosis mediada por rituximab es
consecuencia de la activacion de las caspasa-3 y 9 pero no de la 8, lo cual ha sido
apoyado por estudios con pacientes con CLL en donde también se observé una
disminucién de las proteinas anti-apoptéticas XIAP y mcl-1 . Por lo tanto, la via
mitocondrial es importante para la apoptosis mediada por rituximab.

Se sabe que algunas lineas celulares de LNH resistentes a quimioterapia se
sensibilizan a apoptosis inducida por quimioterapia después de tratarlas con
rituximab. Esto ocurre mediante la inhibicién de la expresién de las moléculas anti-

apoptoticas Bcl-2 y Bcel-xL.

En las lineas celulares de LNH, rituximab inhibe la via de p38 MAPK lo que lleva a
la inhibicion del factor de transcripcion SP-1, el cual regula la expresion de IL-10.
Al inhibirse la expresion de IL-10, que actia como un factor autocrino/paracrino, se
inhibe la activacion de STAT3, mediada por IL-10/IL-10R, lo que resulta en una

inhibicién de la expresién constitutiva de Bel-2 °°8.

También se ha demostrado que en lineas celulares de LNH, rituximab inhibe la via
de ERK1/2, resultando en la inhibicién del factor de transcripcion AP-1 'y por lo
tanto de la expresién de Bel-xL *°. Ademas, el tratamiento con rituximab induce la
expresion de RKIP %°, que es un regulador negativo de la via de ERK1/2 ®. La
expresion de Bcl-xL también estd regulada por NF-xB y rituximab induce una
disminucién de la fosforilacion de IKK e IkBx, de la actividad de IKK y de la
actividad de unién a DNA de NF-kB, provocando la desregulacién de Bcl-xL *°.

Ademas RKIP también inhibe a NF-«B .

Otra de las vias que regula la expresion de Bcl-xL es la via de AKT. En las lineas
celulares Daudi y Ramos, el tratamiento con rituximab inhibe los estados
fosforilados de AKT y Bad sin efecto alguno en las formas no fosforiladas. Bad no

fosforilado se asocia con Bcl-xL inhibiendo su funcién y causando




quimiosensibilidad *°. Ademaés la inhibicién de AKT inhibe a NF-kB, resultando en
la inhibicion de la expresion de Bcl-xL. Rituximab también induce la expresion de

PTEN, que es una fosfatasa inhibidora de AKT .

NF-kB y YY1 activados regulan negativamente tanto la expresion de Fas y la
sensibilidad a FasL como la expresion del receptor DR5 y la sensibilidad a TRAIL,
por lo que la inhibicion de cualquiera de los dos (NF-xB o YY1) resulta en
sensibilidad a apoptosis mediada por FasL y por TRAIL cuando éstos se unen a
los receptores Fas y DR5, respectivamente ® %, Rituximab inhibe la expresién y
actividad de NF-xB y YY1 en lineas celulares de linfoma no-Hodgkin y por lo tanto
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las sensibiliza a apoptosis mediada por TRAIL y por FasL ™, lo cual muestra un

posible mecanismo de la actividad de rituximab in vivo (Ver Figura 2).
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Figura 2. Cascada de sefializacion inducida por rituximab en LNH. Rituximab es capaz de
inducir una gran cascada de sefializacion que conlleva a la inhibicion de NF-xB, p38MAPK, ERK1/2
y AKT, lo cual resulta en la inhibicién de la expresion de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 y
Bcl-xL, y en el aumento de la expresion de los receptores DR5 y Fas con la consecuente quimio e

inmunosensibilidad en lineas celulares de LNH resistentes a quimioterapia.




6. Interferones tipo 1y su via de sefializacion

Los interferones son proteinas que funcionan como citocinas. Son secretados de
forma autocrina y paracrina e inicialmente fueron descritos como factores que
confieren resistencia viral a las células pero actualmente se sabe que ademas
tienen accion inmunomoduladora, participan en la diferenciacion celular y en la
sobrevivencia o muerte células normales y tumorales. Apoyandose en estudios in
vitro y en el area clinica, se puede determinar que el interferon es un farmaco
inmunoterapéutico, con potentes propiedades antitumorales e
inmunoestimuladoras. Recientes estudios sefialan que la produccion de IFN es
inducida a través de la activacién de los receptores tipo toll (TLR) **. Cerca de 10
distintos interferones han sido identificados en mamiferos y siete de éstos se han
descrito en humanos. Estas citocinas se clasifican, segun su afinidad a los tipos de

receptores de IFN, en tres diferentes grupos:

e |FN Tipo I: Todos los IFN tipo | se unen a un complejo receptor especifico
en la superficie de la célula conocido como receptor tipo 1 de IFN (IFNAR,
por sus siglas en ingles) que consiste en las cadenas IFNAR1 e IFNAR2
Los interferones tipo | presentes en el humano son IFNa, IFNp e IFNo ©,
Casi todas las células del sistema inmune producen interferones tipo |, las
células que expresan principalmente los INFa e IFNB son los leucocitos y
fibroblastos, respectivamente. La induccion de estos interferones es
provocada por la exposicion a virus, ARN de doble cadena, polipéptidos y
citocinas. En la Figura 3 se observan los principales efectos de IFNa en

células NK, presentadoras de antigeno, células T y tumorales .

e IFN Tipo II: Incluye unicamente a IFNy, el cual se une al receptor tipo Il. Este
receptor IFNGR consta de dos cadenas IFNGR1 e IFNGR2. Es producido
en células T y NK como consecuencia de varios estimulos inmunologicos
como antigenos especificos de células T y la enterotoxina A de estafilococo.
A diferencia del IFNa y del IFNB, IFNy no es inducido directamente después

de una infeccion viral .




e IFN Tipo lll: Este sefializa a través de un complejo de receptores que
consiste de IL10R2 (también llamado CRF2-4) e IFNLR1 (también llamado
CRF2-12) °°.
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Figura 3. IFNa posee una actividad pleiotrépica y antag6nica entre células del sistema
inmune y células tumorales. Los efectos de estimulacion e inhibicién son vistos en linfocitos T.
IFNa induce un efecto estimulador en células NK y macroéfagos, el cual se ve antagonizado por la
induccion de la expresion de MHC-1 en células tumorales. Se ha observado un efecto citotoxico
directo en células tumorales, asi como incremento en la expresion de antigenos tumorales y de
moléculas de adhesién. IFNo también tiene efectos anti-angiogénicos mediados indirectamente por

IFNy (Modificado de Jonasch E, et al 2001).

Los interferones tipo | son proteinas no glicosiladas de entre 165-200 aminoacidos
y pertenecen a la familia de citocinas helicoidales con estructuras secundarias de
cinco a-hélices sostenidas en posicion por dos uniones disulfuro. Este tipo de
interferones ejercen su funcién a través de la unién a su receptor, que como ya se
mencion6 son dos proteinas de superficie transmembranales expresadas
constitutivamente: receptor 1 de IFN (IFNAR1) y receptor 2 de IFN (IFNAR2). Este
receptor esta asociado a tirosinas cinasas citoplasmaticas TYK2 y JAK1. Una vez
que el interferon tipo 1 se une ya sea a IFNAR1 o a IFNAR 2, el ligando recluta al
otro IFNAR formandose un complejo ternario. Se sabe que IFNAR2 tiene una
afinidad 1000 veces mayor a IFN que IFNAR1, por lo que es mas probable que IFN




se una a IFNAR 2 y luego reclute a IFNARL1. Estudios acerca de las afinidades de
los interferones sugieren que las diferentes afinidades de los IFNARs, y por lo
tanto la estabilidad de los complejos ternarios, controlan las diferentes acciones

biolégicas de los interferones #*.

La formacion del complejo ternario (IFNAR2-IFN-IFNAR1) resulta en la
autofosforilacion y transfosforilacion de JAK1 y TYK2, permitiendo la fosforilacion
de ciertos residuos de tirosina en los receptores. Después, JAK1 y TYK2 activadas
fosforilan y activan a STAT2 y STAT1, respectivamente. STAT2 y STATL1 activos
se dimerizan y se unen al factor regulador 9 de IFN (IRF9), formando un complejo
llamado factor génico 3 estimulado por IFN (ISGF3) que transloca al nucleo y se
une a un elemento de respuesta estimulado por IFN (ISRE) en las regiones
promotoras de los genes estimulados por IFN (ISG) ** ™ (Ver Figura 4).

En algunas lineas celulares, la subunidad p85 de fosfatidil-inositol 3-cinasa (PI3K)
esta asociado a IFNAR1. La activacion de p85 por IFN resulta en la fosforilacion de
AKT y en la expresion del gen CXCL11 (que codifica una importante quimiocina).
Los interferones tipo 1 también activan p38, y la inactivacion de p38 bloquea la
induccion de los genes CXCL11 y TNFSF10 (que codifica al ligando que induce
apoptosis relacionado con factor de necrosis tumoral APO2L/TRAIL) causada por
IFNB y de CXCL10 (codifica la quimiocina IP-10 o péptido inducido por IFNy) en

leucocitos primarios **.

Una funcién importante de la activacion de proteinas serina cinasas, como p38 y
PKC en respuesta a la sefializacion por IFN, es la fosforilacion directa o indirecta
de factores de transcripcién. La activacion de PI3K, ERKs y p38 por IFN estimula
la fosforilacion de NFxB (pero no IkB), AP-1 y posiblemente de PU.1,
respectivamente. Estos factores de transcripcion activados pueden conducir a la
expresion de genes independiente de los STATs o pueden cooperar con los

STATSs activados en ciertos promotores®’.

La trascripcion iniciada por la activacion de STATs no continlia de manera

indefinida; la homeostasis resulta de la accion de las fosfatasas SHP1 y SHP2, y




de una familia de ISGs: proteinas supresoras de sefalizacion por citocinas
(SOCS), las cuales inhiben la sefializacion del receptor inhibiendo directamente a
las JAKs y marcando al complejo del receptor para que sea degradado por el

proteasoma®’.
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Figura 4. Sefializacion inducida por IFNa. Para los interferones tipo 1 se conocen dos
subunidades del receptor, IFNAR1 e IFNAR2, los cuales estan unidos a JAK1 y a TYK2,
respectivamente. Después de la unién del IFNo con una de las subunidades de su receptor, el
receptor sufre oligomerizacion, luego sucede una transfosforilacién de las JAKs seguido de la
fosforilacién de las colas citoplasmaticas del receptor. Esto permite un acoplamiento para los
traductores y activadores de la trascripcion (STATS), los cuales son fosforilados por las JAKs. Los
STATSs fosforilados son liberados desde los receptores, se dimerizan y se unen al factor regulador 9
de IFN (IRF9) para translocar al nucleo, donde activan la transcripcion de genes estimulados por
IFN (ISGs). Los ISGs pueden ser identificados por la presencia de un elemento de respuesta

estimulado por IFN (ISRE) en su regién promotora. (Modificado de Jonasch E, et al 2001).

La respuesta celular a interferones esta condicionada por la exposicion previa de la
célula a otras citocinas y, de manera inversa, los interferones condicionan la

respuesta celular de otras citocinas.




STAT1 y STAT3 tienen otras actividades ademas de su papel como factores de
transcripcion activados por citocinas. Una consecuencia del aumento en la
expresion de STAT causado por las citocinas es que STAT1 y STAT3 no
fosforilados tienen funciones muy diferentes a su estado fosforilado. Por lo tanto, el
papel de los STATs en la sefializacion después de la union de la citocina al
receptor va mas alla de la activacion de factores de transcripcién por proteinas
cinasas, ya que incluso en la ausencia de un ligando activan la transcripcion y
participan en la especificidad del tipo celular, resultando en diversos patrones de

induccién de 1SGs en diferentes tipos celulares como respuesta a un solo IFN*'.

TRAIL/APO2L y XAF-1 son ISGs que contribuyen a la apoptosis y por lo tanto,
probablemente, a los efectos antivirales y antitumorales de los interferones.
Aunque muchos ISGs promueven la apoptosis, algunos promueven la
supervivencia, por ejemplo el ISG G1P3 que tiene acciones anti-apoptéticas

incluyendo inhibicién de caspasa-3*'.

Muchas proteinas en la via de sefalizacion de IFN son ISGs, lo cual crea una asa
autocrina que amplifica las respuestas de IFN. Algunos ejemplos de estos ISGs
son IRF7, RIG-I, MDA5 y STAT1. Todos los efectos bioldégicos de IFN son
mediados a traves de la accién de ISGs. Por esto, entender las funciones de sus
productos proteicos podria ayudar a desarrollar terapias antivirales y anti-

tumorales mas eficaces®’.

El IFN puede activar algunas otras cascadas de sefializacion que involucran a los
miembros de la familia de las CRK, entre ellos CRKL, la cual funciona como
proteina adaptadora de STATS5, también activado mediante la accién de IFN. El
efecto especifico antiviral y anti-proliferativo del IFN tipo I, resulta de la activacién
de p38 MAPK. La inhibicion de p38MAPK bloquea la transcripcién dependiente de

IFNo. de genes que son regulados por ISREs "°.
7. IFN tipo 1 en cancer

Interferon tipo 1 tiene varias funciones bioldgicas, algunas de ellas son la

regulacion de la inmunidad innata y adaptativa, asi como sus efectos anti-




angiogénicos y pro-apoptéticos, lo que lo convierte en un buen candidato para la
terapia contra el cancer. Se ha utlizado como tratamiento en varios tipos de
cancer, incluyendo malignidades hematoldgicas (leucemia de células peludas,
leucemia mieloide cronica y algunos linfomas de células T y B) y tumores sélidos
(melanoma, carcinoma renal y sarcoma de Kaposi). Sin embargo, el efecto
antitumoral de la terapia con interferon tipo 1 estd acompafado de efectos
adversos como sintomas autoinmunes e inflamatorios y una gran toxicidad *°. Esta
toxicidad puede verse reflejada en efectos constitucionales, neuropsiquiatricos,
hematolégicos y hepaticos que tienen un gran impacto en la calidad de vida del
paciente. En algunos tipos de cancer, por ejemplo en leucemia de células peludas,
el uso de IFNa se ha sustituido por terapias mas efectivas como la 2-
desoxicoformicina y cladribina. En otros casos, como en carcinoma renal
metastasico, se han intentado terapias combinadas de IFNa con agentes
quimioterapéuticos como 5-fluorouracilo o con otras citocinas como IL-2, pero no
han tenido éxito en demostrar una mayor sobrevida comparado con la

monoterapia con IFNo. .

En el caso de linfoma folicular, dos estudios de fase Ill han demostraron una
mayor duracién de la remision al usar agentes alquilantes combinados con IFNa.
Uno de estos estudios resultd en una mayor supervivencia sin progresion de la
enfermedad y en una supervivencia general en el grupo de pacientes que recibio
quimioterapia citotoxica en combinacién con IFNa’t. También se ha evaluado la
terapia de mantenimiento con IFNa en pacientes con linfoma no-Hodgkin de bajo
grado en los que hubo una reduccion en el tamafio del tumor, mostrandose en la
mayoria de los estudios un incremento en la tasa de sobrevida sin recaidas pero
no una clara mejoria en la sobrevida general, por lo que algunos autores
recomiendan su uso en combinacidon con quimioterapia para linfoma folicular
agresivo y como terapia de mantenimiento en pacientes con alto riesgo de

recaidas después de la terapia citotoxica 2.

En el caso de leucemia mielocitica crénica se ha visto un mayor indice en la

respuesta cariotipica en aquellos pacientes tratados con monoterapia de IFNa que




en los tratados con quimioterapia. También se ha probado la combinacion de IFNa
con citarabina, obteniéndose una mayor indice de remision hematolégica completa
comparado con la monoterapia con IFNa, mejor supresion del gen Filadelfia y

mayor supervivencia .

En melanoma metastasico, la monoterapia con IFNa induce respuestas de
aproximadamente 15% y remision completa del 5%. La combinacion de IFNa con
IL-2 no muestra una incremento significativo en el indice de respuesta pero si mas
efectos adversos. La quimio-inmunoterapia muestra mayor indice de respuesta
pero no se ha traducido a un incremento de la sobrevida general y existe gran
toxicidad. La FDA aprob6 el uso de IFNa en melanoma de fase Il y 1IB en el panel
adyuvante debido a que en 1996 se encontraron mejoras en la sobrevida general y

libre de enfermedad en pacientes con melanoma en fase Il %,

Se sabe que IFN tipo 1 no actta directamente en las células tumorales. Su blanco
son las células NK, a través de las cuales regula el crecimiento tumoral, sin
embargo no deben descartarse la apoptosis y la autofagia como mecanismo de

regulacién de la proliferacién de células tumorales *°.

El IFNa es una citocina pleiotropica con potentes propiedades antitumorales e
inmunoestimuladoras. Es secretada por los linfocitos y puede estimular a los
linfocitos B, T y células NK y conducir a la diferenciacion de células dendriticas en
los sitios donde se alojan algunos tumores. Recientemente se ha demostrado que
el IFN presenta actividades anti-proliferativas y pro-apoptéticas hacia algunos
tumores, haciéndole esto un buen candidato para desarrollar terapias contra el
cancer. Ademas de las vias JAK/STAT, en algunas lineas celulares como en
linfoma de células B, IFNa activa a MAPKSs incluyendo la cinasa extracelular 2
(ERK2), p38 MAPKs y cinasas c-Jun NH-terminal (JNKs). Estudios recientes han
determinado que las MAPKSs activadas por los receptores de IFNa se encuentran
rio abajo de varios componentes, incluyendo la proteina cinasa C (PKC). PKC3 es
una de las nuevas PKCs (8, € y 0), que son independientes de calcio y activadas

por diacilglicerol. PKCd se fosforila y activa en respuesta a ciertos agentes,




incluyendo IFNa, lo cual media apoptosis en algunas lineas celulares y
sobrevivencia en otras. En un estudio reciente con lineas celulares de linfoma se
determind que la sefializacion de PKCd inducida por IFNo. causa la activacion de
JNK, lo cual resulta en apoptosis mediada por TRAIL. EI promotor de TRAIL
contiene posibles ISRE y sitios AP-1, los cuales tal vez estén implicados en la
activacion del promotor de TRAIL. Se sabe que JNK induce la fosforilacion de c-
Jun, el cual interacciona con c-Fos y forma un heterodimero cJun/c-Fos (AP-1).
También se sabe que esta sefializacion de PKCS inducida por IFNa esta
involucrada en la fosforilacion de STAT1 en la serina 727. La activacion de STAT1

favorece la induccién de apoptosis en algunos modelos "? (Ver Figura 5).

Bcl-6 es un represor transcripcional expresado en las células B de centro germinal
y en células pre-Bll pequefias en reposo, y sobre expresado en linfomas de
células B derivados de centro germinal como el linfoma Burkitt, jugando un papel
central en la patogénesis de esta enfermedad . Las vias que Bcl-6 regula de
manera negativa son la sefializacion de CD40 y BCR, apoptosis, respuesta a dafio
de ADN, sefializacién de TLR y de TGFB, entre otras "*. En un estudio reciente
con lineas celulares derivadas de linfoma Burkitt endémico y esporadico se
determind que los interferones tipo 1 inhiben la expresion de la proteina Bcl-6 y de
su mMARN en las lineas endémicas pero no en las esporadicas. Este efecto es
especifico para Bcl-6, independiente de EBV y no estd acompafado de la sobre
regulacion del factor regulador de interferon (IRF-4), que suprime la transcripcion
de Bcl-6, ni por la desregulacion del mARN de IRF8 el cual activa directamente la
transcripcion de Bcl-6. La inhibicion de la expresion de Bcl-6 ocurre de manera
directa por la sefializacion de IFN tipo 1, probablemente a través de la fosforilacién
de STATS5 por TYK2 " (Ver Figura 5).

Sin embargo, el efecto antitumoral de la terapia con interferén tipo 1 esta
acompafado de efectos adversos como sintomas autoinmunes e inflamatorios y
una gran toxicidad “°. Esta toxicidad puede verse reflejada en efectos
constitucionales, neuropsiquiatricos, hematologicos y hepaticos que tienen un gran

impacto en la calidad de vida del paciente y parece estar directamente relacionada




con la dosis y duracién de la terapia con IFNa. La toxicidad puede ser aguda o
cronica. Dentro de los sintomas de la toxicidad aguda se encuentran fiebres, frios
y temblores que ocurren a las 3-6 h de administrar el IFNa, también puede haber
dolor de cabeza, dolor muscular y malestar general. Con la administracion
prolongada e ininterrumpida de IFNoa se puede desarrollar tolerancia a estos
sintomas. Dentro de los sintomas de toxicidad crénica se encuentran fatiga (70-

100% de los pacientes), anorexia (40-70%) y sintomas neuropsiquiatricos (>30%)
68
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Figura 5. Sefializacién inducida por IFNa en lineas celulares de LNH. IFNa induce activacion de
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la via de PKC-5 causando activacion de JNK, lo que incrementa la expresion de TRAIL y la
apoptosis mediada por este. De igual manera la sefalizacién de PKC-6 inducida por el IFNa. puede
involucrar la fosforilacion de la serina 727 de STAT1 afectando el balance pro-apoptético/anti-
apoptotico de la célula. Por otro lado se ha descrito que IFNa inhibe la expresion de Bcl-6 mediante

la activacién de STATS5, lo que conlleva a la inhibicién de proliferaciéon y muerte celular.

Los factores que contribuyen a esta toxicidad son el tiempo de vida media en
suero de IFNa es muy corto (5h) y que solo el 0.01% de la dosis inyectada via
subcutanea alcanza el sitio blanco. Debido a las limitaciones de la terapia con
IFNo se han explorado nuevas alternativas para dirigir esta citocina de manera

segura y efectiva al tumor, por ejemplo via monocitos transformados con vectores




adenovirales, en un modelo de carcinoma metastasico y glioma, con resultados
alentadores en la inhibicion de crecimiento tumoral y angiogénesis, sin embargo el
uso de vectores virales en humanos es problematico "°. Una alternativa que
mejora la eficacia y reduce la toxicidad es dirigir IFNo via anticuerpo en una
proteina de fusion. En el caso de linfoma no-Hodgkin de células B este anticuerpo
es un anti-CD20.

8. Proteina de fusion (anti-CD20-hIFNa)

Las proteinas de fusién anticuerpo-citocina utilizan la capacidad Unica de los
anticuerpos de unirse especificamente a un antigeno para guiar agentes
antitumorales a la cercania del tumor, donde estos pueden actuar de manera mas
efectiva en la erradicacion de la célula tumoral. Recientemente se ha producido y
caracterizado la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa en la Universidad de
California, Los Angeles (UCLA) ", la cual representa una posible alternativa para
el tratamiento de LNH de linfocitos B. Para producir esta proteina de fusion, se
clonaron las regiones variables de las cadenas pesada y ligera del anti-CD20 2B8
en vectores que expresan los dominios constantes de las cadenas pesada yl y
ligera x de humano, respectivamente, para obtener un anti-CD20-1gG1.
Posteriormente, en un vector, la secuencia del transcrito del IFNo humano (hIFNa)
fue ligada de su extremo amino terminal a la secuencia de la region carboxilo
terminal de la region constante (Cy) de la cadena pesada de anti-CD20-IgG1 a
través de la secuencia que traduce a un péptido Gly,;Ser que funciona como
“linker”, lo cual no afecta la habilidad del anticuerpo para unirse a su antigeno *°
(Ver Figura 6).

Figura 6. Produccion de la proteina de fusion

anti-CD20-hIFNa. La regién variable de las | Fusion protein heavy chain (H)
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constante. (Tomado de Xuan, et al 2010 ).




En células Daudi se evalud la actividad de la proteina de fusién anti-CD20-hIFNa.
El tratamiento con anti-CD20-hIFNa indujo significativamente mayor porcentaje de
apoptosis (31.7%) que el tratamiento con rituximab. Con este estudio se demostro
que anti-CD20-hlIFNa tiene una potente actividad antitumoral contra células de
linfoma humano, la cual es dependiente de la union de IFNa via anti-CD20 en la

superficie de la célula tumoral *°.

En un modelo murino de xenotrasplante se demostr6 que anti-CD20-hIFNa es
capaz de provocar una regresion rapida y uniforme del tumor (7 de 7 ratones) en
comparacion con el tratamiento con rituximab (2 de 5 ratones) y el control tratado
con HBSS (1 de 5). La sobrevida general de los ratones tratados con la proteina de
fusion fue significativamente mayor que la de los ratones tratados con rituximab,
mientras que los ratones tratados con rituximab no mostraron una mejor sobrevida

comparado con el control “°.

Debido a la naturaleza multifuncional de la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa. es
importante saber el mecanismo mediante el cual ejerce su actividad anti-
proliferativa y pro-apoptoética. Experimentos in vivo usando 38C13-huCD20 IFNAR
Knock down, una linea celular con una baja expresion de IFNAR, resultaron en una
disminucién de la sensibilidad a la apoptosis causada por anti-CD20-mIFNa
sugiriendo que la actividad antitumoral de la proteina de fusién es mediada por la
interaccion de IFNa. con su receptor IFNAR “°. Anti-CD20-hIFNa tiene gran
potencial para convertirse en una terapia versatil, ya que podria usarse en
combinacion con rituximab o con quimioterapia para aumentar su actividad
antitumoral, o bien podria utilizarse como monoterapia para aquellos pacientes en
los que los tumores refractarios a rituximab emergen con nuevos mecanismos.,
pues al tener dos vias de ataque para inducir apoptosis: CD20 e IFNAR, seguiria
siendo eficaz incluso en tumores con desregulacién en las vias de sefalizacion de
CD20 °.




JUSTIFICACION

Actualmente el cancer sigue siendo un problema importante de salud a nivel
mundial y de manera importante las malignidades hematologicas. Si bien
actualmente se cuenta con alternativas terapéuticas mas efectivas y especificas
como la inmunoterapia combinada, aun existen un numero considerable de
pacientes que no responden o son refractarios a este tipo de terapias. En el caso
de rituximab existe un namero importante (40%) de pacientes que no responden.
Por otro lado también se ha intentado la terapia en estos pacientes con la citocina
INFa, sola o en combinacién con rituximab, pero se ha presentada una elevada
toxicidad. Por lo que se desarroll6 una posible alternativa terapéutica como es la
proteina de fusion anti-CD20-hINFa. La cual ha mostrado un efecto citotoxico
superior que el anticuerpo anti-CD20 solo o en combinacion con IFNa en modelos
sensibles a rituximab in vitro e in vivo. El conocer la efectividad de esta proteina de
fusién en modelos de LNH resistentes a rituximab, ayudaria a conocer su potencial
terapéutico como alternativa en aquellos pacientes resistentes o refractarios a la

terapia convencional de R-CHOP
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de las nuevas alternativas terapéuticas para LNH, como el régimen
R-CHOP, cerca del 40% de los pacientes no responden y de los que responden
inicialmente el 20% se vuelven refractarios al tratamiento, disminuyendo las
posibilidades de supervivencia de estos pacientes. Recientemente se desarrollo
una proteina de fusion entre un anticuerpo anti-CD20 e IFNa, de la cual se conoce
su actividad antitumoral en modelos de LNH sensibles a rituximab tanto in vivo e in
vitro. Sin embargo, no se conoce su efectividad en modelos resistentes a
rituximab, asi como de los posibles mecanismos de accion. En este proyecto se
analizo la actividad terapéutica de anti-CD20-hINFa en lineas celulares de linfoma

resistentes y no al tratamiento con rituximab.




HIPOTESIS

La proteina de fusion anti-CD20-hIFNa serd capaz de inducir apoptosis en lineas
celulares de linfoma no-Hodgkin de células B resistentes al tratamiento con
rituximab mediante un entrecruzamiento de la via de sefializacion del receptor de
IFN tipo 1y CD20.

OBJETIVOS
Objetivo General

Determinar el efecto de la proteina de fusién anti-CD20-hIFNa en lineas celulares
de linfoma no-Hodgkin de células B humanas resistentes a rituximab y el posible
mecanismo de accidn que implique la sefializacion del receptor tipo 1 del IFN y
CD20.

Objetivos especificos

Determinar si el tratamiento de lineas celulares de linfomas de células B humanas
resistentes a rituximab con la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa induce inhibicién

en la proliferacion.

Determinar si el tratamiento de lineas celulares de linfomas de células B humanas
resistentes a rituximab con la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa induce

apoptosis.

Determinar el mecanismo de accion de la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa.

sobre lineas celulares de linfomas de células B humanas resistente a rituximab.




MATERIALES Y METODOS
Lineas celulares y reactivos

Las lineas celulares de linfoma humano, Ramos, fueron adquiridas de American
Type Culture Collection (ATCC Bethesda, MD). La linea celular 2F7 fue
proporcionada por el Dr. Otoniel Martinez-Maza del departamento de
Microbiologia, Inmunologia y Genética Molecular en la escuela de medicina de la
UCLA, EUA. Las lineas celulares 2F7 y Ramos resistentes a rituximab (2F7R vy
RamosR) fueron desarrolladas en el laboratorio de inmunologia de la escuela de
medicina de la UCLA "’. Las células fueron mantenidas en medio suplementado
con 4% (v/v) de suero fetal bovino inactivado y cultivadas a 37 °C en una

incubadora de CO, al 5% con humedad.

El cis-diaminodicloroplatino(ll) (CDDP) fue adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EUA) vy fue diluido en dimetilsulféxido (DMSO), adquirido también de
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). El anticuerpo monoclonal quimérico anti-
CD20 (rituximab) fue adquirido de Genetech Inc. (San Francisco, California, EUA).
La proteina de fusion anti-CD20-hIFNa, fue proporcionada por la Dra. Sherie L.
Morrison del departamento de Microbiologia, Inmunologia y Genética Molecular en
la escuela de Medicina de la UCLA, USA.

Ensayos de viabilidad

La viabilidad celular se determind mediante ensayos colorimétricos con la sal 2,3-
bis-(2-metoxi-4-nitro-S-sulfofenil) H-tetrazolio-5carboxanilida (XTT), utilizando un
kit de proliferacion celular que fue adquirido de Roche Diagnostics Co
(Indianapolis, Indiana, EUA). Se cultivaron las lineas celulares en microplacas de
96 pozos con fondo plano en 100 uL de medio de cultivo a una densidad de
15 000 células/pozo. Las lineas celulares se trataron con la proteina de fusion anti-
CD20-hIFNa a diferentes concentraciones (5, 10 y 20 ug/mL), con rituximab a
concentraciones equivalentes de anti-CD20-hIFNa, con IFNa a 0.1 pg/mL y con la
combinacion rituximab + IFNa por 24 h a 37 °C en una incubadora con CO, al

5%. Ademas de estos tratamientos, se incluyd un control de células sin tratar y un




control de isotipo (IgG).

Al cumplirse el tiempo de incubacién se adicionaron 50 uL/pozo de la mezcla de
reactivos del kit de proliferacién celular (XTT y un acoplador de electrones) y se
incubd 4 horas mas a 37 °C y 5% de CO,. Se determind la proliferacién midiendo
la absorbancia espectrofotométrica a 492 y 620 nm de los pozos usando un lector
de ELISA (Multiskan FC, Thermo Fisher scientific, Inc USA). La viabilidad de las
células no tratadas se estableci6 como el 100%, calculandose el porcentaje de
células viables recuperadas mediante la siguiente formula. Cada condicién

experimental se realizo por triplicado y se calculd la desviacion estandar.

Abs muestra

% Células recuperadas = * 1:](])

bs controlsintratar
También se determind la viabilidad celular mediante ensayos de tincién con azul
de tripano. Después de cultivar, tratar e incubar las lineas celulares de igual
manera que como se menciond en el ensayo con XTT, se realizd la tincion

haciendo una dilucion 1:1 de la suspension celular con azul de tripano.

Posteriormente se llevd a cabo el conteo de células muertas y vivas en una
camara de Neubauer y mediante la siguiente formula se calculé el porcentaje de
viabilidad. Cada condicion experimental se realizd por triplicado y se calculd la

desviacion estandar.

% Viabilidad = # de celulas muertas 100
o Viabiiaad = # de celulas totales *

Ensayos de apoptosis

Mediante citometria de flujo se determiné la presencia de caspasa-3 activa
utilizando un kit de apoptosis anti-caspasa-3-activa-ficoeritrina, siguiendo las
instrucciones del proveedor (BD Pharmingen, San Diego, California, EUA). Se
cultivaron las lineas celulares a una densidad de 250 000 células/pozo en 2 mL de

medio de cultivo en microplacas de cultivo celular de 12 pozos con fondo plano.




Para determinar apoptosis, se incubaron las células tratadas con la proteina de
fusion anti-CD20-hIFNa a diferentes concentraciones (5, 10 y 20 ug/mL), con
rituximab a concentraciones equivalentes de anti-CD20-hIFNa, con IFNa a
0.1 pg/mL y con la combinacion rituximab + IFNa por 24 h a 37 °C en una
incubadora con CO; al 5%. Ademas de estos tratamientos, se incluyé un control
de células sin tratar y un control de isotipo (IgG). Para determinar la
quimiosensibilidad a apoptosis mediada por anti-CD20-IFNa, posterior al
tratamiento con anti-CD20-hIFNa, con rituximab, con rituximab + IFNa y con IgG
por 24h, las lineas celulares fueron tratadas con CDDP a una concentracion de
10 pg/mL por 18 h a 37 °C en una incubadora con CO; al 5%. Cabe mencionar
que en un experimento adicional se determind la quimiosensibilidad no sélo a 24 h

sino también a 48y 72 h.

Una vez cumplido el tiempo de incubacion tanto de los tratamientos para
determinar  apoptosis como de los tratamientos para determinar
guimiosensibilidad, las células se lavaron 2 veces con PBS 1x frio, se
resuspendieron en una solucion para fijar y permeabilizar que contiene
paraformaldehido y saponina (BD Citofix/Cytoperm solution 1x) a una

concentracion de 1x10° células/0.5 mL y se incubaron en hielo por 20 minutos.

Después se centrifugaron a 2 000 rpm y se decantaron para lavarlas 2 veces con
un buffer acuoso que contiene saponina, suero fetal bovino y azida de sodio
<0.09% (BD Perm/Wash Buffer 1x) a un volumen de 0.5 mL/1x10° células a

temperatura ambiente.

Por ultimo se realiz6 la tincion con un anticuerpo de ratdén anti-caspasa-3-activa-
ficoeritrina, utilizando 20 pL del anticuerpo y 100 uL de BD Perm/Wash Buffer 1x
por cada condicion experimental. Se incubd por 30 minutos, se lavdé cada
condicion experimental con 1 mL de BD Perm/Wash Buffer 1x y se resuspendi6 en
0.5 mL del mismo buffer antes de analizar por citometria de flujo. Las muestras

fueron adquiridas en un citobmetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences, San




José, California, EUA), con el software CellQuest Pro (BD Biosciences) y se

obtuvo el porcentaje de células caspasa-3-activa positivas.
Electroforesis

Se cultivaron las lineas celulares a una densidad de 1x10° células/pozo en 2 mL
de medio de cultivo en microplacas de cultivo celular de 6 pozos con fondo plano.
Se incubaron las células tratadas con la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa a una
concentracion de 20 ug/mL o con rituximab a una concentracion equivalente por
24 horas a 37 °C en una incubadora con CO; al 5%. Ademas de estos
tratamientos se incluyé un control sin tratar. Una vez cumplido el tiempo de
incubacion, se lavaron las células 2 veces con PBS estéril centrifugandolas a
1 500 rpm por 5 minutos. Se colocaron en microtubos se adicionaron 100 uL de
Buffer de lisis RIPA (1% NP40, 0.1% SDS, &cido desoxicodlico e inhibidores de
proteasas) (Roche Diagnostics Co., Indianapolis, Indiana, EUA). Posteriormente

las células se lisaron por sonicacion.

Los lisados celulares fueron cuantificados con un espectrofotémetro empleando el
método de Lowry. Después se les adicion6 el buffer de carga Laemmli sample
buffer (65.2 mM Tris-HCI pH 6.8, 25% glicerol, 2% SDS y 0.01% azul de
bromofenol) (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, EUA) y se hirvieron

por 10 minutos en bafio maria.

Por ultimo se prepararon geles de poliacrilamida para el corrimiento de
electroforesis en una camara mini-blot (Bio-Rad) con un buffer de corrida y con

condiciones de corrida: 90 minutos a 80 volts.
Western blot

Los geles obtenidos de la electroforesis se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa usando una camara para electro-transferencia (Bio-Rad) con
condiciones de 60 minutos a 100 volts. Después las membranas fueron
bloqueadas usando leche descremada al 5% (Bio-Rad) durante 30 minutos en

agitacion constante.




Posteriormente se incubaron las membranas con los anticuerpos primarios anti-3-
actina de ratén, anti-STAT1 de conejo, anti-Bcl-xL de ratén, anti-Bax de conejo,
anti-Bcl-6 de conejo, anti-PKC-5 de conejo, anti-p38 de conejo y anti-p65 de
conejo (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, EUA), anti-fosfo-
PKC-6 de conejo, anti-fosfo-STAT1 de conejo, anti-fosfo-JNK de ratén, anti-fosfo-
p38 de conejo y anti-fosfo-p65 de conejo (Cell Signalling Technology, Denver,
Massachussets, EUA) durante toda la noche en agitacion constante. Una vez
cumplido el tiempo de incubacion, se realizaron 3 lavados con agitacion con PBS
(5 minutos cada uno) y se incubaron por una hora con los anticuerpos secundarios
cabra anti-ratén IgG conjugado a peroxidasa de rdbano (HRP, por sus siglas en
inglés) o con cabra anti-conejo IgG-HRP, segun corresponda.

Por ultimo se hicieron 3 lavados mas con PBS y se revel6é por el método de
quimioluminiscencia. La densidad de cada banda se determin6 mediante el

software ImageJ 1.46r y se expresd como densidad relativa.

RESULTADOS

Para determinar los efectos de anti-CD20-hIFNa en lineas celulares de linfoma de
células B resistentes al tratamiento con rituximab, se realizaron ensayos de
viabilidad y apoptosis, tanto en células sensibles al tratamiento con rituximab como
en células resistentes. En dichos ensayos las lineas celulares fueron tratadas con
rituximab, IFNa, rituximab+ IFNa y un control de isotipo para comparar su efecto
con el causado por anti-CD20-hIFNa. En el caso de los ensayos para determinar
quimiosensibilidad a apoptosis, se realizaron los siguientes tratamientos
adicionales: anti-CD20-hIFNa+CDDP, rituximab + CDDP, 1gG + CDDP, rituximab +
IFNo. + CDDP

La proteina de fusion anti-CD20-hIFNa inhibe la proliferacion de las lineas

celulares de LNH resistentes a rituximab

Mediante ensayos con XTT, se determiné si anti-CD20-hIFNa inhibia la

proliferacion celular de las lineas celulares resistentes al tratamiento con rituximab.




Para esto, las lineas celulares 2F7 y Ramos silvestres, asi como sus contrapartes
resistentes a rituximab 2F7R y RamosR, fueron tratadas con diferentes
concentraciones de anti-CD20-hIFNa, rituximab, IFNa, rituximab+IFNo y un
control de isotipo, resultando en una inhibicion dosis-dependiente de la
proliferacion celular con anti-CD20-hIFNa a partir de la concentracion de 5ug/mL
en todas las lineas celulares pero que, comparada con la inhibicion obtenida en
las silvestres, es mas marcada en las lineas celulares resistentes a rituximab,
segun la determinacion del porcentaje de células recuperadas: 2F7, 70% vs 2F7R,
60% (Figura 7 A y B); Ramos, 85% vs RamosR, 66% (Figura 7 C y D). Con el
resto de los tratamientos no se observo inhibicion de la proliferacion y la diferencia

entre ellos no fue estadisticamente significativa.

La proteina de fusion anti-CD20-hIFNa inhibe la viabilidad celular en lineas

celulares de LNH resistentes a rituximab

Posteriormente, para determinar la viabilidad celular después del tratamiento con
anti-CD20-hIFNa.  y los controles ya mencionados, se realizaron ensayos de
tincion con azul de tripano. Se observé que el tratamiento de las células 2F7 con
anti-CD20-hIFNo. no mostré una disminucion estadisticamente significativa de la
viabilidad celular con respecto al resto de los tratamientos (Figura 8 A). De manera
similar, el tratamiento de las células 2F7R con la proteina de fusién no provocé
disminucién de la viabilidad celular a ninguna concentracion; lo mismo sucedié con
el resto de los tratamientos (Figura 8 B). Por otro lado, el tratamiento de las células
RamosR con anti-CD20-hIFNo resultd en una disminucion estadisticamente
significativa de la viabilidad celular a partir de la concentraciéon de 10 pug/mL en
comparacion con el resto de los tratamientos (Figura 8 D), mientras que en las
células Ramos silvestres no se observo disminucion de la viabilidad celular a
ninguna concentracion con ningun tratamiento, incluyendo el de anti-CD20-hIFNa
(Figura 8 C).
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CD20-hIFNa, con rituximab, con IFNa o con rituximab + IFNa. Ademas se realizé un control sin

tratar y un control de isotipo (IgG). Mediante ensayos de viabilidad con azul de tripano se

determind el porcentaje de células viables. Se observé en las células RamosR una disminucion

significativa de la viabilidad con anti-CD20-hIFNa a las concentraciones de 10 pg/mL (77%) y 20

pg/mL (60%), mientras que al tratarlas con los controles mantuvieron su viabilidad alrededor del

100% A, linea celular 2F7. B, linea celular 2F7R. C, linea celular Ramos. D, linea celular RamosR.
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El tratamiento de lineas celulares de LNH resistentes a rituximab con la

proteina de fusiéon anti-CD20-hIFNa induce apoptosis

Para saber si anti-CD20-hIFNa inducia apoptosis en lineas celulares de linfoma de
células B, se determind el porcentaje de caspasa-3 activa en las lineas celulares
silvestres (2F7 y Ramos) y resistentes (2F7R y RR) tratadas con diferentes
concentraciones de anti-CD20-1gG1-hIFNa, rituximab, IFNa, rituximab + IFNa y
un control de isotipo mediante citometria de flujo. En las lineas celulares 2F7 y
Ramos la proteina de fusion (anti-CD20-hIFNa) no indujo significativamente méas
apoptosis que el resto de los tratamientos, incluyendo el control de isotipo (Figura
9 Ay C). Sin embargo, en la linea celular 2F7R la proteina de fusion (anti-CD20-
hiIFNa) indujo, en todas las concentraciones, significativamente mayor apoptosis
que los demas tratamientos (Figura 9 B). En contraste, en las células RamosR la
proteina de fusion (anti-CD20-hlIFNa) indujo un porcentaje de apoptosis muy
similar al inducido por el tratamiento de rituximab + IFNa y no significativamente
mayor al inducido por IFNa, pero si es significativamente mayor al inducido por el

control de isotipo y por rituximab (Figura 9 D).

La proteina de fusién anti-CD20-hIFNa induce quimiosensibilidad en lineas

celulares de LNH resistentes a rituximab

Se sabe que el tratamiento con rituximab quimiosensibiliza a lineas celulares de
LNH y esto se ve reflejado en el mejor efecto que ofrece el tratamiento de
pacientes con LNH con la combinacion R-CHOP. Sin embargo, existen pacientes
gue se vuelven refractarios a esta terapia combinada. Por ello es importante saber
si anti-CD20-hIFNo es capaz de quimiosensibilizar a lineas celulares resistentes a
rituximab. Para esto, mediante citometria de flujo, en las mismas lineas celulares
se probd la sensibilizacion a apoptosis mediada por anti-CD20-hIFNa después de
afiadir CDDP, para lo cual ademas de los tratamientos con anti-CD20-hIFNa,

rituximab, rituximab + IFNa y el control de isotipo también se realizaron los




siguientes tratamientos: anti-CD20-hIFNa + CDDP, rituximab + CDDP, rituximab +
IFNo + CDDP e IgG +CDDP. Tanto en las células 2F7 como en las células 2F7R,
el tratamiento con anti-CD20-hIFNa + CDDP indujo mayor apoptosis que el resto
de los tratamientos (Figura 10 A y B), sin embrago esta diferencia es mas marcada
y estadisticamente significativa con respecto a los otros tratamientos, a todas las
concentraciones, en las células 2F7R (Figura 10 B). En cuanto a la linea celular
Ramos, el tratamiento con anti-CD20-hIFNa + CDDP indujo mayor apoptosis que
el resto de los tratamientos excepto el de rituximab + CDDP (Figura 10 C), pero
en las células RamosR el tratamiento con anti-CD20-hIFNo + CDDP indujo
significativamente mas apoptosis en comparacién con la apoptosis inducida por el

resto de los tratamientos (Figura 10 D).
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Figura 9. La proteina de fusién anti-CD20-hIFNa. induce apoptosis en la linea celular 2F7
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El efecto de quimiosensibilidad en lineas celulares de LNH resistentes a
rituximab de la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa. es independiente del

tiempo de tratamiento

Debido a que se observé mayor efecto de anti-CD20-hIFNa a 20 ug/ml, se eligié
dicha concentracion para realizar una cinética de apoptosis a 24, 48y 72 h en las
lineas celulares silvestres y resistentes a rituximab, pues era de interés saber si el
efecto de anti-CD20-hIFNa variaba con respecto al tiempo de tratamiento. Se
observd que no hay diferencia en la sensibilizacion a apoptosis mediada por anti-
CD20-hIFNa a través del tiempo en las células 2F7 y 2F7R (Figura 11 A y B,
respectivamente) ni en las células Ramos y RamosR (Figura 11 C y D). Ademas
se corroboraron los resultados de apoptosis obtenidos (Figura 10) en todas las

lineas celulares.
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Figura 11. La quimiosensibilizacion mediada por la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa no
es dependiente del tiempo. Todas las lineas celulares de LNH fueron tratadas durante 24, 48 y
72 h con varias concentraciones de anti-CD20-hIFNa, rituximab, IFNa, rituximab +IFNo o un
control de isotipo (IgG). Ademas se realizaron tratamientos en los que después de incubar por 24 h
con rituximab, rituximab + IFNa, anti-CD20-hIFNa vy el control de isotipo, se trataron 18 h mas con
CDDP 10 pg/mL (rituximab + CDDP, IFNo+ rituximab +CDDP, anti-CD20-hIFNa. + CDDP e
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A, linea celular 2F7 B, linea celular 2F7R C, linea celular Ramos D, linea celular RamosR. Los

resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes. *P<0.05
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La proteina de fusion anti-CD20-hIFNa es capaz de inhibir la sefalizacion de
CD20 mediante la via de NF-kB y la de IFNAR mediante la via de PKC8§ en

lineas celulares de LNH resientes a rituximab

Para tratar de determinar el mecanismo mediante el cual anti-CD20-hIFNa
quimiosensibiliza a las lineas celulares de LNH de células B resistentes a
rituximab, en las células RamosR se examiné mediante
Western blot la expresion de algunas proteinas implicadas en la quimiosensibilidad
mediada por rituximab, como fosfo-p38 y Bcl-xL, NF-xkB y de otras que participan
en la apoptosis mediada por IFNa en linfoma Burkitt, como Bcl-6, fosfo-PKCS,
fosfo-STAT1 y fosfo-JNK.

En cuanto a las proteinas implicadas en la quimiosensibilidad mediada por
rituximab, el tratamiento de las células Ramos con rituximab y con anti-CD20-
hIFNo muestra una notable disminucion en la expresion de fosfo-p38 en ambos
casos y en una disminucion en la expresion de Bcl-xL que fue mayor con el
tratamiento de anti-CD20-hIFNa, con respecto al control (Figura 12 A). En cambio,
en las células RamosR la expresion de fosfo-p38 y Bcl-xL sélo se ve disminuida
con el tratamiento de anti-CD20-hIFNa (Figura 12 B). Cuando analizamos la
expresion de NF-kB (p65) se observa claramente que en las células Ramos tanto
rituximab como anti-CD20-hIFNa inhiben la expresion de fosfo-p65, siendo esta
inhibiciébn mayor con anti-CD20-hIFNa (Figura 12 A), pero en las células RamosR
s6lo anti-CD20-hIFNa es capaz de inhibir la fosforilacion de p65 (Figura 12 B). Por
otro lado, se determiné la expresion de la proteina pro-apoptética Bax, la cual no
muestra cambios en las células Ramos tratadas con rituximab o anti-CD20-hIFNa.
Sin embargo, en las células RamosR tratadas con anti-CD20-hIFNa se observa un
incremento en la expresiéon de Bax (Figura 12 B). Al analizar la via del receptor de
IFNa interesantemente se observa un incremento en la expresion de Bcl-6, fosfo-
STAT1 y fosfo-PKC3 en las células Ramos tratadas con anti-CD20-hIFNa,
mientras que solo al tratarlas con rituximab se ve un ligero incremento en la

activacion de JNK (Figura 12 C). Por otro lado, en la linea celular RamosR,




cuando es tratada con anti-CD20-hIFNa, se observa un ligero aumento en la
expresion de Bcl-6 pero la activacion de PKCS, STAT1 y JNK se ve disminuida con
respecto al control, mientras que al tratar estas células RamosR con rituximab no
se observan cambios en la expresion de estas proteinas excepto un ligero

aumento en la activacion de PKCs, STAT1 (Figura 12 D).
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Figura 12. La proteina de fusion anti-CD20-hIFNa inhibe la expresion de NF-kB y la via de
PKC8 y STATL. Extractos totales de células Ramos y RamosR tratadas por 24 h con rituximab o
la proteina de fusién fueron analizados por Western blot. También se realiz6 un control sin tratar
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Ramos o D) RamosR donde se observa una clara inhibicion de PKC8 y STAT1. El anilisis
densitométrico correspondiente se observa debajo de cada panel de bandas.
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DISCUSION

El anticuerpo quimérico monoclonal rituximab (anti-CD20) es parte de las terapias
estandar utilizadas para el tratamiento de pacientes con linfoma no-Hodgkin de
células B, en combinacién con quimioterapia (R-CHOP) ®. Sin embargo algunos
pacientes no responden o adquieren resistencia a rituximab con tratamientos
subsecuentes "°. Recientemente se desarrollé la proteina de fusién anti-CD20-
hiFNo con el objetivo de dirigir IFNa a las células tumorales de LNH °, sin
embargo en este estudio se analizaron los efectos de anti-CD20-hIFNa en dos
lineas celulares resistentes a rituximab 2F7R y RamosR, pues debido a la
naturaleza dual de esta proteina podria tener efectos anti-proliferativos y pro-
apoptoéticos en estas lineas celulares. Los resultados muestran que anti-CD20-
hIFNa inhibe la proliferacion tanto en las células resistentes como en las silvestres
(Figura 7), disminuye la viabilidad de las células RamosR (Figura 8 D) e induce
apoptosis en las células 2F7R (Figura 9 B), de manera significativa con respecto al
tratamiento con rituximab, IFNa y la combinacién de rituximab con IFNa. Estos
resultados demuestran que anti-CD20-hIFNa tiene efectos anti-proliferativos y pro-
apoptoticos in vitro mas potentes que rituximab e IFNa. Asimismo nuestros
hallazgos indican que para observar dichos efectos es indispensable el tratamiento
con anti-CD20-hIFNa. Ademéas se determind que anti-CD20-hIFNa
qguimiosensibiliza a las células 2F7R y RamosR induciendo aproximadamente el

doble de apoptosis que rituximab e IFNa. + rituximab (Figuras 10 B y D).

Por todo lo anterior, anti-CD20-hIFNa tiene un gran potencial como alternativa
terapéutica para LNH resistentes a rituximab y es de interés determinar el
mecanismo por el cual causa apoptosis y quimiosensibilidad. Por su naturaleza
parecia probable que el mecanismo de sefializacién de esta proteina implicara la
sefalizacion de CD20 y del receptor tipo 1 de IFN, por lo que en este estudio se
analizo la expresion y activacion de proteinas involucradas en las vias de
sefalizacion de CD20 y el receptor tipo 1 de INF. Recientemente se ha reportado
gue el IFNa es capaz de inducir apoptosis en lineas celulares de LNH por la

disminucién en la expresién de la proteina Bcl-6 3. Sin embargo, nuestros




resultados no muestran una importante disminucion de esta proteina en las células
RamosR y en las células Ramos se ve un aumento. En esta misma via de
sefializacion mediada por la via del receptor tipo 1 de INF encontramos que anti-
CD20-hIFNa incrementa la expresion y activacion de PKC3, STAT1 y JNK en las
células Ramos. Sin embargo induce una inhibicién en las células RamosR, lo que

esta en contradiccién con lo previamente reportado por Yanase y Col. "2

, quienes
demuestran que el IFNo es capaz de inducir apoptosis mediada por TRAIL,
mediante la activacion de la via de PKC? y la activacion de la STAT1 y JNK. Al
parecer, en nuestro modelo esta via que es constitutivamente activa en las células
Ramos y RamosR, soOlo se ve inhibida por anti-CD20-hIFNa en las células
RamosR como una posible via de accién que entrecruce con la via de CD20, ya
gue como se observa en los resultados anti-CD20-hIFNa es capaz de inhibir la via
de p38MAPK. O bien podria ser una consecuencia de la ligera inhibicién de Bcl-6,
ya que este correlaciona con la inhibicion de PKC3, STAT1 y JNK. El tratamiento
de las células RamosR con anti-CD20-hIFNa induce disminucion de Bcl-xL e
induccion de Bax, lo cual podria ocurrir a través de la via de AKT, ERK1/2 o NFkB,
cuya activacion esta disminuida en nuestros estudios en RamosR, mediante la
sefalizacion de CD20. Esto apoya la idea de una posible via de sefalizacion que
muestre entrecruzamiento entre la via CD20 y el receptor de IFNa. Sin embargo,
es necesario realizar estudios adicionales con inhibidores de la via del receptor de
IFNa. y de la via de CD20 para evaluar su participacion en la induccién de
apoptosis en las lineas celulares resistentes a rituximab, asi como valorar las vias
de apoptosis para determinar cual de ellas es la via efectora activada por anti-
CD20-hIFNa en estas células. Por otro lado también es importante evaluar la
efectividad de anti-CD20-hIFNa in vivo en modelos murinos de xenotrasplante con

estas lineas celulares resistentes a rituximab.




CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo nos permiten concluir que en las lineas

celulares de LNH resistentes a rituximab:

-La proteina de fusion anti-CD20-IFNa provoca una importante inhibicion de la

proliferacion

-La proteina de fusion anti-CD20-IFNa es capaz de inducir apoptosis de manera

directa
-La proteina de fusion anti-CD20-hIFNa es capaz de inducir quimiosensibilidad.

-La quimiosensibilidad provocada por la proteina de fusién anti-CD20-hIFNa
parece estar asociada a la inhibicion de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-xL e
induccion de proteinas pro-apoptéticas como Bax.

-La proteina de fusion anti-CD20-hIFNa inhibe tanto la sefalizacion de CD20
mediante la via de NF-xB como la sefalizacién de IFNAR mediante la via de

PKCa.

-La inhibicién de la via de NF-kB provocada por la proteina de fusién anti-CD20-

hiIFNo. apoya la idea del entrecruzamiento de las vias de CD20 e IFNAR.

-La inhibicion de p38 provocada por la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa podria

ser la via de accion mediante la cual se entrecrucen las vias de CD20 e IFNAR.
PERSPECTIVAS
-Estudios in vitro

Analisis por Western blot incluyendo como controles rituximab + IFNo e IFNa,

y determinar la expresion de otras proteinas involucradas en las vias.

Evaluar la quimiosensibilidad inducida por la proteina de fusion anti-CD20-hIFNa

utilizando otros farmacos.




Valoracion de las vias de apoptosis para determinar la via efectora de la proteina
de fusion anti-CD20-hIFNa

Determinar la posible via de entrecruzamiento utilizando inhibidores quimicos de
las vias de IFNa y de CD20.

-Estudios in vivo

Evaluar la efectividad de anti-CD20-hIFNa. en modelos murinos de xenotrasplante

utilizando lineas celulares resistentes a rituximab.
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