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. RESUMEN

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es la tercera causa de muerte a nivel mundial y es considerado
como la segunda causa de defuncion por neoplasias del género femenino en México; frente a
esta enfermedad se han desarrollado terapias como la cirugia, radioterapia en combinacién
con la quimioterapia empleando farmacos antitumorales; sin embargo, su administracion via
sistémica y falta de especificidad ocasiona diversos efectos toxicos que afectan tanto a células
tumorales como a células normales, ante lo cual se ha impulsado el desarrollo de mecanismos

para disminuir la toxicidad manteniendo o aumentando su actividad antitumoral.

El encapsulamiento liposomal de farmacos hace posible dirigir su accién hacia 6rganos blanco
disminuyendo su toxicidad; su formulacion basada en la mecénica de la membrana celular
hace posible una mayor absorcion de sustancias antitumorales; por lo que se considera a los

liposomas como excelentes vehiculos para la administracién de sustancias antitumorales.

En estudios realizados en el laboratorio de Oncologia Celular de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, el uso de liposomas con IL-2 ha logrado una regresion del tamafio en
ratones con tumores inducidos con células de cancer de cérvix, disminuyendo la citotoxicidad
de esta citocina por lo cual se considera 6ptimo el estudio de estos biotransportadores para
la administracion de sustancias antitumorales con el propoésito de impulsar la basqueda de

constituyentes que les confieran mayor estabilidad estructural.

Laincorporacion de fosfolipidos aumenta la estabilidad estructural del liposoma, en particular
fosfolipidos ciclicos que estan presentes en la membrana celular participando como sustrato
en la activacion de vias de sefializacion como la via PI3K/Akt, involucrada en la dinamica del
citoesqueleto, trafico vesicular y activacion de receptores inmunolégicos tales como FcyRill
(Receptor 1l para la fraccion cristalizable de la 1gG). Se ha demostrado la presencia de
receptores Fc en células tumorales no hematopoyéticas, lo cual podria conferir proteccién
frente al reconocimiento por el sistema inmunolégico e inclusive aumentar la vulnerabilidad

tumoral frente a una inmunoterapia.

Por lo anterior, en el presente estudio se analizo el efecto de liposomas formulados sobre la
expresion de CD16 en lineas celulares de cancer cérvico uterino CALO e INBL. Nuestros

resultados muestran que la estructura formada por el fosfolipido ciclico unido al liposoma
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incrementa el nivel de expresién basal de FcyRIIlI (CD16) en las lineas celulares, CALO (51.2%),
INBL (47.44%) y monocitos (84.8%).

La incorporacién de un lipido ciclico a la formulacion liposomal, no activa la via PI3K/Akt ya
que no se modifica el nivel de fosforilacion basal de la proteina Akt. La determinacién del radio
de fosforilacion constitutiva de Akt-1 en el cual la linea celular CALO presenta un 0.65 e INBL
un 0.77; asi como la proporcion correspondiente a cada isoforma del total de Akt- fosforilada
representa el 54% en CALO y el 78% en INBL de Akt-1; el 46% en CALO y el 22% en INBL a las
isoformas de Akt 2/3, muestran diferencias bioquimicas atribuidas al grado de progresion
tumoral CALO 1B e INBL IVB.

En conclusién, la estructura formada por el lipido ciclico unida al liposoma incrementa la
afinidad de estas particulas a las membranas celulares sin afectar los niveles de activacion
constitutiva de Akt, sin embargo esta evaluacion no determina que el componente estructural
del liposoma no pueda activar otras vias de sefializacion involucradas con proteinas que
presenten dominios de union a este tipo de lipidos, vias de sefializacion donde la PI3K ejerza
su participacion o relacionadas con la activacién del trafico vesicular, permitiendo la
externalizacion de los receptores inmunoldgicos FcyRIIl resguardados en vesiculas al interior

de la membrana celular a través de un re-arreglo del citoesqueleto.
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Il. INTRODUCCION

a. Cancer

Desde la antigliedad, el cancer ha acompafiado a la humanidad. Hacia el afio 400 a.C.
Hipocrates lo nombré karkinos, en griego significa cangrejo (Barruti, 2012); haciendo una
analogia a su desordenado crecimiento con ramificaciones que se adhieren a todo con

obstinacion y forma similar a un cangrejo marino.

El cAncer es una enfermedad multifactorial en la cual la dieta, habitos tdxicos, el estilo de vida
y el medio ambiente, incluyendo la infeccién por microorganismos son factores que actian
sobre el genoma de la célula como iniciadores o promotores tumorales en la transformacion
celular (Diaz et al., 1998), dando paso a un proceso de inmortalizacion celular con un
crecimiento desordenado, incontrolable, excesivo y auténomo que supera la velocidad de
crecimiento de tejidos normales, capaz de diseminarse a otros érganos (metéastasis) y lograr

la colonizacion tisular.

El humano se encuentra constituido aproximadamente por 105 células normales, de las
cuales se pierden 400 mil millones en tejidos y érganos diariamente, por lo que las células
requieren dividirse y diferenciarse. Se han calculado 102 divisiones de células por dia, dentro
de las cuales se estima una frecuencia de mutaciones de 10~1%/divisién celular en un medio
sin mutagenos; sin embargo la exposicion a factores iniciadores o promotores tumorales
incrementa la acumulacion de estas mutaciones y alteraciones epigenéticas, alterando la
actividad de genes involucrados en el control del ciclo celular; incrementando la activacion de
genes involucrados en proliferacion (oncogenes) y la disminucién o inactivacion de genes
involucrados en mecanismos de reparacién molecular y apoptosis (genes supresores de
tumores). Confiriendo una ventaja selectiva a nivel celular que permite la evasion de
mecanismos homeostaticos normales y la adquisicion de un fenotipo cancerigeno, heredable,

que al paso del tiempo sea capaz de matar al organismo (Valle, 2003).

El cancer es considerado una de las primeras causas de muerte a nivel mundial. En el afio 2012
se registraron 14.1 millones de casos nuevos de cancer, 8.2 millones de muertes por cancer y

32.6 millones de personas que viven con cancer (OMS, 2014; Globocan, 2012).
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En México es la tercera causa de muerte con 65 casos por cada 100,000 habitantes, y cada
afio se suman mas de 128,000 casos (SPPS, 2014). Dentro de los méas de 100 tipos de cancer,
los principales causantes de mortalidad son el cancer de mama (13.8%) seguido por el cancer

cérvico-uterino (10.4%).

b. Cancer cérvico-uterino (CaCu)

A nivel mundial, el cAncer cérvico-uterino es el séptimo cancer mas comun y el cuarto entre
las mujeres; en el afio 2012 se estimaron 528 mil nuevos casos y se atribuyeron 266 mil
muertes por cancer cervical en todo el mundo, lo cual representa el 7,5% de todas las muertes
por cancer en las mujeres. (Globocan, 2012). En México es la segunda causa de cancer mas
comun y presenta un 8% (275,100) del total de muertes en mujeres por cancer en el 2008,
siendo la primera causa de defuncién por neoplasias en el género femenino (SSEM, 2014;
Cetina L, 2014); anualmente se espera la aparicién de 500 mil casos nuevos y 200 mil muertes

por esta causa (Cortés, 2003).

Dentro de los factores etiol6gicos méas importantes que actdan sobre el genoma como
iniciadores o promotores del cancer de cérvix se encuentra la infeccion por el virus del
papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR); relacion avalada por estudios epidemiolégicos en
los cuales el VPH-AR se encontré en el 99.7 % de los casos de cancer de cérvix (Mufioz, 2000)
y en mas del 70% de las biopsias realizadas en el mundo se han encontrado los tipos

oncogénicos 16 y 18 (Walboomers, 1999).

El virus del papiloma humano pertenece a la familia Papovaviridae, considerado como un
ADN-virus, debido al material genético que portan. Su genoma contiene 6 genes de expresion
temprana (E) implicados en la regulacion y replicacion y 2 genes de expresion tardia (L) que

codifican las proteinas de la capside virica (De la Cruz et al., 2004).

Este virus infecta epitelios estratificados, ingresando a través de microlesiones superficiales e
infectando a células de la lAmina basal donde el virus desarrolla un microambiente a través de
su maquinaria proteica ligada al proceso de diferenciacion celular, de esta forma las células

infectadas amplifican el ADN virico dado por la expresion de oncoproteinas tempranas E1 y
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E2; al inicio del proceso de diferenciacion celular, la expresion de las oncoproteinas E6 y E7

permiten la transcripcion y traduccion de los genes tardios que codifican las proteinas de la
capside L1 y L2 en la parte superior del epitelio, donde se ensamblan las particulas viricas

infecciosas (De la Cruz et al., 2004).

La relacion entre esta infeccion viral y la oncogénesis del cancer cérvico-uterino involucra la
transcripcién y traducciéon de los oncogenes virales que codifican para la expresion de la
oncoproteina E6 que degrada a la proteina supresora de tumor p53 y la proteina E7 que
inactiva la proteina supresora de tumor Rb, lo que permite la progresion del ciclo celular de
Gl a S, desregulando procesos como la proliferacion y apoptosis; dando paso a la

transformacion e inmortalizacion de las células infectadas (Cortés, 2003).

c. Terapias

Con relacion al tratamiento de esta enfermedad se han desarrollado diversas terapias como
la cirugia, radioterapia, inmunoterapia y quimioterapia; sin embargo, su empleo combinado
durante la aplicacion de una terapia convencional presenta grandes dificultades: la falta de

especificidad y /o su ineficacia para el control de la enfermedad residual (Subiza et al. 1994).

El desarrollo e implementacion de la inmunoterapia podria solucionar estas limitaciones
puesto que aprovecha el potencial del sistema inmunoldgico y su capacidad de respuesta
frente a células tumorales; las bases de la inmunoterapia se remontan hacia el afio 1908,
cuando Paul Ehrlich sugiere la existencia de una respuesta inmune frente al crecimiento
tumoral basandose en la regresion espontanea de algunos tumores. Actualmente, esta terapia
se basa en el uso de anticuerpos monoclonales asi como el empleo de citocinas, debido a sus
propiedades inmuno-reguladoras y antiproliferativas para el desarrollo de vacunas o agentes
antineoplasicos (Subiza et al., 1994). Por ejemplo la interleucina-2 (IL-2) fue aprobada como
farmaco efectivo para la terapia contra tumores humanos por su activacion del sistema
inmunolégico (Mule, 1985); sin embargo, su administracion en inmunoterapia ha sido limitada

debido a su alta toxicidad (Rangel et al., 2014).
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Asi como la IL-2, diversos farmacos citoliticos, citostaticos y citotdxicos son administrados via
sistémica logrando periodos cortos de duracion, ademas la falta de especificidad de estos
farmacos afecta tanto a células tumorales como a células normales, produciendo importantes
cambios estructurales y funcionales en células normales; por lo que se ha impulsado la
busqueda de mecanismos para dirigir farmacos a tejidos especificos, disminuyendo los efectos
hacia células normales y manteniendo o aumentando su actividad antitumoral al evitar ser
metabolizados y excretados rapidamente garantizando la liberacién controlada de estos

agentes antitumorales.

d. Liposomas

La nanobiotecnologia ha impulsado el desarrollo de sistemas farmacéuticos eficientes y
seguros capaces de entregar farmacos a células dafiadas denominados por Paul Ehrlich en
1906 como “balas magicas” (Shashi et al., 2012).

Los liposomas son transportadores constituidos por bicapas concéntricas de lipidos
anfipaticos descubiertos por Alec D. Bangham en 1961 mientras estudiaba el papel de los
fosfolipidos en la coagulacion sanguinea. Los fosfolipidos en agua forman esferas cuyas
paredes se organizan en bicapas debido al caracter anfipatico de estas moléculas, dejando
compartimientos acuosos al interior y al exterior (Fig. 1.) (Lanio et al., 2009). Bajo este
concepto se han desarrollado vesiculas artificiales de fosfolipidos que presentan propiedades
fisico-quimicas similares a las membranas celulares, permitiendo su empleo en modelos in
vitro de membranas bioldgicas para la investigacién en bioquimica de membranas y
mecanismos de transporte (Gutierrez, 1997); este comportamiento y capacidad de encapsular
compuestos han convertido a los liposomas en una herramienta importante para acarrear
sustancias al interior de las células, teniendo otras ventajas como ser facilmente

metabolizables, no tdxicos ni antigénicos.
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Fig. 1. Estructura liposomal integrada por fosfolipidos. Modificado de Alberts et al., 2008

Por estas caracteristicas los liposomas han constituido uno de los mejores sistemas
acarreadores empleados en la liberacion de farmacos, terapia génica y como adyuvantes
(Lanio et al., 2009) transportando diversas sustancias hidrofilicas como acidos nucleicos,
farmacos inorganicos, citocinas, antigenos o anticuerpos (Rangel et al., 2014) con el objetivo
de reducir los efectos toxicos colaterales de las sustancias administradas y lograr una mayor
especificidad al aumentar su afinidad hacia las membranas de las células tumorales

(Kepczynski, 2008).

La formulacion liposomal convencional se basa en moléculas anfipaticas derivadas o basadas
en la estructura de los lipidos de las membranas bioldgicas (Lassic, 1997), estructuradas por
una parte hidrofobica a partir de un enlace éster de dos cadenas hidrocarbonadas con la
molécula del glicerol (glicerolipidos), o por la unidad hidrofébica ceramida (esfingolipidos) a
la cual se une a una cabeza polar hidrofilica que puede contener fosfolipidos y/o glicerolipidos
zwitterionicos bioldgicamente relevantes como la fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina

(PE), esfingomielina (SM), asi como moléculas cargadas negativamente: acido fosfatidico (PA),
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fosfatidil glicerol (PG), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI), cardiolipina (CL) y glicolipidos
(Lanio et al., 2009).

Sin embargo, la administracion via sistémica de liposomas ocasiona su interaccion con
lipoproteinas de alta densidad las cuales remueven los fosfolipidos de las bicapas ocasionando
su ruptura y liberacién de su contenido en la circulacién. Frente a esto, se ha impulsado la
busqueda de constituyentes que les confieran una mayor estabilidad estructural o modifiquen
las propiedades fisicas de estos transportadores, ya que el patrén de distribucion y absorcion

del farmaco depende totalmente de las propiedades fisicoquimicas del liposoma (Kaye, 1981).

De esta manera, estudios basados en las propiedades fisico-quimicas de las membranas
celulares, han permitido la modificacion fisico-quimica de liposomas mediando su capacidad
de incorporacion, estabilidad, y su distribucién in vivo (Lanio et al., 2009). Se ha informado
que la inclusion de lipidos catidnicos en la composicién liposomal ha potenciado su capacidad
para mediar la transfeccién de material genético (Ulrich, 2002), asi como el estudio realizado
por Bergers y col. en el cual los liposomas con carga negativa tuvieron una mayor efectividad
y la eficacia de su incorporacién fue dependiente de la carga del liposoma, el pH y la fuerza

idnica del medio.

e. Lipidos membranales

Fisiolégicamente las moléculas lipidicas constituyen el 50% de los componentes de la
membrana celular proporcionando su estructura basica; dentro de los componentes mas
abundantes se encuentran los fosfolipidos que poseen una cabeza polar y dos colas
hidrocarbonadas hidrofébicas por lo cual se denominan como moléculas antipaticas. Los
principales fosfolipidos presentes en las membranas celulares son los fosfogliceridos, que
poseen un esqueleto de glicerol de tres &tomos de carbono con dos &cidos grasos de la cadena
larga estan unidos mediante enlaces éster y un grupo fosfato el cual esta unido a diferentes
grupos polares que se diferencian por el tamafio, forma o carga eléctrica (Fig. 2). En las células
animales lo principales fosfogliceridos que se encentran en la membrana celular son la
fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina, la fosfatidilcolina y el fosfatidilinositol (Alberts et al.,
2008).
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Estos componentes membranales no solo juegan un papel importante en la estructura
membranal; también cumplen su funcion como reguladores de importantes vias de
sefializacién celular al actuar como segundos mensajeros, un ejemplo es el fosfatidilinositol,
el cual posee un grupo alcohol ciclico de seis carbonos llamado inositol, que presenta una
carga eléctrica negativa y es altamente polar debido a su elevado contenido en grupos
hidroxilo (Fig. 2.).
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Fig. 2. Estructura de fosfolipidos; Fosfatidilinositol. Modificada de Alberts et al., 2008

Este fosfolipido se encuentra localizado en la membrana interna donde ejerce su papel como
sustrato de una amplia variedad de enzimas incluyendo fosfatasas, fosfolipasa C (PLC), la
fosfolipasa D (PLD) (Corvera, 1999), asi como enzimas cinasas de lipidos como la
fofatidilinositol-3-cinasa (PI3K), capaces de fosforilar los hidroxilos libres del inositol
produciendo derivados fosforilados del fosfatidilinositol, llamados “fosfoinositidos” como el
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PI[3,4,5]P;) y el fosfatidilinositol 3-fosfato (PI[3]P), los
cuales pueden actuar como segundos mensajeros y regular importantes vias de sefializacion

(Knodler, 2005).
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Los fosfoinositidos (PtdIns), son esenciales en las células eucaridticas, al actuar como

reclutadores locales de proteinas con dominio PH (homologo a pleckstrina), FIVE (Fabl, YOTB,
Vacly EEAL)y PX (phox homology), a través de los cuales modulan la maquinaria proteica que
controla vias de sefializacion celular involucradas en procesos nucleares, la dindmica del
citoesqueleto y el trafico vesicular implicado en la via secretora y endocitica (Lemmon, 2003);
por lo cual reacciones celulares que alteren los niveles de fosfoinositidos podrian

eficientemente regular el trafico vesicular (Fig. 3.).

il PX

Fig. 3. Fosfatidilinositol en células eucariéticas. Localizado en la membrana interna donde interctua como
sustrato de enzimas cinansas de lipidos que generan PtdIns capaces de reclutar proteinas con dominios PH,

FIVE, PX.
f.  Comunicacion celular

Las rutas de transduccion de sefiales son vias por las cuales se regulan los eventos mas
importantes en la actividad celular que opera a partir del transporte de sefiales del exterior
hacia interior de las células, desencadenando cascadas de sefalizacion celular que incluyen
eventos de fosforilacion y desfosforilacion llevados a cabo por proteinas cinasas y fosfatasas,

respectivamente.
Cinasas

Las proteinas cinasas constituyen un grupo de enzimas responsables de la fosforilacién de
proteinas, la cual es una modificacion postraducciénal covalente que altera la actividad de las

proteinas blanco, al ser capaces de catalizar la transferencia del fosfato-y del ATP o GTP a las
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proteinas; estas proteinas cinasas se encuentran clasificadas en funcién de los aminoéacidos

que fosforilan: cinasas de tirosina y de serina/treonina, las cuales pueden ser receptores de
superficie celular o cinasas intracelulares que operan como miembros de cascadas de
sefializacién (Berridge, 2014). Otro grupo de proteinas cinasas son las de lipidos, las cuales
fosforilan grupos hidroxilo de lipidos presentes en la membrana celular, produciendo
segundos mensajeros que contribuyen al reclutamiento y activacion de importantes
miembros de las vias de sefializacion que concluyen en la transduccion de la sefial extracelular

en una respuesta celular (Aguilera, 2005).

g. Fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K)

Dentro de las proteinas cinasas de lipidos se encuentra la fosfatidilinosol-3-cinasa (PI3K), la
cual es reguladora de numerosas rutas de transduccion de sefiales intracelulares que
coordinan el crecimiento celular, la entrada al ciclo celular, migracion y supervivencia

(Aguilera, 2005).

La familia de PI3K constituye un grupo de proteinas cinasas que incluyen cinasas de
fosfatidilinositol, proteinas cinasas dependientes de ADN (DNA-PK), ataxia telangiectasia-
mutada (ATM), ataxia telangiectasia y rad3 (ATR) (Pinzén, 2009).

Se han reportado 8 tipos de PI3K en mamiferos, clasificadas en tres clases con distinta
actividad (Victoria, 2012) en funcion al tipo celular en el cual se expresa el sustrato especifico

y las subunidades necesarias para la activacion de cada clase (Ghayad et al.,2010).

La PI3K clase | es una proteina heterodimérica conformada por una subunidad reguladora p85
y una subunidad catalitica p110. Existen cinco subunidades reguladoras (p85a, p858, p55a,
p50a y p55y) las cuales cumplen su funcidon como proteinas adaptadoras; la subunidad
reguladora p85 contiene un dominio homélogo Scr3 (SH3), un dominio breakpoint-cluster-
region homology (BH), dos regiones ricas en prolina y dos dominios homélogos a Scr2 (SH2)
separados por un dominio de union a la subunidad catalitica p110. Esta proteina interactua
con el dominio de unién a p85 localizado en la subunidad catalitica la cual presenta tres

subunidades (p110a, p110B y p1108) (Fig. 4.). Los diferentes dominios de unién en las
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subunidades cataliticas incrementan la versatilidad de esta enzima para interactuar con una

gran variedad de moléculas de sefializacion (Berridge, 2014).

PI3K CLASE 1

SUBSTRATO LIPIDICO
Ptdins (4.5) P2

SUBUNIDAD CATALITICA SUBUNIDAD REGULATORIA

PI3K = p110

P85

UNION A P85 UNION A RAS gg#.:riﬁco !

| UNION A P110

& 2 SH3 - P BH L SH2
\ y @=_ [ ] __;7 E g
I_I_I p85a, p85p, p55a

p1100, p1108 y p1105 PRSI B

Fig. 4. Fosfatidilinositol 3- cinasa, PI3K. Dominios presentes en la subunidad catalitica p110y reguladora p85.

Modificado de Vanhaesebroek, 2010.

La principal funcion de la fosfatidilinositol 3-cinasa es mediar la fosforilacion en la posicion 3
del anillo de inositol el cual es un componente lipidico de la membrana y preferentemente
fosforila al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, PI[4,5]P, (PIP2) generando fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato PI[3,4,5]P; (PIP3) (Fig. 5.), estas moléculas son denominadas como segundos
mensajeros y contribuyen al reclutamiento y activacion de proteinas con dominios de union a
fosfoinositidos D3 fosfoforilados, como proteinas con dominios PH dando lugar a la formacion
de complejos de sefializacion, siendo de particular interés la proteina cinasa de
serina/treonina PKB/Akt y la proteina cinasa 1 dependiente de fosfoinositidos (PDK1)

(Aguilera, 2005).

PIP

Fig. 5. Funcion de la PI3K. Fosforilacion en la posicion 3 del anillo inositol, PtdIns (4,5)P2, mediado por la PI3K,
generando PtdIn (3,4,5)P3. Modificado de
http://pendientedemigracion.ucm.es/info/biomol2/Ruta%20de%20la%20Fosfatidil%20inositol%203%20quinasa
pdf
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h. Cinasa Akt

La proteina cinasa de serina/treonina Akt o cinasa B (PKB), es considerada el homélogo del
oncogén viral v-Akt (retrovirus Akt8) asociado con linfomas de raton (Cornero, 2010). La
activacién de Akt regula numerosos procesos involucrados en la apoptosis, el crecimiento

celulary el ciclo celular (Aguilera, 2005).

La cinasa Akt pertenece a una gran familia de cinasas con las cuales conservan un alto grado
de homologia, tales como PKA y PKC. Akt tiene tres isoformas conocidas derivadas de distintos

genes Akt1/PKBa, Akt2/PKBf y Akt3/PKBYy.

Larespuesta originada por Akt depende de cada una de las tres isoformas conocidas, las cuales
poseen un dominio animo-terminal PH, el cual regula interacciones proteina-proteina o lipido-
proteina, un dominio central catalitico y un dominio regulador carboxiterminal de unién a
fofoinositoles-3 fosfato (PIP3) generados por PI3k, el cual contribuye a su reclutamiento y
activacion (Victoria, 2012) (Fig. 6.).

75-84% 90-95% 73-79%
\\ (-..': \ . A\

A)

E)

AKT1 (PKB«) .W.. ‘Catalitico. A

0Thr308 030" 473
p .y )
s
Thr309 Serd74
o ®

A

[E—
emrst')s_afs"""z

AKT2 (PKBJ)

—

AKTS (PKBY)

Fig. 6. Cinasa Akt. A) Porcentajes de homologia en dominios entre los miembros de la familia PKB, PKC y Akt.

B) Dominios de activacion en las isoformas de Akt. Modificado de Sup Song, et al., 2012.

Se han identificado diferentes proteinas cinasas involucradas en su proceso de activacion
incluyendo el complejo rictor-mTOR (blanco en mamifero de rapamicina), PDK1, ILK (cinasa
ligada a la integrina), la PKCBII e incluso la propia AKt, aunque ain no se encuentra claro el

papel de éstas en la regulacion de esta proteina (Pinzén, 2009).
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i. Descripcion de la via de sefializacion PI3k/Akt

Histéricamente a la via PI3K se le ha llamado RAC-PK por su relacion con la proteina cinasa A
(PKA) y C (PKC), asi en los afios 90 se demostrd que PKB o Akt se encontraba regulada por PI3K
debido a la relacion directa con la muerte celular, proliferacion y sobrevivencia (Majumder,

2005) estableciendo una via integrada entre PI3K y Akt (Coffer et. al. 1998).

La via de sefializacion PI3K/Akt es activada en respuesta a diversos estimulos extracelulares
que propician la fosforilacion de la subunidad p85 de la PI3K, causando un cambio

conformacional capaz de reclutar la subunidad catalitica p110 para su activacion.

La proteina P13k activa, fosforila el fosfatidilinositol 4,5 difosfatato (PI2P) convirtiéndolo en un
segundo mensajero fosfatildilinositol 3, 4, 5 trifosfato (PI3P), capaz reclutar a la proteina AKt
mediante la interaccion del dominio PH en la region N-terminal de Akt con el PI3P, induciendo
cambios conformacionales en Akt, lo que permite la exposicion de sus dos sitios principales

de fosforilacion.

El dominio PH presente en Akt puede mediar la proximidad de PDK1, la cual fosforila a Akt en
el dominio treonina (Thr 308), dando estabilidad a este complejo de sefializacion para la
posterior fosforilacién por el complejo proteico mTOR-rictor en el dominio serina (Ser 473) de
Akt, activandola; permitiendo su accién sobre distintos blancos responsables de los diversos
efectos de la via implicados como puntos fundamentales en procesos particulares como la

supervivencia celular y la inhibicion de la muerte celular (Ji et al. 2003).

Laregulacién de esta via de sefializacion PI3K/Akt es a través de la desfosforilacion PI3P a PI2P
mediado por la fosfatasa homologa a tensina PTEN, la cual se encuentra mutada en muchos
canceres, permitiendo la produccion constitutiva de PI3P y la consecuente activacion de Akt
que conduce a una respuesta proliferativa y antiapoptotica relacionada con el desarrollo de

diferentes tipos de cancer (Pinzon, 2009) (Fig. 7).
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Fig. 7. Via de sefializacion PI3K/Akt. La fosforilacion de la subunidad p85 de la PI3K, tras estimulos
extracelulares propicia un cambio conformacional capaz de reclutar la subunidad catalitica p110 para su
activacion; una vez activa la PI3K, fosforila el fosfatidilinositol 4,5 difosfatato (PI2P) generando fosfatildilinositol
3, 4, 5 trifosfato (PI3P), capaz reclutar a la proteina Akt mediante la interaccién con su dominio PH en la region
N-terminal, lo que induce cambios conformacionales en Akt, que permiten una primera fosforilacion en su
dominio treonina (Thr 308) por la PDK1 y una segunda fosforilacion en el dominio serina (Ser 473) por el
complejo proteico mTOR-rictor, lo que propicia su activacion sobre distintos blancos involucrados en diversos
procesos celulares como la supervivencia proliferacion y supervivencia. La regulacion de esta via de sefializacién
PI3K/Akt es a través de la desfosforilacion PI3P a PI2P mediado por la fosfatasa homologa a tensina PTEN.
Modificado de Victoria (2012).


http://www.novapdf.com/

€3

j. Papel de laPI3K en la fusion de membranas y tréafico vesicular.

Las tres clases en las cuales se encuentran clasificadas las diversas moléculas de PI3K (Tabla
1.), desencadenan diferentes tipos de respuestas celulares en funcion a la preferencia por el

substrato y el modo de activacion de cada clase de PI3K.

CLASES DE PISK
CLASE | SUEUNIDAD FUNCION SJETRATC BCTHWADD COMINICE Trafico vesicular
POR EFECTORES
catalitica (p110a,B.5) FIFZ 3 PIF3 Prdins Foy R PH
[4.5)7; RTk= Fagocoitosiz
& rezulatoria [pESa,Bp5sy) Activa Ras hacropin edtosis
porteinas & Ex oo tosizs
inhibe p110 Lutofagia
Cataliticalp 110y) FIFZ 3 PIP3 Pidins GPCRs
B [4,5)7; Ras
Regulatonia(p101) Reguls pliD
Fidinsa PIPy | Fidins LP& FIWVE
1 Catalitica FIFZ, activa IRE FX
[PI3k-c2,mBy) Rho-GTPasas,
rac-1 yCodo-42
catalitica Fidinza FIFZ | Fidins constitutiva
1 [Vps34/hvps34) Trafico vesicular
Rezulatona(vps15,/pls0) constitut v
AooEsorias Lutofagia
[Vp=30/Bedin1)
[Vps38 0 vps14)

Tabla 1. Clases de PI3K. PI3k de clase | y Il son reguladores agonistas inductoras de procesos de trafico vesicular
inducidos por receptores como la fagocitosis, macropinocitoscis y la exocitosis.

La clase I, emplea el fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato como su substrato y produce fosfatidilinositol (3, 4, 5)-
trifosfato. La subclase 1A de PI3K es tipicamente activada por receptores tirosina cinasa (RTK) 6 receptores para
inmunoglobulinas G (FcyR). La subclase de enzimas IB es activada por receptores acoplados a proteinas G (GPCR).
La clase Il Emplea PtdIns produciendo fosfatidilinositol 3-fosfato (PtdIns(3)P) tras su activaciéon por estimulos
extracelulares.

La clase Ill, media eventos constitutivos de trafico vesicular independientes de receptores como la endocitosis, el
trafico membranal, maduracion del fagosoma y la autofagia, a través de sus productos cataliticos PtdIns 3-p. se
encuentra representada por hVps34 y es considerada como la forma mas antigua de PI3K. Modificado de Victoria
Z, 2012, Lindmo et al., 2005.
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Dentro de las respuestas moduladas por las proteinas PI3K se encuentran procesos
involucrados con la dinamica del citoesqueleto y el trafico vesicular, en procesos endociticos
como la fagocitosis y la macropinocitosis; asi como en procesos exociticos como la
degranulacién de mastocitos y basofilos; la translocacion del receptor transportador de
glucosa GLUT-4 inducido por insulina y la liberacion de granulos neurosecretores (Lindmo et
al., 2005).

Regulacion de la fagocitosis y macropinocitosis

Procesos endociticos como la fagocitosis y macropinocitosis requieren de la reorganizacion
del citoesqueleto de actina el cual es controlado por la PI3K clase 1A (p110p), la cual puede ser
activada por diversos mecanismos. El inicio de la fagocitosis de particulas opsonizadas con IgG
a través de receptores Fcy presentes en células fagociticas se encuentra mediado por la
proteina cinasa Syk, responsable del reclutamiento y activaciéon de la PI3K IA.
Alternativamente la activacion constitutiva o en respuesta a estimulos de la macropinocitosis
para la internalizacién de liquidos extracelulares en vesiculas a través de la formacién de
protrusiones de la membrana (Maltese et al., 2015), puede involucrar el reclutamiento y
activacién de PI3K IA dependiente de la proteina Rab5. La activacion de PI3K IA genera
PtdIns(3,4,5)P3, capaces de regular lipidos efectores involucrados en la dindmica del
citoesqueleto de actina y de la membrana plasmatica, lo mejores candidatos para regular este
proceso son un grupo de factores intercambiadores de nucledtidos (GEF) que poseen
dominios PH capaz de unirse a GTPasas pequefias; la activacién de Racl por el GEF Vav,
modula la activacion de Rho el cual es un mediador importante en la dindmica del
citoesqueleto; los GEF de la familia zizimin son capaces de la activacion de Cdc42 responsable

del alargamiento de pseudopodos.

De esta manera el requerimiento de la PI3K IA en la fagocitosis se encuentra restringida a la
etapa en la cual se da la formacion de un cuenco en la membrana para la formacion de un

fagosoma, a partir de lo cual efectores de PtdIins modulan el destino vesicular.
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Reciclamiento de membranas

La ruta que sigue el fagosoma hacia su reciclamiento membranal o a su maduracion se
encuentra influenciada principalmente por la relacion inversamente proporcional entre la
activacion de Arf6 y Racl. Se ha reportado que niveles elevados de Arf6 activada por EFA y
GRP1 (GEF) propicia el reciclamiento vesicular del fagosoma; y niveles elevados de Racl
conllevan a la formacion de un fagosoma tardio donde los niveles de Ptdins (3,4,5)P3 decaen
por la accion de la fosfatasa SHIP, permitiendo la activacion de la PI3KIII que junto con Rab5,
inician el proceso de maduracion del fagosoma para la formacion de un endosoma tardio con
marcadores caracteristicos (EEAL, Hrs, Ptdins 3-P) y un pH bajo, que a su fusiéon con un
lisosoma terminara con la degradacion del material ingerido (Maltese et al., 2015 y Lindmo et
al., 2005).
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FAGOCITOSIS y MACROPINOCITOSIS o
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Fig.8. Efectores de PtdIns en el trafico vesicular. La Regulacién de procesos endociticos como la fagocitosis y
macropinocitosis requieren de la reorganizacion del citoesqueleto de actina el cual es controlado por el
reclutamiento de la PI3K clase IA (p1105) mediante la proteina cinasa Syk y Rab5, respectivamente. La

activacion de PI3K 1A genera PtdIns(3,4,5)P3 capaces de regular GEF (factores intercambiadores de nucleétidos)
con dominios PH de union a GTPasas pequefias; la activacién de Racl por el GEF Vav modula la activacion de
Rho mediador importante en la dinamica del citoesqueleto, los GEF de la familia zizimin activan Cdc42
responsable del alargamiento de pseudopodos; estos procesos concluyen en la formacion de un fagosoma, a
partir de lo cual efectores de Ptdins modulan su reciclamiento membranal mediado por EFA'y GRP1 (GEFs)
activadores de Arf6; o la maduracion del fagosoma inducido por Racl, SHIP y la activacion de la PI3KIII que
junto con Rab5 adquieren marcadores caracteristicos (EEA1, Hrs, Ptdins 3-P) y un pH bajo, que tras su fusion

con un lisosoma conducira la degradacion del material ingerido.
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Regulacion de la exocitosis

La exocitosis de vesiculas en procesos como la degranulacion de mastocitos y basdfilos y la
translocacion de transportadores de glucosa GLUT-4 contenidos en vesiculas endosomales son
modulados por la accion de la PI3k-IAy sus efectores en presencia de insulina; asi como en la
liberacion de granulos neurosecretores se encuentra mediada por PI3K-II (PI3K-C2a)
generando PI3P que influyen en los niveles de ATP y la consiguiente liberacion de vesiculas
(Lindmo et al., 2005).
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k. Receptores Fc (FCcR)

Los receptores para la fraccion cristalizable de inmunoglobulinas (FCR) son proteinas que se
encuentran en la superficie de células inmunoldgicas, ejerciendo su papel como receptores
especificos para la parte carboxilo terminal Fc (Fragmento cristalizable) de anticuerpos (Fig.9),
que activan los mecanismos destructivos de las células fagociticas y citotoxicas del sistema
inmunolégico frente al reconocimiento especifico de antigenos, por medio de su fraccion Fab
(Fragmento de unién al antigeno) en la activacion de una respuesta inmunoldgica (Mora,
2009).

La interaccion de los FcR con los anticuerpos estimula células fagociticas o citotdxicas para la

destruccion de microorganismos o células infectadas a través de mecanismos como:

-Fagocitosis

-Liberacion de metabolitos proinflamatorios

-Modulacion de la proliferacion celular y diferenciacion
-Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA)
-Activacion del complemento

Asi, estos receptores de origen hematopoyético presentes en el linaje linfoide y mieloide
juegan un papel central durante la respuesta inmune, ya que son el vinculo en la respuesta
humoral y la actividad celular.

En humanos se conocen cinco clases de receptores Fc dependiendo el tipo de
inmunoglobulina al que se asocia: Para IgA, FcaR; IgD, FcdR; IgE, FceR; IgG, FCyR; IgM, FcuR.

Fab

IgG

FcyRIII

Fig. 9 Interaccion entre receptor Fc e IgG. Modificado de Sautés, et al., 2003.
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Dentro de la familia de receptores para IgG, FcyR, se han descrito tres clases en humanos:
FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIll (CD16) (Fig. 10.). Estos receptores pertenecen a la
superfamilia de moléculas tipo inmunoglobulinas (IgG) y difieren tanto en su avidez relativa
por las cadenas pesadas de diferentes subclases de IgG, como en su expresion en diferentes

tipos celulares (Mora, 2009).

FcyRl FcyRlla FoyRIIB  FcyRINA FoyRINB
CD64 CD32 CD32 CD16 CD16

v o o o v o vC ofp o-GPI

Fig.10. Familia de receptores FcyR. Modificado de Mark, et al., 2012.

Todos los receptores para el Fcy contienen una cadena a, de unidn a su ligando IgG, la
variacion estructural de esta cadena define las diferencias en las especificidades o afinidades
de cada receptor frente a varios isotipos IgG; la regién citoplasmatica ejerce su funcién como
transmisora de sefiales. En todos los FCcR excepto los FcyRll, la cadena a se encuentra asociada
a una o mas cadenas polipeptidicas adicionales implicados en la transduccion de sefiales
(Abbas et al., 2012).

FcyRI (CD64), es el principal receptor del Fcy del fagocito. Expresado principalmente en
macréfagos y neutrdfilos. Se considera como receptor de afinidad alta que une IgG1 e 1gG3
monomeérica con unaKd de 1078 a107° M. La region extracelular amino terminal de la cadena
a presenta tres dominios en tdndem similares a Ig. La cadena a se asocia a un homodimero
(unido por enlaces disulfuro) de la proteina transductora de sefiales llamada cadena y del FcR,
esta cadena también se encuentra en los complejos transductores de sefiales asociados a
FcyRIIl, FcaR y FceRl. La cadena y posee un amino extracelular y un carboxilo terminal
citoplasmético con una estructura de activaciébn con dominios, ITAM (del inglés,

immunorreceptor tyrosine-based activation motif), homologa a la cadena { del complejo TCR
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que acopla el agrupamiento de receptores a la activacion de proteinas tirosina cinasas (Abbas

etal., 2012), que desencadenan las cascadas de sefializacion.

El FcyRIl (CD32), se considera como un receptor de baja afinidad a los isotipos de IgG1 e 1gG3
con unaKd=107% M. La duplicacion y diversificacién del gen da lugar a tres isoformas llamadas
FcyRII A, B, y C, las cuales presentan dominios extracelulares y especificidades por el ligando
similares pero difieren en su estructura citoplasmatica, distribucion celular y funcién. El
FcyRIIA se expresa en neutréfilos y fagocitos mononucleares donde desencadena la fagocitosis
de particulas opsonizadas. El FcyRIIC se expresa en los fagocitos mononucleares, neutréfilos y
linfocitos NK, ambos FcyRIIA y C contienen dominios ITAM citoplasmaticos que al ser
agrupadas por particulas o células cubiertas de IgG1 e IgG3 pueden enviar sefiales activadoras

a los fagocitos (Abbas et al., 2012).

El FcyRIIB es un receptor inhibitorio expresado en todas las células inmunitarias, ya que posee
n dominio citoplsmatico ITIM (immunorreceptor tyrosine-based inhibition motif), y es el tnico

receptor inhibitorio de Fc situado en Linfocitos B.

El FcyRIIl (CD16) es un receptor de afinidad baja para la IgG, su porcidn extracelular presenta
dos dominios Ig de unién al ligando su afinidad y especificidad por la IgG es similar a la del

FcyRII. Este receptor existe en dos formas, cada una codificada por un gen separado.

La isoforma FcyRIIIA es una proteina transmembranal expresada, principalmente en linfocitos
NK. El FcyRIIIA se asocia a homodimeros de cadena y del FcR, homodimeros de la cadena { del
TCR 0 heterodimeros de la cadena y del FcR y la cadena . Esta asociaciOn es necesaria para
que las sefiales activadoras intracelulares se envien a través del ITAM en estas cadenas

transmisoras de sefiales (Abbas et al., 2012).

La isoforma FcyRIIIB se encuentra presente en neutréfilos carece de porcion citoplasmatica y
se une a la membrana por medio de un enlace glicosilfosfatidilinositol (GPI), actualmente no
se conocen otras subunidades asociadas a este receptor; sin embargo se considera su
cooperacion con otros receptores. Su funcion se conoce poco ya que no media la fagocitosis

ni activa al neutrofilo (Abbas et al., 2012).
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Los receptores Fc son activados de manera Optima por anticuerpos unidos a sus antigenos, no

por anticuerpos circundantes de forma libre y la mayoria activa a las células que los expresan.

Receptores Fc en células tumorales

Se ha establecido que células normales y tumorales presentan receptores Fcy (Sevennevig,
1982; Wallace, 1994) similares en su naturaleza y propiedades, ya que son capaces de
responder a IgG, con caracteristicas y propiedades compartidas entre tejidos linfaticos,

linfocitos de sangre periférica, monocitos y células malignas (Tonder et al., 1974).

La presencia de estos receptores Fc en células tumorales ha vinculado las funciones efectoras
de estos receptores Fc con el desarrollo de estrategias para escapar de la inmunidad celular
antitumoral, disminuyendo la susceptibilidad del tumor a las repuestas efectoras innatas
dependientes de FcyR. En la progresion del melanoma, existe un desarrollo de inmunidad
antitumoral con la produccion de anticuerpos, sin embargo se ha reportado que durante la
progresion tumoral las células metastasicas de melanoma expresan el FcyRIIB1, isoforma
inhibitoria de FcyR que las provee de proteccion frente a las lisis celular por células NK
mediante la CCDA; (Casard et al., 2008). Algunos estudios han vinculado la expresion de
receptores Fc con mecanismos de infeccion viral demostrando que el FcyRIII (CD16) es uno de
los receptores altamente involucrados en la interaccion de particulas del virus VPH 16
conformadas por proteinas de la capside L1 y L2 con células inmunoldgicas que presentan
marcadores como el MCHII, CD80 y CD86 asi como en células epiteliales, considerando que el
receptor CD16 podria actuar como una molécula accesoria que contribuye a la
inmunogenicidad del VPH (Da Silvia et al., 2001).

Se ha planteado el empleo de estos receptores Fc como blancos de complejos inmunoldgicos
mediante la entrega de sustancias antitumorales usando un complejo comun de antigeno-
anticuerpo como transportador de la sustancia antitumoral, desarrollando asi sistemas de
entrega de farmacos mediados por FcR, relevantes en campos de inmunologia y

quimioterapéutica (Shen et al., 1984; Yashwant et al., 1997).
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I Vias de sefializacion de receptores Fcy (FcyRIl)

La via de sefializacion desencadenada tras la interaccion entre los receptores FcyRIll con
inmunoglobulinas (Ig) (Fig. 11), lleva a cambios moleculares, induciendo a la activacion de
cinasas de la familia Src, principalmente Hck, Fgr y Lyn encontradas cerca de la porcién
citoplasmatica de los receptores, los cuales se localizan cerca de balsas lipidicas; estas cinasas
Src, fosforilan las secuencias ITAM del receptor o cadenas asociadas formando sitios de unién
para regiones SH2 de la cinasa SyK, molécula central de las vias de sefializacion, que lleva a la
fosforilacion y activacion del complejo SLP6/LAT/Gads, iniciando mdltiples respuestas como
el reclutamiento de proteinas como la fosfolipasa Cyl (PLCyl), que genera segundos
mensajeros como el inosotolfosfato y diacilglicerol, causantes de la liberacién de calcio
intracelular y activacion de la proteina cinasa C (PKC), la cual lleva a la activacion de las cinasas
mitogénicas ERK y p38. Por otro lado la activacion de Vav, factor intercambiador de
nucledtidos de guanina, activa proteinas G pequefias como Rho y Rac, involucradas en la
regulacion del citoesqueleto de actina (Mora, 2009). Sin embargo otras enzimas como la
cinasa de tirosina de Bruton (Btk) y la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K), son capaces de activar

a Racy factores nucleares como el NF-kB (Mora, 2009).

Balsas de Lipidos

PIP; /
Ca™
(PKC)DAG QP‘ /
e IR R

Citoesqueleto / reticulo endoplasmatico

Fig. 11. Via desefializacion de receptores Fcy (FcyRIll). La unidn de IgGs a receptores Fc localizados en balsas
lipidicas induce a la activacion de cinasas de la familia Src (Hck, Fgry Lyn) las cuales fosforilan secuencias ITAM
del receptor o cadenas asociadas formando sitios de unién para regiones SH2 de la cinasa SyK, responsable de
la activacion del complejo SLP6/LAT/Gads, que recluta a proteinas como la fosfolipasa Cy1 (PLCy1), generadora
de PIP3y DAG, causantes de la liberacion de calcio intracelular y activacion de la PKC, activadora de ERK 'y p38.
Por otro lado la activacion de Vav, activa a Rho y Rac, involucradas en la regulacién del citoesqueleto de actina.

Tomada de Mora (2009).
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial el cancer cérvico-uterino es la tercera causa de mortalidad en la poblacion

femeninay representa mas del 24% de las neoplasias malignas reportadas en México

Considerando el elevado porcentaje de mortalidad por CaCu, se han desarrollado diversas
terapias como: la cirugia, radioterapia, inmunoterapiay quimioterapia; ademas del desarrollo
de numerosos farmacos antititumorales, sin embargo su administracion via sistémica no
alcanza largos periodos de duracion debido a su metabolismo y excrecion por el organismo,
ademas su falta de especificidad expone a células normales a citoliticos, citostaticos y
citotdxicos capaces de ocasionar cambios estructurales, lo cual desencadena severos efectos
secundarios. Frente a ésto, el uso de la nanobiotecnologia ha desarrollado sistemas para dirigir
farmacos antitumorales a tejidos especificos, impulsando la busqueda de mecanismos para la
liberacion controlada de farmacos disminuyendo los efectos en células normales,

manteniendo y aumentando su actividad antitumoral.

El empleo de liposomas como biotransportadores de sustancias antitumorales presenta
diversas ventajas que han impulsado la busqueda de constituyentes que proporcionen una
mayor estabilidad estructural y especificidad, lo que ha llevado a la formulacion liposomal con
un lipido ciclico implicado en la activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt, involucrada en la
dinamica del citoesqueleto, trafico vesicular y activacion de receptores inmunoldgicos tales

como FcRylll.

Se ha demostrado que la presencia de FcyRIIl (CD16) en células tumorales no
hematopoyéticas podria conferir proteccion frente al reconocimiento por el sistema
inmunoldgico; sin embargo, el incremento de la expresion de estos receptores frente a una

terapia inmunoldgica podria hacer mas susceptible a las células a un ataque inmunoldgico.

Por lo anterior, en el presente estudio se analizo el efecto de una nueva formulacion liposomal
sobre la expresion receptores inmunoldgicos FcyRIll en la superficie celular y la posible

activacion de Akt.
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V.

VI.

HIPOTESIS

La administracion de liposomas formulados a células de carcinoma de cérvix tendra un
efecto sobre la expresion de CD16 en la superficie celular, posiblemente a través de la

activacion de la cinasa Akt.

OBJETIVO

Determinar el efecto de liposomas formulados sobre la expresion de FcyRIIlI (CD16) y

la participacion de la cinasa Akt en lineas celulares de carcinoma de cérvix CALO e INBL.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto de liposomas formulados, sobre la expresién de receptores

inmunolégicos FcyRIll (CD16).
Analizar el mecanismo de expresion de receptores FcyRIll (CD16).

Determinar la activacion de la cinasa Akt en respuesta a la administracién de liposomas

formulados.
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VII.  MATERIALES Y METODOS

a. Cultivo celular.

Como material biolégico se emplearon las lineas celulares CALO e INBL, ambas presentan
HPV18, derivadas de carcinoma escamoso invasor de cérvix estadio IIBy VB, respectivamente
(Caceres et al., 2001); obtenidas de biopsias de mujeres mexicanas y actualmente
criopreservadas en la Unidad de Investigacion de Diferenciacién Celular y Cancer en la FES.
Zaragoza, UNAM. Las lineas celulares fueron cultivadas en un medio de RPMI 1640 al 10% de
SFB (suero fetal bovino) y monocitos obtenidos de sangre periférica, cultivados con RPMI 1640
al 20% con SFB en condiciones de 37° Cy 5% CO2.

b. Reactivosy anticuerpos

LIPOSOMAS: convencionales con fosfolipidos y formulados, donados por la M. en C. Rosalva
Rangel Corona, laboratorio de oncologia celular 4 P.B

UMIEZ, Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Verseno, medio RPMI 1640 (Microlab) Suero Fetal Bovino (invitrogen), Bufer de fosfatos salino
(PBS), PBS: 5% SFB, saponina 0.3% (Sigma), saponina 0.1%-PBS, metanol 100% (J.T. Baker),
paraformaldehido 4% (J. T. Baker), anticuerpo murino monoclonal anti-humano FcyRIll (anti-
CD16-PerCP (sc-20052), anticuerpo dirigido a Akt isoforma 1 hecho en ratén, anticuerpo
dirigido a Akt fosforilada (Akt-P) hecho en conejo, anticuerpos anti-conejo y anti-raton

conjugados con FITC, (todos Santa Cruz Biotecnology, USA).
c. Tratamientos

Para dilucidar el efecto de los liposomas formulados se realizaron seis tratamientos con una
duracion de 30 minutos para las lineas celulares CALO, INBL y Monocitos obtenidos de sangre
periférica; los cuales fueron células sin tefiir (células solas), un isotipo IgG, células marcadas
con CD16 para la determinacion del nivel en su expresion normal, células tratadas con un

lipido ciclico, liposomas formulados y liposomas convencionales solos.
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d. Técnicas de bioquimica para el andlisis de proteinas por citometria de flujo.

Deteccidn de proteinas extracelulares por citometria de flujo.

Para evaluar la expresion de FcyRIll (CD16) en células de cancer cérvico-uterino CALO, INBL y
monocitos se empled la técnica de citometria de flujo. Los tratamientos mencionados
anteriormente se incubaron por 30 minutos, posteriormente se realiz6 una tincién con el
anticuerpo CD16 (FcyRIIl) conjugado con Per C-P (sc-20052) en PBS con 5% de SFB (1:10)
incubado por 60 minutos, seguido de su fijacién con paraformaldehido al 1% en PBS por 10
minutos para la posterior lectura en el citbmetro FACS Aria Il. Los datos obtenidos fueron

analizados mediante el programa Flowing Software 2.5.1.
Evaluacion de proteinas fosforiladas por citometria de flujo.

Para evaluar la participacion de la proteina PI3K, se evalud la actividad de Akt por citometria
de flujo. Al concluir el tiempo de estimulo aplicado, las células se lavaron dos veces con PBS
a 4°C, se fijaron con paraformaldehido al 2% a 4°C, se permeabilizé6 con metanol al 100%, el
cual debe estar a -20°C durante 15 min; se realizaron dos lavados con PBS al 5% de SFB para
eliminar completamente el metanol, posteriormente se incub6 con el anticuerpo primario
Akt-1 6 p-Akt 1/2/3 a una concentracion de 1:100 (a- Akt o Akt-P : PBS-SFB 5%) durante 1 hora
en obscuridad en agitacion a 4°C, se realizaron dos lavados con PBS:SFB 5%, posteriormente
se incubo 45 minutos con el anticuerpo secundario a- ratén 6 a- conejo conjugado con FITC a
una concentracion 1:500 con PBS-SFB 5%, en obscuridad y agitacion a 4°C, se realizaron 2
lavados con PBS-SFB 5%, las células se fijaron con paraformaldehido 2% para su posterior

lectura en el citometro de flujo FACS Aria Il.
Determinacion del radio de fosforilacion.

Para determinar el radio de fosforilacion de la proteina Akt-1 se tom6 como control el nivel
de expresion basal de esta proteina determinado por el anticuerpo Akt dirigido a la isoforma
1 (Akt-1), asignandole el valor del 100%; se correlacioné con la cantidad de proteina
fosforilada determinada por el anticuerpo p-Akt dirigido a las isoformas 1/2/3 (p-Akt 1/2/3),
relacionando la regién delimitada por la intensidad de fluorescencia correspondiente a Aktl

con la regién que le correspondia en la intensidad de fluorescencia emitida por p-Akt 1/2/3,
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determinando de esta manera el porcentaje de fosforilacion correspondiente a Akt-1, los
eventos localizados fuera de esta region en el histograma corresponderian a la cantidad de

Akt 2/3 fosforilada, presente en estas lineas celulares.

VIIl.  RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

a. EXPRESION DE CD16 (FcyRIN)

Con la finalidad de analizar el efecto de liposomas formulados sobre la expresion de
receptores FcyRIlI se incubaron las lineas celulares CALO e INBL en presencia de liposomas

catiénicos y liposomas formulados.

Expresion de CD16 (FcyRIN) en las lineas celulares CALO e INBL. El tratamiento con liposomas
formulados, incrementa el nivel de expresion basal de FcyRIIl (CD16) en las lineas celulares,
CALO (Fig. 12.B) e INBL (Fig. 13.B); en la figuras 12.E y 13.E se observa el porcentaje de
incremento en la lineas celulares CALO con un 51.2% y 44.47% en INBL, respectivamente. El
nivel de expresion basal de CD16 se muestra en Fig. 12.A (CALO) y Fig. 13.A (INBL), el cual no
presenta una diferencia significativa en ningln otro tratamiento aplicado en las lineas
celulares CALO (fig. 12.C) e INBL (Fig. 13.C).
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Fig 12. Expresion de CD16 (FcyRlIil) en CALO frente a tratamientos (A, By C). Analisis de la expresion de CD16
(FcyRIll) en CALO. Regidn negativa (H-4), representada por células sin tefiir y regién positiva (H-5), representada
por células tefiidas con anti-CD16 conjugado con PerCP (D, E y F). Tratamientos CALO_SOLAS (células sin tefiir),
CALO_ISOTIPO (isotipo de IgG), CALO_CD16 (expresion basal del receptor CD16), CALO_LIPO (administracion de

liposomas convencionales), CALO_LC (tratamiento con el lipido ciclico), CALO_LIP F (tratamiento con liposomas

formulados).
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Fig 13. Expresion de CD16 (FcyRIIl) en INBL frente a tratamientos (A, By C). Andlisis de la expresion de CD16
(FcyRIll) en INBL. Region negativa (H-3), representada por células sin tefiir y region positiva (H-4), representada
por células tefiidas con anti-CD16 conjugado con PerCP (D, E y F). Tratamientos INBL_SOLAS (células sin tefiir),

INBL_ISOTIPO (isotipo de 1gG), INBL_CD16 (expresion basal del receptor CD16), INBL_LIPO (administracion de

liposomas convencionales), INBL_LC (tratamiento con el lipido ciclico), INBL_LIP F (tratamiento con liposomas

formulados).
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Expresion de CD16 (FcyRIll) en monocitos. Se emplearon monocitos obtenidos de sangre

periférica para seleccionarlos como nuestro control de células normales y positivas para CD16
(Fig. 14). El tratamiento de liposomas formulados administrados a células monociticas
obtenidas de sangre periférica, incrementaron un 84.8% la expresion de FcyRIlI (Fig. 14.G); el
tratamiento con liposomas convencionales incrementd la expresion de este receptor
inmunoldgico en un 10.7% (Flg.14.F), del nivel de expresion basal de FcyRIll ya que estas

células presentan la expresion de FcyRIll de manera constitutiva en un 7.17% (Fig. 14.E).
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Fig 14. Expresion de CD16 (FcyRIll) en Monocitos (A, By C). Analisis de la expresion de CD16 (FcyRlil) en
monocitos Region negativa (H-4), representada por células sin tefiir y region positiva (H-5), representada por
células tefiidas con anti-CD16 conjugado con PerCP (D, E, Fy G). Tratamientos M_SOLAS (monocitos sin tefiir),
M_ISOTIPO (isotipo de IgG), M_CD16 (expresion basal del receptor CD16), M_LIPO (administracion de
liposomas convencionales), M_LC (tratamiento con el lipido ciclico), M_LIP F (tratamiento con liposomas

formulados).
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b. PARTICIPACION DE PI3K.

Para determinar el efecto de la formulacién liposomal sobre la activacién de la PI3K se evalué
la proteina Akt y Akt-fosforilada (pAKT) en las lineas celulares de cancer cérvico-uterino CALO

e INBL, mediante citometria de flujo.
Fosforilacion de la cinasa Akt en las lineas celulares CALO e INBL.

Los tratamientos administrados a las lineas celulares CALO (Fig. 15.C) e INBL (Fig. 16.C) no

mostraron efecto sobre la activacion de la cinasa Akt.

Las células CALO e INBL muestran la presencia de Akt fosforilada de manera constitutiva, CALO
Fig 15.A e INBL Fig. 16.A.

CALO_CEL SOLAS fes 5 E‘ftg—fiﬁ_sfgqmsm MLO-EE:SO';;ZSTCS ﬂ CALD_AKT-P. fcs
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CALO_LPF fes CALD_LIP F-P.fes
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Fig 15. Fosforilacion de la cinasa Akt en la linea celular CALO
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Fig 16. Fosforilacién de la cinasa Akt en la linea celular INBL.
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Para determinar el radio de fosfosforilacion de Aktl asi como la proporcion promedio de
proteina fosforilada correspondiente a la isoforma 1 e isoformas 2/3 de la cantidad de total
de proteina Akt-fosforilada se tomé un minimo de 3 experimentos, considerando sus

coeficientes de variacion obteniendo los siguientes resultados.
Radio de fosforilacion.

Los ensayos realizados para determinar el radio de fosforilacién constitutiva de Akt-1
presentaron un coeficiente de variacion del 33% en la linea celular CALO y un 26% en la linea
celular INBL (Fig. 17); se consideré como control la cantidad de total de Akt1 presente en CALO
(Fig. 18.A) e INBL (Fig. 19.A), delimitando su region correspondiente para correlacionarla con
la cantidad total de proteina fosforilada (p-Akt 1/2/3) en estas lineas celulares CALO (Fig. 18.B)
e INBL (Fig. 19.B), determinando que del 100% de la proteina Aktl presente en estas lineas

celulares el 0.65 en CALO y el 0,77 en INBL se encuentra fosforilada de manera constitutiva.
Proporcién de p-Akt correspondiente a cada isoforma.

Con un coeficiente de variacion entre ensayos de 34% en la linea celular CALO y un 29% en la
linea celular INBL se determind que de la cantidad total de proteina Akt-fosforilada el 54% en
CALO Yy el 78% en INBL corresponde a Akt 1; asi como el 46% en CALO y el 22% en INBL a las
isoformas de Akt 2y 3 (Fig 18.B y 19.B), esquematizado en Fig. 20y 21.
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Fig. 17. Radio de fosforilacion constitutiva de Akt-1. Realizado al correlacionar la cantidad de Ak1, con
la cantidad de p-Akt1, correspondiente a cada linea celular. Determinando que del total de Aktl
presente en CALO el 0,65 se encuentra fosforilado y en la linea INBL un 0,77. CV entre ensayos del
33% en CALO y un 26% en INBL
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Fig. 18. Analisis de la fosforilacion constitutiva de la cinasa Akt en la linea celular CALO. A) intensidad de
fluorescencia emitida por el anticuerpo dirigido a Aktl. B) Intensidad de fluorescencia emitida por el anticuerpo
p-Akt 1/2/3 el cual muestra la cantidad total de p-Akt. C) sobre posicion de las intensidades de fluorescencia
para determinar la proporcién correspondiente a p-Aktl y p-Akt2/3 de la fosforilacion total.
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Fig. 19. Analisis de la fosforilacion constitutivo de la cinasa Akt en la linea celular INBL. A) intensidad de
fluorescencia emitida por el anticuerpo dirigido a Aktl. B) Intensidad de fluorescencia emitida por el anticuerpo
p-Akt 1/2/3, el cual muestra la cantidad total de p-Akt. C) sobre posicién de intensidades de fluorescencia que

muestran la proporcion correspondiente a p-Aktly p-Akt2/3 de la fosforilacion total.

INBL

WAkt 1-P mAkt2,3-P

Fig. 20 Proporcidn del total de AKT-p en INBL correspondiente a las isoformas p-AKt 1y p-Akt2/3.
CV entre ensayos del 29%
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WAkt1-P mAkt23-P

Fig. 21 Proporcién del total de AKT-p en CALO correspondiente a las isoformas p-AKt 1y p-Akt2/3.
CV entre ensayos del 34%
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IX. DISCUSION

La capacidad de encapsular compuestos ha convertido a los liposomas en una herramienta
importante para acarrear sustancias al interior de las células, constituyendo uno de los
mejores sistemas acarreadores empelados en la liberacion de farmacos, terapia génicay como
coadyuvantes. El empleo de liposomas como transportadores de farmacos anticancerigenos,
podria superar la falta de especificidad que presentan las terapias actuales evitando la
exposicion de células normales, e impulsar el desarrollo de la inmunoterapia al acarrear
sustancias como citocinas que a altas dosis podrian desencadenar una respuesta inmunoldgica
contra el tumor reduciendo sus efectos toxicos colaterales y de las sustancias administradas
logrando una mayor especificidad al aumentar su afinidad hacia las membranas de las células

tumorales.

Se ha reportado el empleo de liposomas catidnicos como acarreadores de IL-2 en el
tratamiento de ratones con tumores inducidos de CaCu, obteniendo una reduccion de la masa
tumoral y de los efectos colaterales de esta citocina (Hernandez et al., 2005 y Rangel, 2010).
Lo que ha impulsado el desarrollo de diversas investigaciones basadas en las propiedades
fisico-quimicas de las membranas celulares para busqueda de constituyentes que modifiquen
las propiedades fisico-quimicas mediando la capacidad de incorporacién, estabilidad y

distribucion in vivo de estos biotransportadores (Lanio, et al., 2009).

En este trabajo se evaluo el efecto de liposomas formulados, sobre la expresion del receptor
inmunolégico FcyRIN (CD16) y su capacidad para activar a PI3K en las lineas celulares de cancer

cérvix CALO e INBL.

Los liposomas formulados fueron administrados a las lineas celulares CALO e INBL por 30 min,
y se midio el efecto sobre la expresién de receptores inmunolégicos FcyRIII (CD16) mediante
citometria de flujo. Los resultados mostraron que se requiere de la estructura del lipido ciclico
unido al liposoma, para producir un efecto e incrementar el nivel de expresion basal de
receptores FcyRIIl ya que los tratamientos con liposomas convencionales y el tratamiento con

el lipido ciclico carecieron de algun efecto.
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La carga negativa de los liposomas conferida por el lipido incorporado a su formulacion
incrementaria la afinidad de estas nanoparticulas a las membranas de las células tumorales
CALO e INBL, debido a la inversién del potencial eléctrico que presentan las membranas de
células tumorales (Sharma et al., 2013), la incorporacion de estas particulas podria
desencadenar una modificacion del citoesqueleto para la fusion de estas particulas con las
membranas celulares; al interiorizarse el lipido presente en el liposoma podria incrementar
los niveles normales de este componente al interior celular activando vias de sefializacion
involucradas en el transporte vesicular de receptores a lo cual es atribuido el incremento de
la expresion de FcyRIIl en un 50.52% en la linea celular CALO y un 34.36% en INBL, destacando
que la presencia de estos receptores inmunolégicos en las lineas celulares se atribuye al
fenotipo adquirido durante la transformacion cancerigena debido al origen epitelial de las

lineas celulares CALO e INBL.

Para determinar si el lipido ciclico presente en los liposomas podria interactuar como sustrato
para la activacion de la cinasa PI3K, se evaluo el efecto de los liposomas formulados con el
lipido ciclico administrados a las lineas celulares CALO e INBL sobre la activacion de Akt;
observando que el lipido ciclico incorporado a la formulacion liposomal, no activa la via

PI3K/Akt al no modificar el nivel de fosforilacion basal de la proteina Akt.

Sin embargo la evaluacion de la participacién del lipido ciclico sobre la fosforilacion de Akt no
determina que este componente estructural del liposoma no pueda activar otras vias de
sefializacién involucradas con proteinas que presenten dominios de union a fosfoinositidos
como PH, FYVE, PX, ENTH (Knédler, 2005), SH2, PTB, dominios C2 6 menos especificos como
grupos con residuos cargados positivamente (Cremona, 2001), sin excluir la activacion de otras
vias de sefializacion donde la PI3K ejerza su participacion como, la via de la fosfolipasa Cy (PLC)
la cual cataliza la formacion de inositoltrifosfato y diacilglicerol a partir del fosfatidilinositol-
4,5 bifosfato o relacionadas con el citoesqueleto de actina lo cual podria contribuir a la
externalizacion de los receptores inmunoldgicos FcyRIIl resguardados en vesiculas al interior
de la célula, esto podria involucrar la activacion del tréfico vesicular donde la proteina AKt
juega un papel principal en la modulacién de este proceso, sin embargo esta actividad no es
posible de apreciar en los resultados, estimando que el elevado porcentaje basal de Aktl

fosforilado que presentan las lineas celulares CALO e INBL podria ser suficiente para la
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activacién de este proceso, por lo cual no se puede observar un cambio en el nivel de

fosforilacion tras el incremento en la expresién de receptores FcyRlIlI.

Los ensayos realizados para la evaluacion de Akt y p-AKt mediante citometria de flujo
presentaron un CV alrededor del 30% lo cual, se considera 6ptimo para el analisis cuantitativo
de los resultados (Nolan G., et al. 2003). Determinando que el radio de fosfosforilacién
constitutiva de p-Aktl en la linea celular CALO corresponde al 0.65 y en INBL al 0.77 del total
de proteina Akt-1 presente en cada linea celular; lo cual se corrobora con resultados obtenidos
anteriormente por nuestro grupo de trabajo donde se determiné la fosforilacion constitutiva
de Akt en las lineas celulares CALO e INBL mediante la técnica de Wenster-blot en la cual es
posible apreciar cualitativamente una mayor cantidad de Akt fosforilada en la linea celular
INBL que en CALO (Zerecero, 2014; Ordufia, 2015).

En diferentes tipos de cancer como el cancer de pecho, de prdstata y cervical se ha asociado
la activacion constitutiva de Akt con la progresion del cancer, resistencia a agentes
anticancerigenos y un mal diagnostico; frente a lo cual se han realizado estudios para la
determinar la funcion y el mecanismo de regulacion de cada isoforma en la progresion del
cancer lo que ha determinado la relevancia de la isoforma Akt-2 en la modulacion de la
proliferacion y supervivencia de células MDA-MB23 provenientes de cancer de pecho (Lee et
al., 2011). Nuestros resultados muestran que la proporcion del total de proteina Akt-
fosforilada correspondiente a las isoformas presenta una fosforilacion constitutiva de la
isoforma Aktl en la linea celular CALO del 54%, y en la linea celular INBL un 78%, asi como de
las isoformas Akt 2/3 en INBL un 22% y CALO un 46%; estas diferencias en las proporciones de
proteina Akt fosforilada de cada isoforma podria vincularse con el grado de progresion

tumoral ya que la linea celular INBL presenta un estadio IVB y CALO IIB.

Los datos obtenidos en esta investigacion, resaltan la importancia de la nueva formulacion
liposomal como biotransportadores de sustancias anticancerigenas con una mayor afinidad
hacia las membranas celulares, asi como su empleo frente a una terapia dirigida al evidenciar
fenotipicamente y talvez funcionalmente a células tumorales epiteliales a través de receptores
Fc. Asi como el complemento al conocimiento acerca de las vias de sefializacion como
mecanismo que opera el comportamiento estas lineas de cancer de cérvix que a un futuro

ayude a erradicar esta enfermedad.
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X.

CONCLUSIONES

Los liposomas formulados incrementan la expresién de receptores inmunoldgicos
FcyRIII (CD16) en las lineas celulares de cancer cérvico-uterino CALO e INBL asi como

en células monociticas obtenidas de sangre periférica.

El lipido de la formulacion liposomal no interactdia como sustrato en la activacion de

la cinasa PI3K.

Se propone un mecanismo de expresion de estos receptores mediante una
modificacion en el citoesqueleto de actina derivando en la activacion del trafico
vesicular externalizando los receptores resguardados en vesiculas al interior de la

membrana celular.
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XI. PERSPECTIVAS

- Debido a que el incremento de receptores CD16 tras la administracion de liposomas
formulados es atribuido a la intervencion de un mecanismo de trafico vesicular que sugiere
la externalizacion de receptores localizados en vesiculas intracelulares se sugiere el andlisis
mediante una tincion mualtiple en la cual sea posible observar el cambio en la cantidad de
receptores intracelulares a extracelulares tras la administracion de los liposomas

formulados y su efecto sobre los niveles de actina.

- El incremento de estos receptores inmunoldgicos en CALO e INBL, podrian funcionar
como un caracter fenotipico aplicable al buscar diferencias significativas entre estas
células tumorales y normales, para el desarrollo de terapias dirigidas, para lo cual se

requiere determinar si estos receptores se encuentran funcionalmente activos.
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