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RESUMEN

El cancer de pulmon es el tipo de cancer con mayor mortalidad; durante su desarrollo,
las células pueden adquirir propiedades neurales y endocrinas que afectan el
microambiente tumoral al liberar factores especificos, algunos con actividad
inmunomoduladora. Puesto que este fenotipo se correlaciona con mayor capacidad
invasiva, metastasis y menor tasa de supervivencia, su estudio es necesario para
entender la enfermedad. Este trabajo evalué el efecto de la diferenciacion
neuroendocrina del adenocarcinoma sobre las células mononucleares de sangre
periférica de raton (PBMCs). El fenotipo neuroendocrino se indujo en células A549
tratdndolas con FSK e IBMX (0.5 mM) por 96 horas. Para evaluar efectos sistémicos,
se determinaron cambios en el perfil de células inmunitarias y de citocinas en la
circulacion de ratones BALB/c inmunizados con PBS, células A549ctr. NO
diferenciadas o células A549nep diferenciadas. La inmunizacion con células A549ctrL
aument6 el porcentaje de monocitos en circulacion, mientras que las células
transdiferenciadas (A549nep) mantuvieron los niveles de monocitos en un estado
basal, similar al grupo control. Las citocinas IL-2 e IL-10 aumentaron solo en los
ratones inmunizados con células A549 no tratadas, sugiriendo que el sistema
inmunitario genera una respuesta regulada contra las células de adenocarcinoma, lo
cual no se observo con células A549nep. Los cocultivos demostraron la capacidad
citotoxica de las PBMCs al enfrentarse con células A549ctrL, mientras que en
presencia de células A549neb no solo fueron incapaces de mostrar actividad citolitica,
sino que perdieron viabilidad. La diferenciacion neuroendocrina en células de cancer
parece impedir parcialmente la activacion del sistema inmunoldgico, lo cual puede
contribuir al mal prondstico de los pacientes afectados por esta patologia.

Vi



1. ANTECEDENTES
1.1 Céancer

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por el crecimiento
descontrolado y autbnomo de células que han adquirido caracteristicas especificas
a través de mutaciones en genes involucrados en el funcionamiento del ciclo celular.
Este proceso puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo humano, el cual se
compone por millones de células. A medida que las células contindan dividiéndose
de manera anormal, comienzan a formar masas celulares conocidas como tumores;
éstos pueden ser malignos, es decir, que tienen la capacidad de invadir tejidos
cercanos y dispersarse a diversos 6rganos del cuerpo, o pueden ser benignos, con
menor tasa de proliferacion e incapaces de invadir tejidos y formar metastasis
(Weinberg, 2014; NCI, 2021a).

Las células cancerosas tienen la capacidad de influenciar a las diferentes células
normales que las rodean, zona que se conoce como microambiente tumoral; esto les
permite, entre otras cosas, promover la formacién de nuevos vasos sanguineos para
obtener nutrientes, oxigeno y deshacerse de compuestos téxicos; ademas, las
interacciones en el microambiente y la presencia de diversas moléculas derivadas
de las células —tanto cancerosas como no cancerosas— pueden permitir que el tumor

evada al sistema inmunitario, favoreciendo su progresion (NClb, 2021b).

Existen diferentes tipos de cancer, clasificados generalmente de acuerdo con el tipo
de érgano o tejido a partir del cual se originan. Los carcinomas son los tipos de cancer
mas comunes, y éstos se componen por células epiteliales, las cuales recubren las

superficies y cavidades del cuerpo (Weinberg, 2014).
1.2 Cancer de pulmoén

El cancer de pulmon es el tipo de cancer con mayor tasa de mortalidad en el mundo,
afectando tanto a hombres como mujeres (Figura 1), y también se trata del segundo
tipo de cancer con mayor incidencia a nivel mundial. En México, el cAncer de pulmon

ocupa el segundo lugar de mortalidad en hombres, por debajo Unicamente del de



préstata; asimismo, este tipo de cancer se encuentra en el séptimo lugar de

incidencia para ambos sexos (GCO, 2021).

El cancer de pulmén con origen epitelial se puede clasificar de manera general en
dos tipos: carcinomas de células pequeiias (SCLC, por sus siglas en inglés) y
carcinomas de células no pequeiias (NSCLC, por sus siglas en inglés) (Roviello,
2015). Dentro de los NSCLC se encuentra el adenocarcinoma, el cual surge de las
células epiteliales que producen fluidos 0 mucosidad, y se trata del subtipo de cancer
de pulmén méas comun, representando cerca del 40 % de todos los casos
(Sardenberg y col., 2014; Singh y Raina, 2015; Myers y Wallen, 2021).

Numero estimado de muertes por cancer en 2020, todo el mundo,
ambos sexos, todas las edades

Pulmén
1 796 144 (18%)

Otros tipos de
cancer

3932 768 (39.5%)
Colorrectal
935 173 (9.4%)

Higado
830 180 (8.3%)

Pancreas
466 003 (4.7%)

Estomago
768 793 (7.7%)

Eséfago Mama
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9 958 133

Figura 1. Grafico de mortalidad por cancer a nivel mundial en 2020. Modificado de
GLOBOCAN, 2021 (GCO, 2021).

El adenocarcinoma, a su vez, puede subclasificarse de acuerdo con el tipo de célula
a partir de la cual se genera: acinar, papilar, bronquioalveolar y de células secretoras

de mucosa (Myers y Wallen, 2021).

El mayor factor de riesgo para todos los tipos de cancer de pulmon es el consumo

de tabaco, y se estima que entre el 75-80 % de las muertes por este tipo de cancer



se deben al habito de fumar. El adenocarcinoma ocurre principalmente en personas
gue fuman o que solian hacerlo, sin embargo, se trata también del cancer de pulmon
mas comun en no fumadores y suele presentarse en pacientes mas jovenes
(Cersosismo, 2002; ACS, 2019).

A pesar de la implementacion de nuevos tratamientos, la tasa de supervivencia a
cinco afios para este cancer sigue siendo menor al 15 % dentro de paises
desarrollados, valor que se reduce hasta el 5 % en el caso de los paises en vias de
desarrollo (Singh y Raina, 2015; Myers y Wallen, 2021).

1.3 Céancer neuroendocrino

El epitelio pulmonar normal cuenta con células neuroendocrinas dispersadas
aleatoriamente que forman parte del sistema neuroendocrino difuso, asi como grupos
de células conocidos como cuerpos neuroendocrinos, que combinan caracteristicas
epiteliales, neurales y endocrinas, y a pesar de constituir menos del 1 % del total de
las células epiteliales, participan en el desarrollo y funcionamiento normal de los
pulmones al liberar los diversos componentes que contienen en sus granulos
secretores, entre los que se encuentran la serotonina, el péptido liberador de gastrina
(GRP) y la calcitonina, que son factores neuroendocrinos eutopicos del tejido
pulmonar, es decir, que se encuentran ahi en condiciones no patoldgicas (Cuadro 1)
(Linnoila y col., 1988).

Los tumores neuroendocrinos de novo que surgen a partir de una de estas células y
se componen exclusivamente por células neuroendocrinas, son muy raros. Sin
embargo, durante el progreso tumoral, algunas células pueden pasar por un proceso
de transdiferenciacion neuroendocrina, conocido como NED por sus siglas en inglés.
Hasta el 50 % de los casos de NSCLC pueden contener un gran namero de
subpoblaciones focalizadas de células que han sufrido el proceso de NED, siendo
mas abundantes en los tumores de mayor grado, y aunque estas células prevalecen
entre una poblacibn predominante de células de adenocarcinoma no
transdiferenciadas, tienen un gran efecto sobre el microambiente tumoral y la

progresion del cancer. Las células cancerosas que han adquirido el fenotipo difieren



de aquellas células neuroendocrinas del tejido normal, por ejemplo, ademas de
producir los factores mencionados (eutdpicos), en el caso de los carcinomas
pulmonares se ha visto la expresion de otros factores —denominados ectdpicos—
como la hormona adrenocorticotropica (ACTH), la vasopresina y la neurotensina
(Cuadro 1) (Linnoila y col., 1988; Suny col., 2009; Liy col., 2016).

Cuadro 1. Factores neuroendocrinos eutopicos y ectopicos del tejido pulmonar
(Linnoila y col., 1988).

Factores neuroendocrinos eutdpicos Factores neuroendocrinos ectopicos
del tejido pulmonar del tejido pulmonar
Serotonina ACTH
GRP Vasopresina
Calcitonina Neurotensina

La produccién de los factores neuroendocrinos favorece el crecimiento continuo de
los tumores a través de la estimulacidn paracrina de las células que las rodean, pues
se ha demostrado la actividad oncogénica y mitogénica de muchos de los productos
secretados por las células neuroendocrinas, atribuible a los que son generados de
forma ectOpica o a cambios en las concentraciones de los factores eutdpicos
(Linnoila y col., 1988; Nelson y col., 2007).

El GRP es un neuropéptido con una potente actividad mitogénica derivada de su
capacidad para inducir la activacion Elk-1 y por lo tanto expresar a c-fos y c-myc,
alterando el ciclo celular, ademas, puede estimular la via angiogénica dependiente
del factor de transcripcion NF-kB. La neurotensina es un neuropéptido mitogénico
cuya capacidad para estimular el crecimiento tumoral ha sido demostrada,
principalmente a través de la via de las cinasas activadas por mitégeno (MAPK, por
sus siglas en inglés) y del aumento de calcio intracelular mediado por la fosfolipasa

C, que conlleva a la activacion de Akt y c-fos (Nelson y col., 2007).

La serotonina —un neurotransmisor— también es conocida por su asociacion con la
transformacion maligna, y aunque las vias de sefalizacion a través de las cuales

actia son complejas por su habilidad para activar diversos receptores, se ha



demostrado la relacion con la oncoproteina Ras, corriente abajo de ciertos receptores
de factores de crecimiento (Cuadro 2). Al activar diferentes receptores acoplados a
proteina G, estos neuropéptidos también pueden promover la actividad de
metaloproteasas de matriz extracelular necesarias para el proceso invasivo del
cancer, asi como la actividad de Src, cinasa citosolica que induce la expresion del
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés),
involucrado en la angiogénesis, activacion de la ciclina D y c-myc, involucrados en la
regulacion del ciclo celular (Nelson y col., 2007; Sun y col., 2009; Hu y col., 2015).

Cuadro 2. Factores neuroendocrinos y su actividad carcinogénica (Nelson y col.,
2007; Suny col., 2009; Hu y col., 2015).

Factor de transcripcion o
Factor neuroendocrino Actividad via de sefalizacion
activada
GRP Mitogénica Elk-1, c-fos, c-myc
GRP Angiogénica NF-kB/IL-6/VEGF
Neurotensina Mitogénica PKC/MAPK, c-fos, Akt
Serotonina Mitogénica MAPK

Estos factores, por lo tanto, tienen la capacidad de alterar el ciclo celular y de
promover la angiogénesis, dos caracteristicas fundamentales del proceso
carcinogénico; de hecho, la transdiferenciacion se ha correlacionado con mayores
niveles de neovascularizacién, siendo el numero de células con fenotipo
neuroendocrino dentro del tumor el Unico predictor de este proceso en carcinomas
prostaticos (Grobholz y col., 2000). Por otra parte, las células epiteliales del tumor
gue rodean a aquellas con NED suelen tener mayores niveles de la proteina Bcl-2,
indicando que el microambiente que generan los factores secretados induce mayor
supervivencia celular. Ademas, las células neuroendocrinas producen citocinas
como la IL-8, que es un factor mitogénico y angiogénico para diversos tumores, y en
células de cancer de prostata se ha visto la sobreexpresion del receptor de IL-8

(CXCR1), por lo que su accion paracrina es mediada también por este tipo de



moléculas; incluso, las propias células neuroendocrinas sobreexpresan a CXCR2,
otro receptor de IL-8, sugiriendo que también refuerzan el proceso de
transdiferenciacion mediante un mecanismo autocrino (Sun y col., 2009). Asi, las
células cancerosas tienen la capacidad de apropiarse de las caracteristicas de las

células neuroendocrinas y logran aprovecharlas para favorecer su crecimiento.

Existen mdultiples biomarcadores para detectar la presencia de células
neuroendocrinas, principalmente mediante inmunohistoquimica; entre éstos se
encuentran la cromogranina A (CgA), la enolasa especifica de neuronas (NSE), la
sinaptofisina (SYN) y la molécula de adhesion celular neural (NCAM o CD56);
también es comun el analisis microscopico de las células, pues éstas aumentan su
tamafio y desarrollan proyecciones de tipo neurita al pasar por la diferenciacion
neuroendocrina (Cuadro 3). La CgA ha sido considerada como el marcador mas
sensible para la deteccion de NED, ya sea a nivel de tejido o en la circulacion; incluso,
en pacientes con cancer de préstata, niveles elevados de CgA han sido
correlacionados con una peor prognosis para los pacientes (Li y col., 2016; Oronsky
y col., 2017).

El factor de transcripcion neuronal de diferenciacién neurogénica 1 (NEURODL1) es
una proteina  que se sobreexpresa en diversos carcinomas
neurales/neuroendocrinos agresivos. En condiciones fisiolégicas este factor es
necesario para la funcion y el desarrollo de los tejidos neurales, asi como la
diferenciacion de neuronas en los sistemas nerviosos central y periférico. Ahora se
sabe que la regulacion a la baja de NEUROD1 disminuye la supervivencia, invasion
y metastasis de diversas lineas celulares de cancer de pulmén neuroendocrino,
dando cuenta de su importancia en el desarrollo de caracteristicas agresivas. Se
teoriza que la sobreexpresion de NEURODL1 contribuye a la transformacion de las
células epiteliales hacia células de tipo neuronal; incluso se ha observado que el
silenciamiento de esta proteina causa una reversion de las caracteristicas
neuroendocrinas en las células (Osborne y col., 2013). Ademas, se ha encontrado

gue la expresion de NEUROD1 es mas frecuente en cancer de prostata



neuroendocrino en comparacion con CgA, correlacionandose también con un

aumento en los indicadores de malignidad del tumor (Cindolo y col., 2007).

Cuadro 3. Identificacién de marcadores neuroendocrinos (Osborne y col., 2013; Ito
y col., 2016; Li y col., 2016; Oronsky y col., 2017; Mendieta y col., 2018).

Marcador neuroendocrino Deteccion Técnica empleada

) Presencia de _ .
Morfologia celular ) _ _ Microscopia
proyecciones tipo neurita

CdA, SYN, NSE, CD56,

Aumento de expresion PCR o citometria de flujo
NEUROD1

La complejidad del proceso de NED ha dificultado su asociacidon con una prognosis
determinada para los pacientes, sin embargo, la presencia de sus marcadores en
carcinomas prostaticos ha sido ampliamente correlacionada con un aumento en la
metéstasis, con el progreso patolégico y con menor supervivencia de los pacientes
(Nelson y col., 2007; Komiya y col., 2009; Terry y Beltran, 2014).

En el caso del cancer pulmonar es comun la determinacion de los niveles séricos de
GRP como marcador de la presencia de células neuroendocrinas, y se ha
demostrado que los carcinomas con NED son clinicamente mas agresivos que los
carcinomas clasicos, causando que la supervivencia de los pacientes sea
significativamente menor; esto es especialmente cierto cuando el 10 % o mas de las
células que forman parte del tumor exhiben marcadores neuroendocrinos (Travis,
1991, Hiroshima vy col., 2002). Para el cancer de préstata, se ha demostrado peor
prognosis desde porcentajes tan bajos como el 1 % de las células tumorales con este
fenotipo, resaltando la relevancia del proceso de transdiferenciacion neuroendocrina
y el impacto que ésta tiene sobre la esperanza de vida de los pacientes (Hiroshima
y col., 2002). Asimismo, se sabe que, en lineas celulares de cancer de pulmén, la
adquisicién de caracteristicas neuroendocrinas se traduce en mayor supervivencia
celular, mayor capacidad de invasidbn y metastasis, en concordancia con la
asociacion general en la clinica del cancer neuroendocrino con diseminacion

temprana y metastasis frecuente (Osborne y col., 2013).



La transdiferenciacion neuroendocrina de las células se puede inducir in vitro. Una
de las estrategias consiste en utilizar agentes que aumentan los niveles intracelulares
de AMP ciclico (AMPc). La activacion constitutiva de la cinasa dependiente de AMPc,
PKA, resulta en la adquisicion del fenotipo neuroendocrino, mediado principalmente
a través del factor de transcripcion CREB (Figura 2); incluso, la expresion de una
version de la proteina CREB activa constitutivamente es suficiente para inducir el
proceso de NED (Hu y col., 2015). En cancer de préstata se ha demostrado que
CREB induce la expresion de diversas proteinas que contribuyen a este proceso; por
ejemplo, GRKS3, que es una enzima que se encarga de regular algunos receptores
acoplados a proteina G, y aunque su participacion en el proceso de diferenciacion
neuroendocrina no ha sido elucidado, se sabe que esta proteina tiene la capacidad
de inhibir la accion de supresores tumorales como TSP1 y PAI2, contribuyendo al
progreso de la enfermedad (Sang y col., 2016). También se ha demostrado que la
activacion de CREB aumenta la expresion de EZH2, una enzima encargada de
regular a la baja a otras proteinas a través de modificaciones epigenéticas (tri-
metilacion de la lisina 27 en la histona H3); incluso, la sobreexpresion de EZH2 es
suficiente para inducir la expresion de marcadores neuroendocrinos en cancer de
préstata, ademas de que promueve la activacion de factores involucrados en el
proceso angiogénico que acompafa a la NED (Zhang y col., 2018). La accién de
CREB para inducir la expresion de este tipo de proteinas suele ser de manera directa,
actuando como un factor de transcripcion clasico que se une a los promotores de sus
genes, activando entonces su produccion. Tal es el caso de EZH2 y GRK3, genes
en los que se ha demostrado la capacidad de unién de CREB a su promotor (Sang y
col., 2016; Ashok y col., 2020).
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Figura 2. Via de sefalizacion del AMPc. Modificado de Mattila, 2009.

Otra via para inducir la transdiferenciacién neuroendocrina es mediante la accion de
citocinas, entre las que se encuentran la IL-6, IL-1 e IFN-y (Sun y col., 2009); no
obstante, la NED inducida por IL-6 es diferente a aquella inducida por agentes que
causan un aumento en el nivel intracelular de AMPc, la cual puede ser reversible,
pues esta citocina genera un proceso que toma mas tiempo y es permanente,
mediado por la via de la enzima fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) a través de Etk/Bmx.
Ademas, otras vias de sefalizacion contribuyen a la adquisicion del fenotipo
neuroendocrino en las células cancerosas, incluyendo la del transductor de sefales
y activador de la transcripcion 3 (STAT-3), la via de las MAPK y la de PI3K a través
de AKT y mTOR (Komiya y col., 2009; Sun y col., 2009; Li y col., 2016).

Un punto importante para considerar sobre las células cancerosas con fenotipo
neuroendocrino es que éstas se encuentran en un estado diferenciado post-mitético
o no proliferativo y, ademas, la transdiferenciacion a un fenotipo neuroendocrino
puede ser completa, parcial, e incluso reversible, lo cual da cuenta de su plasticidad
(Sun y col., 2009; Hu y col., 2015). La baja capacidad proliferativa de las células

neuroendocrinas tiene un gran impacto sobre el progreso tumoral, especialmente en



la respuesta a la quimioterapia, que tiene como diana a aquellas células que se
multiplican de manera rapida y descontrolada, haciendo quimiorresistentes a las
células que adquieren este fenotipo. Las células neuroendocrinas también expresan
altos niveles de moléculas con un papel antiapoptotico como la survivina y proteinas
de la familia Bcl-2, por lo que parece que la NED provee resistencia al proceso de

muerte celular programada (Terry y Beltran, 2014).

Cabe destacar que la transdiferenciacion ha sido reconocida como un mecanismo de
adaptacion a diversos tipos de agentes terapéuticos, es decir, una respuesta que se
produce como consecuencia de la presion selectiva ejercida por los tratamientos,
dando como resultado un aumento en el nimero de células con propiedades
antiapoptoticas y de resistencia a tratamientos (Terry y Beltran, 2014) ; sin embargo,
la presencia de células con el fenotipo neuroendocrino también suele ser identificada
desde el momento en el que se hace el diagndstico. Ademas, se ha observado que
la homeostasis del calcio se ve alterada en estas células, otorgandoles la capacidad
de responder y resistir a las diferentes terapias. La reversibilidad del proceso de NED
también representa un reto para los pacientes, pues si las células con fenotipo
neuroendocrino sobreviven a los agentes anticancerigenos, pueden entonces
reanudar con la proliferacién y asi causar la recurrencia de los tumores; esto, aunado
al hecho de que son capaces de estimular el crecimiento aberrante de las otras

células epiteliales, contribuye al progreso de la enfermedad (Hu y col., 2015).
1.4 Respuesta inmunitaria innata frente al cancer

El sistema inmunolégico, mediante un proceso denominado inmunovigilancia,
monitorea constantemente los diferentes tejidos del cuerpo buscando eliminar
células aberrantes, ya sea que se encuentren infectadas por un patdogeno o que estén
sufriendo un proceso de transformacion maligna, evitando que estas ultimas lleguen

a convertirse en un tumor (Weinberg, 2014).

Diversos tipos celulares juegan un papel en la respuesta inmunitaria que se
desencadena frente al desarrollo tumoral. La respuesta inmunitaria innata,

desencadenada a partir del reconocimiento de patrones moleculares especificos, se
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trata de la primera linea de defensa del cuerpo. La respuesta inmunitaria innata, en
general, se compone por las barreras epiteliales, fagocitos como
monocitos/macréfagos y células dendriticas, células NK, granulocitos y el sistema del
complemento (Abbas y col., 2018)

Los macroéfagos son células que forman parte del sistema inmunoldgico innato y son
clave en la homeostasis tisular; estas células derivan de los monocitos, que se
encuentran en circulacion y se establecen como en los tejidos como macréfagos
(Abbas y col., 2018). Los macréfagos tienen la capacidad de reconocer a las células
transformadas a través de multiples receptores de superficie; asi, al inicio de la
carcinogénesis, los macrofagos se polarizan a un fenotipo proinflamatorio conocido
como M1, permitiendo la eliminacion de las células mas tumorigénicas. Sin embargo,
a medida que progresa el tumor, el microambiente puede polarizar a los macréfagos
hacia un fenotipo antiinflamatorio M2 que actla de manera pro-tumorigénica al
secretar citocinas como IL-10 y TGF-3 que normalmente inducen inmunosupresion,
alterando la actividad de otras células como los linfocitos T efectores e impidiendo la

maduracion de células dendriticas (Adam y col., 2003; Gonzalez y col., 2018).

Los neutrofilos son células del sistema inmunitario innato involucradas en los
procesos inflamatorios y se tratan de las primeras células en ser reclutadas al tejido
dafado, donde ejercen su funciébn mediante diversos mecanismos; parecido al
fenotipo M1/M2 de los macréfagos, se ha propuesto la existencia de subpoblaciones
distintas de neutréfilos denominadas como N1 y N2, las cuales tienen papeles anti-
tumorigénicos y pro-tumorigénicos, respectivamente. La accion antitumoral de los
neutréfilos parece estar mediada principalmente por la produccién de defensinas,
proteinas que tienen la capacidad de activar a otras células del sistema inmunitario
adaptativo, especialmente los linfocitos T citotdxicos. Sin embargo, la respuesta de
los neutrofilos en el desarrollo tumoral depende del contexto especifico y de la
comunicacion con otras células del sistema inmunitario, y niveles altos de neutrofilos
asociados al tumor suelen relacionarse con una peor prognosis, pues contribuyen a

la generacion constante de inflamacion (Adam y col., 2003; Gonzalez y col., 2018).
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Las células NK también forman parte del sistema inmunitario innato y como se
describira mas adelante, éstas tienen la capacidad de detectar a las células
transformadas o infectadas para luego matarlas, por lo que su papel anti-
tumorigénico es sumamente importante en el mantenimiento de la salud, y la
infiltracion de este tipo de célula en los tumores se correlaciona con una prognosis
favorable, resaltando su importancia en el control de la progresion del cancer
(Gonzalez y col., 2018).

Las células dendriticas son células presentadoras de antigenos especializadas que
permiten la comunicacion entre la respuesta inmunitaria innata y la adaptativa,
adquiriendo esta Ultima tras la exposicion a un antigeno especifico. Durante la
tumorigénesis, las células dendriticas tienen la capacidad de reconocer a las células
transformadas, fagocitarlas, viajar a los nédulos linfaticos y activar a los linfocitos T
mediante la presentacion de un antigeno tumoral, lo que resulta en una respuesta
efectora (Adam y col., 2003; Gonzalez y col., 2018). Otras células también pueden
actuar como células presentadoras, exponiendo antigenos tumorales como los

macrofagos, los linfocitos B o las propias células tumorales (Abbas y col., 2018).
1.5 Respuesta inmunitaria adaptativa frente al cancer

Las células que se encargan de dirigir las respuestas adaptativas del sistema
inmunitario son los linfocitos T. Durante las primeras etapas del desarrollo tumoral,
estas células son activadas dentro de los nédulos linfaticos por accion de las células
presentadoras de antigenos (que suelen ser células dendriticas, y en menor medida,
linfocitos B); esta presentacion depende de la interaccion entre el receptor de las
células T (TCR) y el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) que contiene el
péptido procesado por la célula presentadora. La activacion de los linfocitos es
seguida por su expansion clonal (proliferacion) y la subsecuente migracion
(quimiotaxis) hacia el microambiente tumoral, donde montan una respuesta
protectora que favorece la eliminacién directa (citélisis/sinapsis inmunoldgica) e

indirecta (citocinas) de las células cancerigenas. Al igual que en el caso de las células
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NK, un alto nivel de infiltracién de linfocitos T en los tumores se relaciona con

prognosis favorables (Adam y col., 2003; Gonzalez y col., 2018).

Los dos tipos principales de linfocitos T involucrados en la respuesta antitumoral son
los CD8+ citotoxicos y los CD4+ cooperadores (Thl); estos ultimos organizan una
respuesta anticancerigena a través de la secrecion de citocinas proinflamatorias
como IL-2, TNF-a e IFN-y, que son moléculas peptidicas responsables de la
comunicacion intercelular, mediando las interacciones entre los leucocitos y los
tejidos. El aumento de las citocinas proinflamatorias promueve la activacion de los
linfocitos T, la actividad efectora de éstos, aumenta la accion antitumoral de los
macrofagos y las células NK, y finalmente incrementa la presentacion de antigenos
derivados del tumor (Corthay y col., 2005; Munhoz y Postow, 2016).

Los linfocitos Thl son el componente primario, iniciador y organizador de la
respuesta inmunitaria que se genera ante el tumor emergente, siendo reclutados los
linfocitos citotoxicos de manera secundaria para completar el proceso de rechazo.
Concentraciones elevadas de las citocinas derivadas de las células Th1l (TNF-a, IFN-
y, IL-2, IL-12) se relacionan con mayor actividad citotoxica, mayor infiltraciéon de
linfocitos CD8+ y, por lo tanto, con un mejor prondstico para el paciente. Incluso, se
ha reportado que las células Thl pueden rechazar la formacion de tumores en
ausencia de células citotoxicas CD8+, principalmente mediante la activacion y el
reclutamiento de macréfagos, quienes a su vez crean un ciclo de retroalimentacion
positiva al presentar antigenos tumorales a los linfocitos, reforzando su activacion y
aumentando la produccion de las citocinas proinflamatorias ya mencionadas (Adam
y col., 2003; Corthay y col., 2005; Blank y col., 2016; Munhoz y Postow, 2016).

La efectividad de la respuesta antitumoral mediada por linfocitos T depende en gran
medida de la inmunogenicidad de los antigenos tumorales, es decir, de su capacidad
para inducir una respuesta inmunitaria, asi como de la de ausencia de sefiales que
alteren la funcion de estas células efectoras. Uno de los mecanismos aprovechados
por las células cancerosas para esquivar la actividad del sistema inmunitario es el

reclutamiento de linfocitos T reguladores (Tregs) y de linfocitos Th2, los cuales tienen
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la capacidad de suprimir la activacion y la actividad de células como los linfocitos T
cooperadores de tipo Thl (CD4+) y T citotdxicos (CD8+), macréfagos M1, células NK
y neutrofilos N1 (Ward-Hartstonge y Kemp, 2017; Gonzalez y col., 2018).

La inmunosupresion mediada por las células Tregs involucra mecanismos tanto
dependientes como independientes del contacto célula-célula, siendo estos ultimos
muy importantes al secuestrar la IL-2 —citocina esencial para la proliferacion de
células efectoras como los linfocitos T y NK—y al producir moléculas que disminuyen
la actividad del sistema inmunitario como TGF-38, prostaglandina E2, adenosina,

entre otras (Ward-Hartstonge y Kemp, 2017; Gonzalez y col., 2018).

La comunicacion e interacciones entre las diferentes células del sistema
inmunoldgico presentes en el microambiente tumoral moldean la respuesta que hace
frente a las células transformadas, actuando en conjunto para promover o evitar la
formacién del tumor. Las células NK, que cuentan con una gran capacidad para
atacar a las células tumorales, promueven el reclutamiento de células dendriticas, lo
gue implica un incremento en la activacion de diferentes linfocitos T y por lo tanto
resulta en la estimulacién de la respuesta efectora. Asimismo, la interaccién entre las
células NK, los linfocitos T y los macrofagos antitumorales mediante la produccién
de IFN-y y TNF-a en el microambiente tumoral favorece la actividad citotoxica de las
células NK vy la diferenciacion de los linfocitos CD8+ al fenotipo citotdxico, aumenta
la capacidad fagocitica de los macréfagos e incrementa el reclutamiento de
neutrofilos antitumorigénicos. Cuando los tumores logran escapar de la respuesta
antitumoral inicial utilizan diversos mecanismos para inducir tolerancia inmunitaria,
secretando moléculas inmunosupresoras y evitando la produccion de citocinas
estimuladoras necesarias para montar una respuesta por parte de las células NK y

de los linfocitos T efectores (Gonzalez y col., 2018).
1.6 Respuesta inmunitaria citotoxica

Tanto el sistema inmunitario innato como el adaptativo son indispensables para
mantener bajo control a aquellas células que hayan sufrido un proceso de

transformacion y amenacen con la formacién de un tumor. EI mecanismo efector
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principal para la eliminacion de estas células es el de citotoxicidad, ejecutado por las
células NK del sistema innato y por los linfocitos T CD8+ del sistema adaptativo, lo
cual depende de la comunicacién con los otros tipos de células ya descritas. A pesar
de tener mecanismos de reconocimiento muy distintos, el objetivo para estos dos

tipos de células es el mismo: matar a las células cancerosas (Weinberg, 2014).

Los linfocitos T CD8+ reconocen a las células transformadas gracias a la
presentacion de antigenos, donde el TCR interactia con el complejo formado entre
el péptido que se reconoce como extrafio, presentado en los nddulos linfaticos por
una célula especializada, y el complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-
). Ademas, otros ligandos como CD80 que se encuentran en la célula presentadora
co-estimulan la activacion del linfocito, al igual que las citocinas secretadas por los
linfocitos Thl y la comunicacion con las células NK, siendo el correceptor CD3
asociado con el TCR el que permite desencadenar la cascada de sefializacion
necesaria para activar la respuesta efectora una vez que se cuenta con todas las

sefales apropiadas (Farhood y col., 2019).

Los linfocitos T CD8+, una vez activados, comienzan a multiplicarse y se diferencian
en linfocitos T citotoxicos (CTLs) que tienen la capacidad efectora para matar a las
células cancerosas, por lo que migran hacia el microambiente tumoral para ejecutar
su respuesta. Estos CTLs cuentan con dos mecanismos principales para inducir la
citolisis tumoral: exocitosis de granulos e induccién de apoptosis mediada por el
ligando de Fas (FasL). La via dependiente de exocitosis involucra la produccion y el
empaquetamiento de la enzima perforina, la cual tiene la capacidad de degradar la
membrana plasmatica de la célula diana, creando poros en ésta que permiten la
entrada de las otras moléculas efectoras empaquetadas, denominadas granzimas.
La granzima mas importante es la B, una serina proteasa capaz de activar a la
caspasa-3, que es una proteina efectora en la ejecucion del proceso de muerte
celular programada que escinde y activa ADNasas especificas; la granzima B
también puede escindir a la proteina Bid, liberando a las proteinas Bax y Bak de sus
inhibidores respectivos antiapoptoéticos de la familia Bcl-2, permitiendo un cambio en

la permeabilidad de la membrana mitocondrial seguido por la liberacion del citocromo

15



c al citoplasma, conduciendo a la activacion de la caspasa-9 via apoptosoma; estos
procesos dentro de la célula cancerosa conducen eventualmente a su muerte
(Lieberman, 2010; Farhood y col., 2019).

La segunda via de accion citolitica implica la expresion de FasL por parte del linfocito,
mismo que interacciona con el receptor Fas en la célula cancerosa, conduciendo al
ensamblaje del complejo de sefializacion inductor de muerte que activa a la caspasa-
8, que actua de la misma forma que la granzima B, escindiendo a Bid y procesando
la caspasa-3, conduciendo a la muerte celular. Finalmente, los CTLs producen IFN-
v Y TNF-a, que inducen directamente una respuesta citotéxica mediante receptores
de muerte y estimulando al mismo tiempo a otras células del sistema inmunoldgico
(Lieberman, 2010; Farhood y col., 2019; Rosenberg y Huang, 2018). Puesto que los
linfocitos T forman parte del sistema inmunitario adaptativo, una vez que el cuerpo
se libera de las amenazas, se produce una contraccion de las células CD8+
efectoras, dejando Unicamente a una pequefa subpoblacion de linfocitos de memoria
antigeno-especificos que tienen la capacidad de generar una respuesta mas rapida

y potente ante el antigeno en caso de volverlo a reconocer (Halle y col., 2017).

Las células NK comparten muchas caracteristicas con los linfocitos T CD8+,
empezando por su desarrollo; aunque inicialmente se pensaba que las NK
maduraban Unicamente en la médula 6sea, ahora se sabe que también lo hacen en
organos linfoides secundarios, como los nddulos linfaticos (Abel y col., 2018). Sin
embargo, en su caso no dependen de la presentacion de antigenos por parte de otras
células especializadas, ademas no existe un solo receptor que domine en el
reconocimiento de las células transformadas —como el TCR de los linfocitos— sino
gue las células NK cuentan con una serie de receptores tanto estimuladores como
inhibidores que les permite percibir y responder al ambiente especifico, reconociendo
directamente los marcadores de transformacion presentes sobre la superficie de las
células cancerosas. El balance entre la activaciéon de receptores estimuladores e
inhibidores, asi como la integracion de estas sefales, es lo que determina el
resultado final y la actividad de las células. EI modelo de activacion de las células NK

mas caracterizado es aquel denominado como “missing-self’, el cual describe que
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las células NK se inactivan cuando reconocen al MHC-I; puesto que muchas células
gue atraviesan un proceso de transformacion disminuyen o pierden la expresion del
MHC-I, que es el complejo necesario para activar a los linfocitos T citotoxicos, las
células NK tienen la capacidad de reconocer esta ausencia, conduciendo a la
activacion de la respuesta citotoxica. Sin embargo, se sabe que la mera ausencia del
MHC-I no es suficiente para activar a las células NK, sino que requieren de sefales
adicionales a través de sus receptores de activacion para poder generar una
respuesta adecuada, mismas que usualmente son proporcionadas por moléculas
cuya expresion se induce por estrés celular, modelo denominado como “altered-self’

o “induced-self” (Rosenberg y Huang, 2018; Huntington y col., 2020).

La activacion de las células NK también puede ser dependiente de anticuerpos, pues
cuentan con un receptor para la fraccion cristalizable (Fc) de éstos, cuyo
reconocimiento conlleva a la muerte de la célula marcada, sin embargo, este
mecanismo sigue siendo poco entendido en el caso del cancer pues, aunque se sabe
gue los linfocitos B participan en la respuesta generada ante la presencia de una
neoplasia, éstos han sido asociados generalmente con un papel pro-tumoral

(Gonzalez y col., 2018; Rosenberg y Huang, 2018).

Resaltando la importancia de la comunicacion que se desarrolla dentro del
microambiente tumoral entre las diferentes células del sistema inmunitario, se sabe
gue la presencia de ciertas citocinas es suficiente para activar la respuesta efectora
de las células NK, aunque se ha propuesto también que este mecanismo funciona
en conjunto con el reconocimiento directo de las células transformadas mediado por
receptores. Estas células, al igual que las CTLs tienen la capacidad de inducir citdlisis
directamente al exocitar los granulos que contienen las enzimas perforinas vy
granzimas, que actian mediante los mecanismos descritos anteriormente. Las
células NK expresan de manera constitutiva y abundante a los componentes de estos
granulos, lo que permite producir una respuesta eficaz y veloz tan pronto se reconoce
a la célula transformada; ademas, producen quimiocinas como la IL-8 que atraen
linfocitos efectores, citocinas efectoras tipo Thl (IFN-y y TNF-a) que fortalecen la

respuesta inmunitaria antitumoral, asi como algunas directamente involucradas en la
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induccion de la muerte celular, como la proteina TRAIL, que al ser reconocida por los
receptores de muerte celular desencadena un proceso apoptético coordinado por el
complejo de sefializacion inductor de muerte, que como se describié en el caso de
los CTLs, conduce a la activacion de la caspasa-8 y conlleva a la apoptosis
(Lieberman, 2010; Abel y col., 2018; Huntington y col., 2020).

Generalmente estos dos mecanismos ocurren simultaneamente, permitiendo que las
células NK causen la muerte de un namero reducido de células mediante contacto
directo por la accion de los granulos, formando una sinapsis inmunoldgica y al mismo
tiempo amplificando drasticamente la citdlisis al secretar los ligandos de muerte
celular; sin embargo, la secreciobn de altos niveles de moléculas inductoras de
apoptosis puede ser dafina para el tejido sano en cuestion, mientras que el contacto
sinaptico que se forma entre las células citotoxicas y las células cancerosas permite
una accion dirigida y especifica en contra de ellas, tanto en el caso de los CTLs como
de las NK (Uzhachenko y Shanker, 2019).

Las células NK son sumamente importantes para el establecimiento de una
respuesta temprana frente a las células transformadas, y a pesar de la respuesta
rapida que las caracteriza y de su comun clasificacion como parte del sistema
inmunitario innato, se sabe que también poseen ciertas cualidades del sistema
adaptativo, teniendo la capacidad de generar una respuesta mas robusta ante la
segunda exposicion al mismo antigeno, lo que representa un tipo de memoria

especifica de antigeno (Rosenberg y Huang, 2018).

La cooperaciéon entre las células NK y los CTLs es necesaria para deshacerse
adecuadamente del tumor en desarrollo, evitando la formacion de células cancerosas
gue puedan escapar del sistema inmunitario. Se sabe que la actividad antitumoral de
ambas células incrementa cuando una esta en presencia de la otra, y esto se puede
explicar por la produccion de citocinas estimuladoras (IL-2, IFN-y, TNF-a) que activan
a otras células del sistema, y debido a que la accibn de ambas células es
complementaria, siendo las NK responsables de inducir la muerte de las células

deficientes de antigenos, y los CTLs encargadas de lisar a las células que expresan
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antigenos tumorales especificos reconocibles por el TCR, colaborando para que un
tipo de célula citotéxica elimine a aquellas que surgen por la presion selectiva de la
otra (Uzhachenko y Shanker, 2019).

Tanto los linfocitos T como las células NK forman parte de las células mononucleares
de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), que constan de un grupo de
células con un anico nucleo redondo, incluyendo también a los monocitos y a los
macréfagos, siendo estas las principales células involucradas en la inmunidad del

cuerpo (Pourahmad y Salimi, 2015).
1.7 Relacion entre NED vy el sistema inmunitario

Multiples factores secretados por las células neuroendocrinas tienen la capacidad de
actuar como inmunomoduladores, sustancias que alteran las funciones del sistema
inmunolégico —estimulandolo o suprimiéndolo (NCI, 2021a). Se conoce el efecto
inmunomodulador de moléculas como hormonas y neurotransmisores, algunas
contribuyendo a la desregulacion de la respuesta inmunitaria y a la progresion de

diversas patologias (Pavon y col., 2015).

La habilidad de la serotonina (5-HT) —una molécula secretada ubicuamente por las
células neuroendocrinas— para estimular o inhibir la inflamacion se conoce desde
hace décadas. Diferentes células del sistema inmunitario expresan componentes
serotoninérgicos que les permiten responder a la estimulacion por 5-HT; esta
respuesta depende del tipo de célula, de su funcién, y de su estado de activacion,
por lo que este neurotransmisor puede regular un gran namero de procesos
inmunomoduladores. En el caso de los monocitos, se ha reportado que la
estimulacién con serotonina a través de los receptores 5HT4 y 5HT7 puede causar
gue disminuya la secrecion de TNF-aq, citocina involucrada en la activacion de otras
células inmunitarias; y se ha visto que la estimulacion con serotonina por el receptor
5HT2 en macrofagos murinos limita su activacion en respuesta a IFN-y in vitro,
mientras que en el caso de los macréfagos humanos, la sefializacion por 5-HT resulta
en una disminucion de la produccién de TNF-q, IL-12, y en un aumento de IL-10 y

prostaglandina E2, en conjunto suprimiendo la respuesta inmunitaria. También se
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sabe que el sistema serotoninérgico modula la diferenciacion, proliferacion y
respuesta de los linfocitos T, y se ha reportado que la estimulacion con este
neurotransmisor puede inhibir la proliferacion de los linfocitos mediada por la
reduccion del receptor de IL-2; ademas, en ratones se ha observado que la
estimulaciéon con 5-HT aumenta la proliferacion de las células T, pero reduce la
activacion de los linfocitos CD4+ y CD8+. Por el contrario, en el caso de las células
NK se ha observado que la serotonina puede reducir su inhibicién por otras células
del sistema inmunitario y evitar la apoptosis; estas respuestas diferenciales pueden
explicarse porque son dependientes del contexto celular y de los diferentes

receptores que las diversas células expresen (Arreola y col., 2015).

La dopamina (DA) es un neurotransmisor involucrado en diversos procesos
fisiologicos que también tiene propiedades inmunomoduladoras. Las células del
sistema inmunitario tienen multiples receptores para esta molécula, que al igual que
en el caso de la serotonina, la estimulacion diferencial de estas conlleva a respuestas
variadas. Se ha observado que en linfocitos T, la DA puede aumentar la produccion
de IL-10 y disminuir la de IL-12; asimismo, inhibe la liberacion de IL-2, IL-4 e IFN-y al
activar los receptores D2 y D3; la activacién de los receptores tipo D1 ha demostrado
inhibir la proliferacion y la citotoxicidad de los linfocitos CD4+ y CD8+ in vitro, y se ha
demostrado que también puede regular a la baja a las células que producen IFN-y,
resultados que apuntan a un papel inmunosupresor de la DA. Por otro lado, la
dopamina parece aumentar la capacidad citotoxica de las células NK, especialmente
cuando esta actla a través de los receptores tipo D1, receptores cuya estimulacion
disminuye la capacidad citotoxica de los linfocitos T, resultados que sugieren
inmunoestimulacion en el caso de las células NK por parte de la DA (Zhao y col.,
2013).

Los reportes mencionados dan cuenta de la complejidad implicada en la
inmunomodulacién mediada por ciertos factores neuroendocrinos, cuya accién es
totalmente dependiente del contexto especifico de las células y puede variar de

acuerdo con los diferentes receptores que estas expresen.
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Recientemente, utilizando una linea celular de adenocarcinoma pulmonar (A549), se
demostré in vitro que la capacidad citolitica de un modelo de linfocitos T (células
Jurkat) disminuye sustancialmente cuando se enfrentan a células cancerosas
previamente transdiferenciadas a un fenotipo neuroendocrino; incluso, someter a los
linfocitos al medio de cultivo recolectado de las células tipo neuroendocrinas alter6
la viabilidad y la proliferacion de los CTLs, sugiriendo que la inmunomodulacion se
llevaba a cabo a través de los mdultiples factores secretados por las células cuando
adquieren el fenotipo neuroendocrino. Asimismo, se observo que los niveles de
serotonina producidos por las células con NED aumentaron, mientras que los niveles
de dopamina disminuyeron (Mendieta y col., 2018). El aumento en la serotonina, de
acuerdo con lo mencionado, podria favorecer la supresion de la actividad de los
linfocitos T, mientras que la disminucion de la dopamina actuaria en favor de inhibir
la actividad citotoxica de las células NK, sin mencionar los otros multiples factores

gue pueden secretar las células con un fenotipo neuroendocrino.

Asi, la literatura sugiere que los diferentes factores secretados por las células con un
fenotipo neuroendocrino que forman parte de un tumor tienen la capacidad de alterar
la respuesta que el sistema inmunitario genera en contra de este, contribuyendo,
junto con las propiedades no proliferativas de las células con NED que las hacen
resistentes a multiples terapias, al progreso de la enfermedad, a la generacion de

tumores mas agresivos, y, por lo tanto, a una peor prognosis para el paciente.

En este proyecto se utilizaron ratones BALB/c como modelo de estudio para elucidar
el efecto de la diferenciacion neuroendocrina de las células de adenocarcinoma
pulmonar sobre la actividad de las células citotoxicas. Esta cepa de ratén es una de
las mas utilizadas para investigacion de las respuestas inmunitarias. Diversos
estudios han demostrado la robustez de las respuestas desencadenadas por este
tipo de raton, incluso siendo mas elevadas que en otras cepas de ratones como los
C57BL/6, tanto a nivel de produccion de citocinas como de maduracion y proliferacién

de células inmunitarias (Trunova y col., 2011; Han y col., 2012; Bleul y col., 2021).
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2. HIPOTESIS

La diferenciacion neuroendocrina de células de adenocarcinoma pulmonar humano
(A549) disminuira la actividad citotdxica de las células mononucleares de sangre

periférica de raton.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la diferenciacién neuroendocrina de las células de
adenocarcinoma pulmonar A549 sobre la actividad citotoxica y la proliferacion de

células mononucleares periféricas de ratén.

3.2 Objetivos especificos

e Transdiferenciar las células A549 a un fenotipo neuroendocrino A549nep con
3-isobutil-1-metilxantina y forskolina (IBMX+FSK).

e Evaluar el efecto de la diferenciacion neuroendocrina de células A549 sobre
la actividad citotdxica ex vivo de células mononucleares de sangre periférica
de ratones BALB/c.

e Determinar el efecto de la diferenciacién neuroendocrina sobre el perfil de las
poblaciones de células inmunoldgicas [linfocitos T CD4+ y CD8+, células NK
(CD335+) y monocitos (CD68+)] en la sangre de los ratones inmunizados.

e Determinar el efecto de la diferenciacion neuroendocrina sobre el perfil de

citocinas (IL-2, IL-10, IFN-y) en el suero de los ratones inmunizados.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales

Se emplearon células de adenocarcinoma pulmonar A549/GFP (Cell Biolabs AKR-
209), las cuales se cultivaron en medio DMEM (Gibco 11995-065) suplementado con
10% de suero fetal bovino (Biowest S1820) y una solucion 1 % de penicilina-
estreptomicina (Gibco 15140). Los cultivos se realizaron en placas de cultivo (NEST
703001, 712001) y al alcanzar 80 % de confluencia se realizaron subcultivos
empleando una solucion de tripsina-EDTA al 0.25 % (Gibco 25200072).

Para la diferenciacion, las células fueron tratadas con forskolina (MedChem HY-
15371) y 3-isobutil-1-metilxantina (Sigma 28822-58-4).

La extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario posterior a los tratamientos
se realizaron empleando kits especificos para cada paso (Zymo Research R2050 y
ThermoFisher K1621).

Los cambios en la expresion de los marcadores se analizaron por medio de la técnica
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleando oligonucleétidos
especificos para cada gen (Cuadro 4), los cuales se sintetizaron con el servicio de
Invitrogen Custom Primers. El tamafio de los amplicones se compar6 con la escalera
de peso molecular BenchTop 100bp DNA Ladder (Promega G8291). La CgA se
amplific6 empleando los primers reportados por Balboa y col. en 2018, mientras que

el resto de los oligonucle6tidos fueron de disefio propio.
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Cuadro 4. Oligonucleétidos empleados para cuantificar los marcadores
neuroendocrinos.

Gen Secuencia (5’ -> 3’) Tm (°C) | Producto (nt)

SYN Fwd: AGACAGGGAACACATGCAAG 58.10 123
Rev: TCTCCTTAAACACGAACCACAG 58.28

NSE Fwd: TTGGGGGAACGATGTGTCTG 59.96 137
Rev: CGCAGGCTTCAGTGAGTACA 60.04

CaA Fwd: AACCGCAGACCAGAGGACCA 63.30 102
J Rev: GTCTCAGCCCCGCCGTAGT 63.95
Fwd: GCTGCGAGATCCCCATAGAC 60.04

NEUROD1 120
Rev: AAATGGTGAAACTGGCGTGC 59.97
Fwd: TTGCCCTCAACGACCACTTT 60.11

GAPDH 120
Rev: TGGTCCAGGGGTCTTACTCC 60.25

Los ensayos in vivo se realizaron empleando un total de 20 ratones BALB/c machos
de 10-12 semanas de edad, pesando 35 £ 5 g, los cuales se obtuvieron del bioterio
del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México. Estos
ratones se mantuvieron en un ambiente libre de patdégenos, con ciclos de
luz/oscuridad de 12 h/12 h, alimentados ad libitum con una dieta estandar a base de
purina y acceso libre a agua. Fueron confinados en jaulas para raton de polipropileno
con dimensiones de 44x28x15 cm, alojando maximo 5 ratones por jaula (200
cm?/ratén) con una humedad relativa de 55 + 5 % a una temperatura de 22 + 2 °C,
sin control de ruido. La identificacion de los ratones se realizé empleando aretes
metalicos, realizando una perforacion en la oreja de cada raton con un horadador de
metal estéril. EI cambio de cama se realizé dos veces por semana, mientras que el
cambio de agua se realiz6 4 veces por semana. Los ratones se mantuvieron durante
todo el experimento dentro del bioterio del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México. En ningin momento del trabajo de
investigacion se restringio el movimiento, ni se aisl6 a los animales, ni fueron privados
de alimento. El grado de molestia causado a los animales de investigacion entra en
las categorias D y E, correspondiente a procedimientos quirdrgicos y a la
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administracion de agentes peligrosos (células de adenocarcinoma pulmonar A549),
respectivamente. La eutanasia se llevé a cabo introduciendo a los ratones a una
camara con diéxido de carbono (CO32). Los residuos correspondientes al cadaver de
los ratones fueron desechados en bolsas especificas para Residuos Peligrosos
Biologico-Infecciosos (RPBI), mismas que son recolectadas bimestralmente a traves
de la empresa ECOLSERVI Industrial, S. de R.L. de C.V.. Todo el manejo, cuidado
y uso de los animales para este protocolo de investigacion se ajustaron a las pautas
establecidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, asi como a la Ley
Federal de Sanidad Animal (LFSA) y las Guias para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio de referencia internacional como aquella proporcionada por el Institute
of Laboratory Animal Resources Council del National Research Council de los
Estados Unidos de América. Este procedimiento fue aprobado por el comité de
Bioética de la Facultad de Quimica, UAQ (Oficio No. CBQ21/125).

Para extraer las células mononucleares, se emple6 el reactivo Histopaque 1083
(Sigma 10831) para la generacion de un gradiente de densidad. Las muestras de
sangre se recolectaron en tubos Vacutainer con EDTA como anticoagulante (BD
368171); para las muestras de suero, la sangre se recolecté en microtubos Axygen
de 600uL. Una vez separadas, las células mononucleares fueron cultivadas en medio
RPMI-1640 (ThermoFisher 11875093).

Para la citometria de flujo se emplearon anticuerpos anti-CD68 de ratén acoplado a
PE-Vio615 (Miltenyi, 130-112-674), anti-CD4 de raton acoplado a FITC (Miltenyi,
130-120-750), anti-CD8a de raton acoplado a PerCP-Vio700 (Miltenyi, 130-120-756)
y anti-CD335 acoplado a PE (Miltenyi, 130-112-201). Para fijar y permeabilizar las
células se utilizo el kit BD Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Solution Kit
(BD 554714). Los lavados y la resuspension para el analisis se realizaron en buffer
Attune™ NxT Focusing Fluid Filter compuesto por PBS, EDTA y SFB.

Para los ensayos ELISA se utilizaron kits especificos para las citocinas de interés IL-
2 (PeproTech 900-TM108), IL-10 (PeproTech 900-TM53) e IFN-y (PeproTech 900-
TM98).
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Para la determinacion de la viabilidad celular se utilizd bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (ThermoFisher M6494) e isopropanol (JT
Baker 9095.2500) o se realizaron conteos manuales de las células con una solucién
de azul de tripano al 0.4 % (Sigma-Aldrich T8154).

4.2 Métodos
4.2.1 Diferenciacion neuroendocrina de células de adenocarcinoma pulmonar

Las células de adenocarcinoma pulmonar (A549) se sembraron a una densidad de
2.5x10° células/mL (1.5x10° células en 6 mL) en medio DMEM completo (con 10 %
suero fetal bovino y antibiéticos) dentro de placas de cultivo de 10 mL (p100), donde
fueron incubadas durante 24 horas (h) a una temperatura de 37 °C con COzal 5 %.
Después de la incubacion se lavo cada placa dos veces con 1500 pL del tampdn
fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés). Un grupo control de células fue tratado
con medio basal DMEM deprivado (sin suplementar suero fetal bovino), mientras que
el grupo experimental se trat6 con medio DMEM deprivado suplementado con los
farmacos forskolina (FSK) y 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), ambos farmacos a una
concentracion de 0.5 mM. Los dos grupos fueron tratados por 96 h.

4.2.2 Estandarizacion del nimero de células neuroendocrinas obtenidas

Terminadas las 96 h del tratamiento, el nimero de células transdiferenciadas se
determiné mediante conteo celular directo empleando solucién de azul de tripano al
0.4 % en una camara de Neubauer. Para esto, se absorbi6 el medio de
transdiferenciacion, se lavd dos veces cada placa con 1500 pyL de PBS y a
continuacion se despegaron las células de la placa incubandolas con 2 mL de una
solucion de tripsina-EDTA al 0.25 % por 5 minutos (min) a 37 °C; terminados los 5
min, se agrego un volumen igual de medio de cultivo completo (2 mL) para desactivar
la actividad enzimatica de la tripsina. Se tomd una alicuota de la suspension celular
de 100 pL, se le agregd un volumen de 300 pL de azul de tripano (dilucion 1:4) y se
colocaron 10 pL de esta dilucion en la camara de Neubauer para proceder con el

conteo de las células en un microscopio optico.
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4.2.3 Identificacion de proyecciones tipo neurita

Para confirmar la diferenciacion neuroendocrina de las células A549, éstas fueron
analizadas en un microscopio invertido empleando un objetivo de 10x. Se analizé la
presencia de proyecciones tipo neurita en las células, lo cual es un indicador del
proceso de diferenciacion neuroendocrina. Para esto se siguio el procedimiento ya
descrito para la transdiferenciacion y se tomaron fotos de las células antes (0 h) y
después (24, 48, 72 y 96 h) del tratamiento. Las proyecciones tipo neurita fueron
cuantificadas con el software Fiji de ImageJ, utilizando el plugin NeuronJ, realizando

el trazo de todas las neuritas presentes en 10 células de cada imagen.
4.2.4 |dentificaciébn de marcadores neuroendocrinos

La identificacion de los marcadores neuroendocrinos NSE, CgA, NEUROD1 y SYN
se realiz6 por medio de la técnica RT-PCR. Para esto, se realizo la extraccion del
ARN total de las células A549ctr. Y A549nep empleando el kit Direct-zol™ RNA
Miniprep de Zymo Research siguiendo las instrucciones del fabricante. Se sintetizo
ADN complementario (ADNc) utilizando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis
de Thermo Scientific empleando una combinacién de hexameros aleatorios y oligo
(dT)1s como cebadores. Una vez sintetizado el ADNc, se cuantifico la concentracion
de &cidos nucleicos y se determiné la calidad de éste en un espectrofotometro
(NanoDrop); después se realizé la amplificacion por PCR de los genes CgA, SYN,
NEUROD1 y NSE, asi como del gen de expresion constitutiva GAPDH como
referencia, empleando cebadores especificos para cada gen.

La PCR se realizé de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante del reactivo
principal, GoTaq Green Master Mix; para cada reaccion se emplearon 12.5 pL de
Master Mix y se agregé 1 uL de cada primer a una concentracion de 10 mM; en
cuanto al ADNc, se agreg6 1 uL de las muestras que fueron sintetizadas a partir de
un total de 500 ng de RNA y finalmente se ajusto el volumen de la reaccién con agua
libre de nucleasas hasta un total de 25 pL. La reaccion consisti0 en una

desnaturalizacién inicial de 5 min a 95 °C, seguida por 30 repeticiones del ciclo
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desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, alineamiento a 55 °C por 30 segundos y

extension a 72 °C por 60 segundos.

Los productos de la reaccion y la escalera de peso molecular se cargaron en un gel
de agarosa al 2%, el cual se corri6 en una camara de electroforesis durante 45
minutos con un voltaje de 80 V. Finalmente, el gel se tifi6 incubandose en una
solucion de bromuro de etidio y se reveld en un fotodocumentador con luz UV. Se
tomaron fotografias de los geles, mismas que fueron analizadas por densitometria

utilizando Image Lab de Bio-Rad.
4.2.5 Obtencion de sangre periférica de ratones BALB/c

Para la extraccion de células mononucleares, los ratones BALB/c fueron sacrificados
por el método de inhalacién de dioxido de carbono. Inmediatamente después de la
muerte de los ratones, se extrajo la sangre de estos empleando la técnica de la
puncion cardiaca y la sangre fue recuperada en tubos Vacutainer con EDTA como
anticoagulante. Como se describié en la seccion de Materiales, el manejo, uso y
eutanasia de los animales para este procedimiento se ajustan a las pautas
establecidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, asi como a la Ley
Federal de Sanidad Animal (LFSA) y las Guias para el Cuidado y Uso de Animales

de Laboratorio de referencia internacional.
4.2.6 Aislamiento y cultivo de células mononucleares de raton BALB/c

La sangre periférica obtenida de los ratones fue sometida a un gradiente de densidad
Ficoll-Paque de 1.083 g/mL, lo que permitié aislar unicamente las células de interés.
Para ésto, se afadieron 3 mL del reactivo HISTOPAQUE 1083 a un tubo con fondo
conico de 15 mL; después se afiadié cuidadosamente un volumen igual de sangre
periférica diluida 1:1 en PBS sobre la capa de HISTOPAQUE 1083. El tubo fue
centrifugado a 400 x g por 30 min a temperatura ambiente en una centrifuga con un
rotor de tipo swing out o basculante. Al terminar la centrifugacién, la capa superior
gue consistia en el plasma se recolectd para andlisis posteriores, mientras que la
capa de células formada en la interfase fue aspirada con ayuda de una micropipeta

de 1000 pL; esta es la capa que contiene las células mononucleares. Las células
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tomadas de la interfase fueron transferidas a otro tubo cénico de 15 mL limpio; se
afiadieron 5 mL de PBS y el tubo se agitd gentilmente por inversion. Después, se
centrifugaron las células por 10 min a 250 x g, aspirando y desechando el
sobrenadante. La pastilla celular se resuspendi6 en 0.5 mL de PBS, se afiadieron 2
mL extra de PBS y se centrifug6 por 10 min a 250 x g; este paso de lavado se repitio
dos veces, realizando la ultima centrifugacién a 200 x g buscando eliminar plaguetas
de la suspensién. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 500 pL de medio
RPMI-1640 completo (con SFB 10%) para su mantenimiento o para su tincion en

citometria.
4.2.7 Cocultivo de PBMCs con células A549cTrL 0 A549NeD

Para los cocultivos, las células A549 se sembraron a una densidad de 1.5x10°
células/mL en medio DMEM completo dentro de placas de 12 pozos, 24 h después
comenzd el tratamiento para la diferenciacion a células A549nep en un grupo,
mientras que el segundo grupo fue tratado Unicamente con medio DMEM deprivado,
como anteriormente se describié. Pasadas 96 h, las células de adenocarcinoma
fueron lavadas con PBS vy las células citotéxicas se sembraron de tal forma que se
obtuvo una relacién 1:2 con respecto a las células A549. Para el caso de las PBMCs
pre-activadas, previo al cocultivo, las células mononucleares se incubaron durante
24 horas con PHA-M al 1.5% en RPMI 1640. Todos los cocultivos se mantuvieron
durante 24 h en medio RPMI 1640 completo.

4.2.8 Ensayos de viabilidad celular

Al finalizar los cocultivos, se evalud la viabilidad de las células mononucleares y de
las células diana (A549cTrL 0 A549nep) de forma independiente mediante un ensayo
colorimétrico y mediante conteo celular directo con azul de tripano. Para ésto, se
separaron las células A549 de las células citotéxicas absorbiendo el medio (pues las
mononucleares no son adherentes), se realizaron dos lavados con PBS y se agrego
el reactivo MTT a una concentracion de 1 mg/mL dentro de los pozos con las células
A549. Las placas se incubaron por 2 h a 37 °C y después los cristales formados se
solubilizaron agregando isopropanol; se agitaron las placas durante 30 minutos para
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permitir la solubilizacion total de los cristales formados y se midio la absorbancia de

las muestras por espectrofotometria a una longitud de onda de 570 nm.

Para la determinacion de la viabilidad de las células mononucleares de raton, una
vez terminado el tiempo de incubacién de los cocultivos, las células en suspension
se retiraron pipeteando el medio de cultivo, y una alicuota de 100 pL se diluy6 1:2 en
una solucion de azul de tripano y se realiz6 un conteo celular directo, como se

describié anteriormente.
4.2 .9 Inmunizacion de ratones BALB/C

Un total de 12 ratones formaron 3 grupos (n=4) (Cuadro 4). El primer grupo fue un
control, donde los ratones recibieron una inyeccion de 100 uL de PBS (vehiculo). El
segundo grupo correspondio al de los ratones inmunizados con células A549; en este
grupo, los ratones recibieron una inyecciéon de 5x10° células totales en un volumen
final de 100 uL de PBS. Finalmente, el tercer grupo correspondié a los ratones
inmunizados con células transdiferenciadas a un fenotipo neuroendocrino (A549neb);
los ratones de este grupo recibieron una inyeccién de 5x10° células en un volumen
final de 100 pL de PBS. Todas las inyecciones se realizaron por via intraperitoneal.
Las células se prepararon para la inyeccién de acuerdo con el protocolo descrito por
Reuter (2011). Esta inmunizacion se realizé 2 veces, con una semana entre cada
inyeccion. 7 dias después de la segunda inmunizacién se obtuvo una muestra de
sangre a través de la vena de la cola de los ratones para analisis posteriores. Los
ratones fueron sacrificados 21 dias después de la primera inmunizacion (14 dias
después de la segunda inmunizacién), recuperando la sangre en tubos con
anticoagulante y realizando la extraccidbn de células mononucleares descrita
anteriormente, conservando la fraccion plasmatica para la determinacion de citocinas

en circulacion.
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Cuadro 5. Grupos de ratones inmunizados.

Grupo n Inmunizacion
1 4 Vehiculo (PBS)
2 4 Células A549cTrL
3 4 Células A549neD

4.2.10 Obtencién del suero de los ratones BALB/c

Para aislar el suero, se agregaron 200 pL de PBS a las muestras de sangre obtenidas
después de la segunda inmunizacion. Estas muestras fueron centrifugadas a 1000 x
g durante 15 min, recuperando Unicamente la fraccion sérica (la fraccion superior),

misma que fue almacenada a -70 °C hasta el momento de los analisis.
4.2.11 Analisis del perfil de poblaciones celulares de los ratones

El analisis del perfil de poblaciones celulares en sangre periférica del raton se realizo
mediante la técnica de citometria de flujo. Las células mononucleares resuspendidas

en RPMI se dividieron en dos partes (dos tubos por cada raton).

Para los antigenos de superficie, las células se agregaron a un tubo para
microcentrifuga de 1.5 mL y se centrifugd el contenido durante 10 min a 300 x g, se
descart6 el sobrenadante y el pellet de células fue resuspendido en 1 mL de buffer
para su lavado, volviendo a centrifugar la muestra por 10 min a 300 x g. Después, el
pellet celular fue resuspendido en 94 pL de buffer y se agregaron 2 pL de cada
anticuerpo (anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD335), diluyendo los anticuerpos en una
relacion de 1:50 y obteniendo un volumen total de 100 pL. Se mezclaron los
volumenes y las muestras se incubaron en oscuridad dentro de un refrigerador (2 a
8°C) durante 10 minutos. Una vez terminado el tiempo de incubacion, se lavaron las
células agregando 1 mL de buffer y se centrifugaron a 300 x g por 10 minutos. Se
decantd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 250 uL de buffer;
posteriormente, se agregaron 250 uL de la solucion Cytofix/Cytoperm, incubando a
4°C durante 20 minutos en oscuridad, fijando las células. Terminado el tiempo de

incubacion, se centrifugaron las células por 5 minutos a 300 x g y se realizé un lavado
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con 1 mL de buffer. Finalmente, se resuspendieron las células en 500 uL de buffery
fueron almacenadas en un refrigerador (2 a 8 °C) hasta el momento de su analisis

en el citbmetro.

Para el antigeno CDG68 intracelular, las células se agregaron a un tubo para
microcentrifuga de 1.5 mL y se centrifugd el contenido durante 10 min a 300 x g, se
descart6 el sobrenadante y el pellet de células fue resuspendido en 1 mL de buffer
para su lavado, volviendo a centrifugar la muestra por 10 min a 300 x g. Las células
se resuspendieron en 250 pL de buffer y posteriormente se agregaron 250 uL de la
solucion Cytofix/Cytoperm, incubando a 4°C durante 20 minutos en oscuridad para
fijar las células. Terminado el tiempo de incubacion, se centrifugaron las células a
300 x g por 5 minutos y posteriormente se lavaron dos veces con 1 mL de buffer
Perm/Wash™, permeabilizando las membranas. Estas células fijadas vy
permeabilizadas se resuspendieron en 100 pL de buffer Perm/Wash™ adicionado
con el anticuerpo anti-CD68 (2 uL de anticuerpo en 98 uL de buffer) diluido 1:50. Se
mezclo y se incubaron las células en un refrigerador (2 a 8°C) durante 10 minutos en
oscuridad. Terminando la incubacion, se lavaron las células agregando 1 mL de
buffer Perm/Wash™ y fueron centrifugadas a 300 x g por 5 minutos. El sobrenadante
se decantd cuidadosamente. Posteriormente, las células fueron resuspendidas en

500 pL de buffer y se almacenaron en refrigeracién y oscuridad hasta su andlisis.

Finalmente, se registraron 10,000 eventos por cada muestra en 50 puL de volumen
por lectura a una velocidad de 100 pL/min, empleando el citbmetro de flujo Attune
NXT de Invitrogen™ (ThermoFisher), excitando los fluoréforos con un laser azul que
tiene una longitud de onda de 488 nm. Los datos correspondientes se analizaron y

las gréficas se generaron en el software Flow Jo.
4.2.12 Analisis del suero de los ratones

El andlisis del perfil de citocinas en suero del raton se realiz6 mediante ensayos por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), de acuerdo con el protocolo estandar de
la técnica en su modalidad conocida como sandwich. Los experimentos se hicieron

de la misma forma para cada citocina evaluada, que fueron IL-2, IL-10 e IFN-y.
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Para preparar las placas, se agregaron 100 pL de anticuerpo de captura (1 pg/mL) a
cada pozo en placas de 96 pozos, luego se sellaron y se incubaron 12 h a
temperatura ambiente. Terminado este tiempo se removidé el anticuerpo por
decantacion y se lavaron las placas 3 veces utilizando 300 uL de buffer de lavado
(0.05 % Tween-20) por cada pozo. Una vez lavada la placa, se agregaron 300 uL de
buffer de blogueo (1 % albumina de suero bovina) a cada pozo y se incubaron las
placas durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, las placas se lavaron 3

veces utilizando el buffer correspondiente.

Para el ensayo ELISA, se agregaron 100 pL de estandar o de muestra a cada pozo
y se incubaron las placas a temperatura ambiente durante 2 h. Al terminar la
incubacion se lavaron las placas y se agregaron 100 pL de anticuerpo de deteccién
(0.1 pg/mL), incubando las placas 2 h a temperatura ambiente. Terminando la
incubacion las placas se lavaron y se agregaron 100 puL de una solucion de
estreptavidina-HRP (0.05 ug/mL), incubando las placas a temperatura ambiente por
30 minutos. Las placas se lavaron y se agregaron 100 pL del sustrato TMB a cada
pozo, incubandolas 20 minutos a temperatura ambiente, permitiendo la formacién de
una solucién de color azul. Finalmente, se agregaron 100 pL de HCI 1M a cada pozo,
deteniendo la reaccién enzimatica y cambiando la solucién a un color amarillo. Se

analizé la absorbancia en un lector de microplatos a una longitud de onda de 450 nm.
4.2.13 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, reportando los resultados como
la media % el error estandar. En los experimentos donde se evaluaron dos grupos se
realiz6 una comparacion de medias por la prueba t de Student, mientras que en los
experimentos donde se compararon tres grupos se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) de una via, seguido por la prueba de Tukey para la comparacion multiple
de medias. Las diferencias con valores de p<0.05 fueron consideras como
significativas; Gnicamente en los analisis de citometria se consideraron diferencias
con valores de p<0.1 como significativas por el tamafo reducido de la n y la

complejidad del modelo. Los andlisis se realizaron en Prism 8.0.1 de GraphPad.
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5. RESULTADOS
5.1. Transdiferenciacion neuroendocrina de células A549

Las células A549 tratadas con FSK e IBMX 0.5 mM presentaron proyecciones tipo

neurita, a diferencia de las células A549 control (Figura 3).

Figura 3. Cambios morfoldgicos en células A549 tratadas con FSK e IBMX. Células
A549cTrL Sin tratamiento, con morfologia epitelial normal (A, C) y células A549nep
después de 24 (B) y 48 (D) horas de tratamiento con FSK e IBMX, presentando
proyecciones tipo neurita. Paneles A y B con aumento 10X; C y D con 20X.

Después de cuantificar el tamafio de las proyecciones tipo neurita en las células
A549nep Y compararlas con aquellas presentes en células sin tratamiento, se
encontré que existe una diferencia significativa (p=0.0004) entre el tamafio de las
proyecciones entre ambos grupos, siendo significativamente mas largas las
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presentes en las células A549nep que aquellas presentes en las células del grupo

control (Figura 4).

En promedio, las proyecciones presentes en las células del grupo control fueron de
14.7 £ 1.36 pum, mientras que en el grupo de células tratadas se encontré que las

proyecciones alcanzaron un promedio de 47.02 £ 6.15 pum.
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Figura 4. Andlisis de las proyecciones tipo neurita. Tamafio de las proyecciones
presentes en las células A549ctrL y en las células A549nep (N=3; *** p<0.001).

En cuanto a los marcadores de diferenciacion neuroendocrina, se realizé un andlisis
semicuantitativo de la expresiéon de CgA y SYN. Como se puede observar en la
Figura 5, los productos de reaccion corresponden a los pesos esperados, en pares
de bases (bp, por sus siglas en inglés), para cada gen (SYN, 123 bp; CgA, 102 bp;
GAPDH, 120 bp).

SYN CgA GAPDH

w VL F 2 fESF 2 S

200—
100 —

Figura 5. Amplificacion de SYN, CgA y GAPDH. Productos obtenidos por RT-PCR a
partir del cDNA de células A549 sin tratamiento (Ctrl), A549 tratadas (NED) y el
control positivo SK-N-AS de neuroblastoma (SK).
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Se realiz6 la normalizacion de la expresion de los genes con respecto a la expresion
de GAPDH, que es una enzima de expresion constitutiva utilizada como gen de
referencia. Posteriormente, se normalizaron los valores de expresion del gen de
interés en el grupo NED con respecto al valor de expresion del mismo gen en el grupo
control, permitiendo obtener el cambio en la expresion relativa del gen. De esta
forma, como se observa en la Figura 6, se encontré que tanto la expresion de SYN
como de CgA tuvo un aumento significativo en el grupo de células A549nep (p=0.0356
y p=0.0467, respectivamente).

En promedio, SYN se expresé 1.491 veces mas en el grupo de células A549nep
(Figura 6A), mientras que la CgA se expreso 2.051 veces més en el grupo tratado en
comparacion con el grupo control (Figura 6B).
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Figura 6. Cambios en la expresion relativa de los marcadores neuroendocrinos.
Andlisis de los genes de interés SYN (A) y CgA (B) en células A549 sin tratamiento
(A549cTrL) y A549 tratadas (A549nep) (n=3; * p<0.05).

También se analiz6 la expresion de NEUROD1, sin embargo, ésta no fue detectada
ni en las células A549ctrL ni en las células A549nep, logrando Unicamente su
deteccién en el material genético del control positivo para la identificacion de los

marcadores, que eran las células SK-N-AS de neuroblastoma (Figura 7).
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Figura 7. Amplificacion de NEUROD1. Productos obtenidos a partir del cDNA de
células A549 sin tratamiento (Ctrl), A549 tratadas (NED) y el control positivo SK-N-
AS de neuroblastoma (SK).

Se estandarizé el nimero de células A549nep que sobreviven al tratamiento con los
farmacos para la transdiferenciacion (FSK e IBMX 0.5 mM). Tras haber sembrado
100,000 células, después de 96 horas de tratamiento, sobrevivieron 38,500 células

en promedio, es decir, el 38.5% de la poblacion (Figura 8).
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Figura 8. Supervivencia de las células A549 después del tratamiento. Viabilidad
celular tras 96 horas de tratamiento con los farmacos FSK (0.5 mM) e IBMX (0.5
mM) (n=3, **** p<0.0001).

5.2.Cambios en las poblaciones celulares de los ratones inmunizados

El analisis de las poblaciones celulares del sistema inmunolégico de los ratones se
realizo por la técnica de citometria de flujo, empleando diferentes anticuerpos para

la identificacion de fenotipos especificos.
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El anticuerpo anti-CD68 permitid identificar a los monaocitos, células que después de
circular a través de la vasculatura se establecen en los tejidos como macrofagos. El
analisis mostrd que en los ratones que fueron inmunizados con células A549ctrd, €l
porcentaje de monocitos en circulacion aumenté en comparacion con el grupo
control, mientras que los monocitos en circulacién del grupo inmunizado con células

A549nep se mantuvieron en un estado basal, igual al del grupo control (Figura 9).
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Figura 9. Cambios en el porcentaje de monocitos en células mononucleares de
ratén. Se presenta una muestra de raton inmunizado con PBS (A), una muestra de
raton inmunizado con células A549ctrL (B), una muestra de un raton inmunizado
con células A549neb (C) y el control negativo (D).

El analisis estadistico demostro que la diferencia entre el grupo inmunizado con
células A549ctrL y los otros dos grupos es significativa (p=0.0045) (Figura 10). En
promedio, el porcentaje de monocitos en PBMCs fue de 4.7 + 0.63 % para el grupo
PBS, 4.8 + 0.31 % para el grupo A549nep y 7.8 £ 1.76 % para el grupo A549ctrL.
Asimismo, el analisis indicO que no existe diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos inmunizados con PBS y células A549nep.
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Figura 10. Andlisis del porcentaje de PBMCs CD68+ en los ratones inmunizados
(n=4; ** p<0.01).

Los anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8a se emplearon para diferenciar de manera
general las poblaciones de linfocitos T entre cooperadores y citotoxicos,
respectivamente. Los datos sugieren que en los ratones que fueron inmunizados con
células A549cTrL Yy A549neD el porcentaje de linfocitos T doble positivos CD4+/CD8a+

aumentd en comparacion con el grupo control (PBS) (Figura 11).
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Figura 11. Cambios en el porcentaje de linfocitos doble positivos CD4+/CD8a+. Se
presenta una muestra en ratones inmunizados con PBS (A), A549ctrL (B) y
A549nep (C).

El analisis estadistico indicdé que la diferencia entre los ratones inmunizados con
células A549nep y el grupo control era significativa (p=0.0988) (Figura 12). El valor
promedio de células doble positivas fue de 0.24 + 0.11 % para el control, 0.89 + 0.47

% para el grupo A549ctrL y 1.04 + 0.54 % para el grupo A549nep.
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Figura 12. Cambio en el porcentaje de linfocitos doble positivos a CD4 y CD8a

(n=4; # p<0.1).

De la misma manera, se realiz6 un analisis para determinar el cambio en el

porcentaje de linfocitos CD4+. Las graficas generadas sugieren que en los ratones

que fueron inmunizados con células A549ctrL el porcentaje de linfocitos T CD4+

disminuy6 en comparacién con el grupo control (PBS) y A549neb (Figura 13).
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Figura 13. Cambios en el porcentaje de linfocitos CD4+. Se presenta una muestra
en ratones inmunizados con PBS (A), A549ctrL (B) Yy A549neD (C).

El analisis estadistico mostro que existié una diferencia significativa entre los ratones

inmunizados con células A549ctrL Yy los ratones inmunizados con células A549nep

(Figura 14). El grupo inmunizado con PBS tuvo un promedio de 18.63 = 4.38 %

linfocitos CD4 positivos, mientras que el grupo inmunizado con A549ctrL tuvo un

promedio de 11.64 £ 1.22 % y finalmente, 22.2 £ 3.23 % para el grupo A549nep.
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Figura 14. Cambio en el porcentaje de linfocitos T CD4+ en los ratones
inmunizados (n=4; * p<0.05).

A continuacion, se realiz6 un analisis para determinar el cambio en el porcentaje de
linfocitos CD8a+ (Figura 15).
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Figura 15. Cambios en el porcentaje de linfocitos CD8a+. Se presenta una muestra
en ratones inmunizados con PBS (A), A549ctrL (B) y A549nep (C).

El analisis estadistico indicO que no existieron diferencias significativas entre las

medias de los porcentajes de linfocitos positivos a CD8a (Figura 16). En este caso

no se aprecia alguna tendencia en los datos, siendo el promedio del porcentaje de

células CD8+ de 8.49 + 1.32 % para el grupo PBS, 7.73 £ 0.77 % para el grupo
A549ctrL Y 8.49 £ 0.64 % para el grupo A549nep.
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Figura 16. Cambio en el porcentaje de linfocitos T CD8a+ en los ratones
inmunizados (n=4).

Finalmente, empleando un anticuerpo anti-CD335, fue posible determinar el
porcentaje de células NK presente en las células mononucleares de los ratones. Los
datos obtenidos muestran que en los ratones que fueron inmunizados con células
A549ctrL Yy AS549nep el porcentaje de células NK aumenta en comparacion con el

grupo control inmunizado con PBS (Figura 17).
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Figura 17. Cambios en el porcentaje de células NK. Se presenta una muestra de
ratdn inmunizado con PBS (A), una muestra de raton inmunizado con células
A549ctrL (B) y una muestra de un ratén inmunizado con células A549nep (C).

El andlisis estadistico indicé que las diferencias entre ambos grupos inmunizados
con células y el grupo control eran significativas (Figura 18). El porcentaje de células
positivas a CD335 aumenté en los grupos inmunizados con células A549
independientemente de su diferenciacion, siendo el promedio de 13.12 + 2.42 % para
el grupo PBS, 20.82 + 4.01 % para el grupo A549ctrL Yy 22.27 + 4.25 % para el grupo
A549neD, representando en este Ultimo grupo un minimo aumento en comparacion
con el de las células A549cTrL.
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Figura 18. Cambio en el porcentaje de células CD335+ en los ratones inmunizados
(n=4; # p<0.1).

Para monitorear el estado de salud de los ratones, se registré su peso durante
diversos momentos a través del experimento después de la primera inmunizacion
(Figura 19).
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Figura 19. Peso promedio de los ratones a través del experimento (n=4).
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No se registraron cambios anormales en el peso de los ratones a través de los dias.
Después de un analisis estadistico, se encontr6 que no existieron diferencias
significativas en el aumento o pérdida de peso entre los diferentes grupos en ningun
punto del experimento.

5.3.Cambios en el perfil de citocinas de los ratones inmunizados

El analisis del perfil de citocinas en suero y plasma de los ratones se realizo por la

técnica de ELISA tipo sandwich.

Para la identificacion de un perfil proinflamatorio se midieron las citocinas IL-2 e IFN-
Y, mientras que para la determinacion de actividad antiinflamatoria se midieron los

niveles de la citocina IL-10.

En el caso de la IL-2, 14 dias después de la primera inmunizacion se puede observar
un aumento de la citocina en los grupos inmunizados, con un promedio de 77.51
pg/mL para el grupo control (PBS), 117.48 pg/mL para el grupo inmunizado con
células A549ctrL y 103.67 pg/mL para el grupo inmunizado con células A549nep
(Figura 20A). 21 dias después de la primera inmunizacion, existi6 una diferencia
significativa (p=0.0165) entre la concentracion de IL-2 en el grupo inmunizado con
PBS (106.66 pg/mL) y el grupo inmunizado con células A549ctrL (260.07 pg/mL); a
pesar de que también se presentd un aumento en el grupo inmunizado con células
A549nep (169.95 pg/mL), el andlisis estadistico indicO que este valor no era

significativamente diferente del control (Figura 20B).
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Figura 20. Niveles de IL-2 en la vasculatura de los ratones inmunizados. Se
muestran los valores en pg/mL a los 14 (A) y 21 (B) dias después de la primera
inmunizacion (n=4, * p<0.05).

En la Figura 21 se muestra la curva estandar generada para el célculo de las

concentraciones de IL-2 en las muestras analizadas.

Curva estandar IL-2

2500- : ,
y = 58993x°-21178x°+3044x-20.10
D
e R?=0.995
-y
£ 1500-
o))
2
~ 1000
—
500
°
0-¢ T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
0OD450

Figura 21. Curva estdndar para IL-2 generada en el ensayo ELISA. Se muestra la
ecuacion de la linea y el valor de R? de la regresién. Se graficé la concentracion de
IL-2 en pg/mL en el eje de las ordenadas (y) contra el valor de la absorbancia a una

longitud de onda de 450 nm (OD450) en el eje de las abscisas (x).
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En el caso del IFN-y, 14 dias después de la primera inmunizacion se puede observar
gue no hay diferencias notorias entre los diferentes grupos de ratones, con un
promedio de 895.07 pg/mL para el grupo control (PBS), 848.23 pg/mL para el grupo
inmunizado con células A549cTrL Y 832.59 pg/mL para el grupo inmunizado con
células A549nep (Figura 22A). Finalmente, 21 dias después de la primera
inmunizacion se presentd un ligero aumento en la concentracién de IFN-y en los
ratones inmunizados con células A549ctrL, con un promedio de 1041.02 pg/mL, en
comparacién con el grupo control (PBS) que tuvo un promedio de 916.52 pg/mL; en
el caso del grupo inmunizado con células A549nep también se pudo observar un
pequefio aumento en la concentracion de proteina con respecto al control, con
1056.38 pg/mL (Figura 22B).

El andlisis estadistico para esta citocina indicé que las diferencias observadas no

fueron estadisticamente significativas.
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Figura 22. Niveles de IFN-y en la vasculatura de los ratones inmunizados. Se
muestran los valores en pg/mL a los 14 (A) y 21 (B) dias después de la primera
inmunizacién (n=4).

En la Figura 23 se muestra la curva estandar generada para el célculo de las

concentraciones de IFN-y en las muestras analizadas.
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Figura 23. Curva estandar para IFN-y generada en el ensayo ELISA. Se muestra la
ecuacion de la linea y el valor de R? de la regresion.

Para la citocina IL-10, 14 dias después de la primera inmunizacién se puede observar
un aumento en el grupo de ratones inmunizados con células A549ctrL, CON una
media de 32.55 pg/mL, en contraste con los grupos control e inmunizados con
A549nep, que tuvieron medias de 21.20 y 20.12 pg/mL, respectivamente (Figura
24A). A pesar de estas observaciones, el analisis de los datos indic6 que no habia
significancia estadistica entre las diferencias. A los 21 dias se presenté una
disminucién en la concentraciéon de IL-10 en el grupo inmunizado con células
A549neD, que fue de 9.223 pg/mL, en comparacion con el grupo control y con el grupo
inmunizado con A549ctrL, CcON concentraciones promedio de 22.61 y 32.35 pg/mL,
respectivamente; el analisis matematico indic6 que las diferencias observadas fueron

significativas estadisticamente (Figura 24B).
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Figura 24. Niveles de IL-10 en la vasculatura de los ratones inmunizados. Se
muestran los valores en pg/mL a los 14 (A) y 21 (B) dias después de la primera
inmunizacién (n=4, * p<0.05).

En la Figura 25 se muestra la curva estandar generada para el célculo de las

concentraciones de IL-10 en las muestras analizadas.
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Figura 25. Curva estandar para IL-10 generada en el ensayo ELISA. Se muestra la
ecuacion de la linea y el valor de R? de la regresion.
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5.4.Cocultivo de células mononucleares con células A549ctrL 0 A549NED

Al someter las células A549ctrL @ un cocultivo con células mononucleares de sangre
periférica de raton pre-activadas con fitohemaglutinina (PHA) en una relacién 1:2
(A549:PBMC), la viabilidad celular de las células A549 disminuyé 21.2% en
comparacion con el control negativo sin cocultivo (Figura 26A). El analisis de los

datos mostr6 que esta diferencia fue significativa estadisticamente (p=0.028).

Por otro lado, también se evalud el cocultivo de células A549ctrL con PBMCs sin pre-
activar en una relaciéon 1:2, sin embargo, en este caso la viabilidad celular se mantuvo

como la del control sin cocultivo (Figura 26A).

En contraste con lo observado en el grupo de células A549ctrL, al someter las células
A549nep a un cocultivo con células mononucleares de sangre periférica de raton pre-
activadas con fitohemaglutinina (PHA) en unarelacién 1:2 (A549:PBMC), la viabilidad
celular de las células A549 no disminuy6 en comparacion con el control sin cocultivo;
incluso, se puede apreciar que las células tuvieron 10.16 % mas viabilidad que las
células control (Figura 26B). Esto indicé que las PBMC no tuvieron la capacidad de
inducir la muerte de las células de adenocarcinoma con un fenotipo neuroendocrino,
en comparacion con aquellas en su estado no diferenciado. Ademas, la interaccion
entre los diferentes tipos de células en el cocultivo de alguna forma promovié la

proliferacion de aquellas células que permanecieron sin diferenciacion terminal.

Finalmente, también se evalud el cocultivo de células A549nep con PBMCs sin pre-
activar en una relacion 1:2, y en este caso, la viabilidad celular también se mantuvo
similar a la del control sin cocultivo, Unicamente observando una disminucién minima

en la viabilidad con respecto al control, sin diferencia significativa (Figura 26B).
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Figura 26. Viabilidad de células A549 después del cocultivo con PBMCs. Se
muestra la viabilidad de las células A549ctrL (A) y A549nep (B) después expresada
como el porcentaje con respecto al control (CSCC, control sin cocultivo; PHA,
fitohemaglutinina) (n=3, * p<0.05).

Se determind la viabilidad de las células mononucleares de ratén después del
cocultivo con las células A549. Al someter a las PBMCs a un cocultivo con células
A549ctrL Se pudo observar un aumento de 36.34 + 23.4 % en el numero de PBMCs
con respecto al control sin cocultivo (Figura 27A). A pesar del cambio en el porcentaje
entre estos dos grupos, el andlisis estadistico indicd que las diferencias no fueron

significativas.

Al someter a las PBMCs que fueron pre-activadas con PHA a un cocultivo con células
A549ctrL Se pudo observar un aumento de 111.96 +19.31 % en el nimero de PBMCs
con respecto al control sin cocultivo, es decir, la poblacién de PBMCs pre-activadas
se duplicé en presencia de las células A549cTr. (Figura 27B). En este caso, el
analisis de los datos indic6 que las diferencias si eran estadisticamente significativas
(p=0.0006).
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Figura 27. Viabilidad de PBMCs después del cocultivo con A549ctrL. Se muestra la
viabilidad de PBMCs no tratadas (A) o pre-activadas con PHA (B) después del
cocultivo con células A549ctrL, expresada como el porcentaje con respecto al

control (CSCC, control sin cocultivo; PHA, fitohemaglutinina) (n=3, *** p<0.001).

En contraste con lo observado en los grupos anteriores, al someter a las PBMCs a
un cocultivo con células A549nep se pudo observar una disminucién del 15.51 + 6.99
% en el numero de PBMCs con respecto al control sin cocultivo, es decir, la poblacion
de PBMCs disminuy6 en presencia de las células neuroendocrinas (Figura 28A). El

analisis estadistico indico que las diferencias si fueron significativas (p=0.0329).

Finalmente, al someter a las PBMCs pre-activadas con PHA a un cocultivo con
células A549nep Unicamente se pudo observar una pequefia disminucion de la
viabilidad, que fue de 96.11 + 12.26 % con respecto al control sin cocultivo, es decir,
la poblacion de PBMCs también disminuyé en presencia de las células A549nep
(Figura 28B). Sin embargo, en este caso el andlisis estadistico indico que las

diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 28. Viabilidad de PBMCs después del cocultivo con A549nep. Se muestra la
viabilidad de PBMCs no tratadas (A) o pre-activadas con PHA (B) después del
cocultivo con células A549nep, expresada como el porcentaje con respecto al
control (CSCC, control sin cocultivo; PHA, fitohemaglutinina) (n=3, * p<0.05).
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6. DISCUSION

El presente trabajo buscoé elucidar el efecto de la diferenciacién neuroendocrina de
células de adenocarcinoma pulmonar sobre la actividad del sistema inmunolégico en

un modelo de ratdon inmunocompetente.
6.1. Diferenciacion neuroendocrina de células A549

Existen diversas formas de lograr la induccién de un fenotipo neuroendocrino en
células epiteliales. En 1994, Bang y col. demostraron en diferentes lineas celulares
de cancer de préstata que la sefializacion mediada por AMPc causa la diferenciacion
neuroendocrina de las células. Luego, en el afio 2000, Cox y col. evidenciaron que
la diferenciacion era inducida a través de la activacion de PKA, una enzima cuya
actividad esta regulada directamente por el AMPc. (Cox y col., 2000) Asi, los agentes
que elevan la concentracion de AMPc en las células como la epinefrina, la forskolina,
el IBMX, el isoproterenol o el dibutiril AMPc han sido ampliamente utilizados para la
induccion de un fenotipo neuroendocrino tanto in vitro como in vivo en diferentes tipos

de lineas celulares (Cox y col., 1999; Deeble y col., 2001; Mariot y col., 2002).

A pesar de que la mayoria de los estudios iniciales para inducir la diferenciacion
neuroendocrina se basaron en el cancer de préstata, la identificacién de este fenotipo
en cancer de pulmén data de la década de los 80 (Mulshine y col., 1987), y sus
implicaciones en la prognosis de los pacientes se ha estudiado desde hace afios
(Carles y col., 1993; Pelosi y col., 2003).

Asimismo, se ha demostrado que el uso de los agentes que elevan la concentracion
intracelular de AMPc también induce la diferenciacion neuroendocrina en lineas
celulares de cancer de pulmédn, tanto de NSCLC como de SCLC (Walkery col., 2006).
En este trabajo, se utilizé la forskolina, un agente estimulador de la adenilato ciclasa
(la enzima que sintetiza el AMPc), y el IBMX, un agente inhibidor de fosfodiesterasas
(enzimas que degradan el AMPc), para inducir la diferenciacion neuroendocrina de
células A549. Ambos farmacos se emplearon a una concentracion de 0.5 mM,
basado en la estandarizacion y optimizacion realizada por Mendieta y col. en 2018.
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Normalmente el fenotipo neuroendocrino en las células se identifica con marcadores
como NSE, CgA, SYN y CD56, asi como con la formacién de proyecciones largas de
tipo neurita (Cox y col., 1999; Liy col., 2016). En este estudio se determiné la longitud
de las proyecciones tipo neurita y se evaluaron los marcadores CgA, SYN y

NEURODL1 para confirmar la adquisicion del fenotipo neuroendocrino en las células.

Encontramos que existieron diferencias en el tamafio de las proyecciones entre las
células A549ctrL Y las células A549nep, siendo las de éstas ultimas significativamente
mas largas, lo cual coincide con lo que se reporta en la literatura, en donde las
proyecciones de células de cancer tratadas con FSK presentan proyecciones con
mas del doble del tamafio de aquellas en las células control, alcanzando longitudes
de hasta 80 um (Cox y col., 1999).

Determinamos que las células A549nep tienen mayor expresion de CgA 'y de SYN en
comparacién con las células no diferenciadas A549ctrL, lo cual concuerda con la
literatura, en donde se ha reportado el aumento en la expresién de estos marcadores
en células A549 con diferenciacién neuroendocrina (Chang y col., 2013; Mendieta y
col., 2018; Dong y col., 2020). Este resultado también coincide con reportes clinicos,
en donde se han identificado muestras de NSCLC con fenotipo neuroendocrino que
co-expresan estos dos marcadores (El-Sabah y Hassan, 2021).

Por otro lado, no se detecté la expresion de NEUROD1 en las células A549,
independientemente de su fenotipo. Este resultado podria sugerir que no se trata de
un factor esencial para el proceso de diferenciacion neuroendocrina, sin embargo, se
ha demostrado que juega un papel importante en la transformacién de células
epiteliales a células tipo neuronales, y ha sido propuesto como un marcador mas
sensible que la CgA para la deteccidn de cancer de prostata neuroendocrino (Cindolo
y col.,, 2007). Ademas, se ha identificado la sobreexpresion de NEUROD1 en
pacientes con cancer de pulmén neuroendocrino con alto grado de agresividad y se
ha demostrado su capacidad para promover supervivencia celular y metastasis
(Osborne y col., 2013).
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Ademas, se ha demostrado que NEUROD1 regula la expresion de NCAM (CD56),
otro marcador utilizado ampliamente para identificar la diferenciacién neuroendocrina
(Kashiwagi y col., 2012), por lo que tampoco se esperaria que esta molécula se
exprese en nuestro modelo. La falta de expresion de NEUROD1 puede indicar que
la induccion del fenotipo neuroendocrino mediada Unicamente por la via de
AMPCc/PKA/CREB no logra representar todas las caracteristicas de este tipo de
cancer. Incluso, existen reportes que demuestran la sobreexpresion de NEUROD1
tras el tratamiento con IL-6, asi como la regulacion de este gen a través de la via de
sefalizacion JAK2/STAT3, misma que es activada por esta citocina (Kong y col.,
2019; Bobbo y col.,, 2021). Puesto que otra forma de inducir la diferenciacion
neuroendocrina en las células es mediante el tratamiento con IL-6, y se sabe que la
estimulacién simultdnea con agentes elevadores de AMPc tiene un efecto sinérgico
en la diferenciacion neuroendocrina al actuar sobre diferentes vias de sefalizacion
(Deeble y col., 2001), podria evaluarse en un futuro si esta combinacién induce en
nuestro modelo la expresion de NEUROD1, asi como de otros marcadores
relacionados (NCAM, TrkB, etc.), buscando replicar adecuadamente los procesos

gue suceden in vivo.

En la Figura 29 se resumen las cascadas de sefializacién involucradas en la
expresion de los marcadores neuroendocrinos, proponiendo a la IL-6 como un factor
esencial para la sintesis de NEUROD1, mismo que regula a otros marcadores

neuroendocrinos como NCAM.
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Figura 29. Expresion de marcadores neuroendocrinos mediada por AMPc e IL-6.
Se ilustran las vias de sefializacion activadas durante el tratamiento de las células
con FSK e IBMX; se propone la via a través de la cual IL-6 induce la expresion de

NEUROD1 y NCAM (Cox y col., 1999; Deeble y col., 2001; Mariot y col, 2002; Kong
y col., 2019; Bobbo y col., 2021). Imagen creada en BioRender.com, con derechos
y licencia de publicacion bajo el acuerdo NH248MOWSE.

6.2. Monocitos

El analisis de las poblaciones celulares en las PBMCs de los ratones se realiz6
empleando marcadores de interés presentes en tipos celulares especificos. El CD68
de ratén, también conocido como macrosialina, es una proteina altamente glicosilada
gue se expresa en monocitos y macréfagos. Esta proteina forma parte de la familia
de proteinas LAMP (proteina de membrana asociada a lisosoma, por sus siglas en
inglés), que se encuentran principalmente en los compartimentos
endosomales/lisosomales, con capacidad de translocarse a membrana celular
(Chistiakov y col., 2017).

De acuerdo con la literatura, el porcentaje de monocitos en sangre periférica de

ratones puede variar entre el 1y el 5 % en condiciones normales (Kiss y col., 2020;
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Bio-Rad, 2022), lo cual concuerda con lo observado para el grupo control inmunizado
con PBS, que presenté un promedio de 4.7 % de monocitos en PBMCs. Nuestros
resultados mostraron que los ratones inmunizados con células A549ctrL presentaron
mayores niveles de monocitos en circulacién en comparacion con los ratones control
y los inmunizados con células A549nep, alcanzando un promedio de 7.8 %, lo cual

también representa un nivel elevado con respecto a los valores de referencia.

De manera general, los monocitos son fagocitos que tienen como funcion principal la
extravasacion y diferenciacion a macrofagos para restablecer la homeostasis de
tejidos dafiados. Estas células forman parte del sistema inmunitario innato, pero
actian también como un mediador de la respuesta inmunitaria adquirida a través de
la produccién de citocinas y de factores especificos. Se sabe que los monocitos
tienen una gran influencia sobre la progresion del cancer, participando en la
respuesta inmunitaria antitumoral y afectando procesos como la angiogénesis y la
metastasis (Kiss y col.,, 2020). Conteos monociticos elevados se han reportado
ampliamente en pacientes con céncer, asi como en modelos de ratones; el
incremento en los niveles de monocitos ha sido relacionado con tumores mas
agresivos y menor supervivencia de pacientes con multiples tipos de céancer,
principalmente de pancreas, de préstata, cervical y gastrico (Sanford y col., 2013;
Shigeta y col., 2016; Feng y col., 2018; Kiss y col., 2020). Esto podria implicar que
las células A549crtrL tienen caracteristicas mas agresivas que las células A549nep,

pues solo en el primer grupo se presento la elevacién de monocitos.

Sin embargo, se sabe que los monocitos comprenden poblaciones heterogéneas de
células que responden de forma especifica dependiendo del estimulo: tipo de cancer,
microambiente tumoral y estadio del tumor. Se han identificado 3 subtipos generales
de monocitos: clasicos, no clasicos e intermedios. Estas poblaciones pueden
presentar funciones opuestas en relacion con el desarrollo tumoral, con respuestas
tanto proinflamatorias como inmunosupresoras. Entre las funciones proinflamatorias,
los monocitos pueden presentar actividad fagocitica, secretar factores tumoricidas y
reclutar linfocitos al tumor; por otro lado, entre sus actividades protumorigénicas

pueden encontrarse la estimulacion de la angiogénesis y la remodelacion de la matriz
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extracelular, ambas caracteristicas necesarias para la invasion y metastasis (Olingy
y col., 2019). Ademas, los cambios en la expresion génica de los monocitos, que
determinan el fenotipo y la respuesta generada, han demostrado ser totalmente
diferentes entre distintos tipos de cancer, generando por ejemplo una huella
transcriptomica en cancer de colon que no se identifica en cancer gastrico o cancer
pancreatico (Kiss y col., 2020), dando cuenta de la complejidad de este tipo de
células y evidenciando la necesidad de analizarlas de acuerdo con el ambiente

especifico.

Los estudios que relacionan el aumento de monocitos con peor prognosis para los
pacientes han correlacionado también este aumento con mayores niveles de
macrofagos asociados a tumor (TAMs, por sus siglas en inglés) (Kiss y col., 2020).
Los TAMs son conocidos principalmente por su actividad protumorigénica,
favoreciendo el crecimiento de los tumores y la adquisicion de caracteristicas
agresivas e inmunosupresoras. Sin embargo, se cree que la reprogramaciéon de los
monocitos que da lugar a estos TAMs sucede dentro del microambiente tumoral,
pues se ha demostrado que los monocitos que se encuentran en circulacion —
principalmente los no clasicos— tienen la capacidad de producir factores tumoricidas
y matar a las células de cancer directamente, presentar antigenos, reclutar células
NK 'y producir citocinas proinflamatorias (Hanna y col., 2015; Mukherjee y col., 2015;
Hamm y col., 2016; Olingy y col., 2019). Puesto que en nuestro modelo experimental
no se establecié un tumor que pudiera reprogramar los monocitos a un fenotipo
protumorigénico, podemos pensar que se trataban de monocitos con actividad
antitumoral respondiendo a las células en cuestion, sin embargo, se necesitan mas
estudios para confirmar que este es el caso, pues también existe la posibilidad de
gue las células de cancer induzcan esta reprogramacion sin necesidad de

organizarse en un tumor.

En la Figura 30 se resume la propuesta de las poblaciones de monocitos que se

elevaron en presencia de las células A549ctrL, asi como su funcion.
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Figura 30. Poblaciones de monocitos elevadas en los ratones inmunizados.
Teorizamos que en los ratones inmunizados con células A549ctrL Se elevan los
niveles de monocitos clasicos y no clasicos, ambos contribuyendo al perfil
inflamatorio (A); también se muestra el caso de los ratones inmunizados con
células A549nep, en los cuales no se presentd ninguna elevacion de poblaciones
monociticas con respecto al control (B) (Hanna y col., 2015; Mukherjee y col., 2015;
Hamm y col., 2016; Olingy y col., 2019). Imagen creada en BioRender.com, con
derechos y licencia de publicacién bajo el acuerdo FM248MTC6X.

Cabe destacar que existen estudios que han identificado que TAMs con expresién
elevada de CD68+ (el mismo marcador que utilizamos para la identificacion del linaje
de monocitos/macrofagos) se correlacionan con una mejor prognosis para pacientes
de NSCLC, independientemente de la etapa del cancer (Giatromanolaki y col., 2022),
asi que suponiendo que los monocitos que identificamos mantengan la expresion de
CD68 durante su transformacion, su presencia sugeriria una mayor actividad

antitumoral.

Otra posibilidad para explicar los resultados involucra al marcador de superficie
CDA47. Esta molécula se trata de una proteina de membrana cuya presencia es
reconocida por los monocitos, la cual es interpretada como una sefial para no
fagocitar a las células, por lo que niveles elevados de esta molécula han sido
correlacionados con peor prognosis para los pacientes de diferentes tipos de cancer,
entre ellos el NSCLC (Zhao y col., 2016; Liu y col., 2017; Giatromanolaki y col., 2022).
Se ha identificado la sobreexpresion de CD47 en tumores neuroendocrinos
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pancreaticos y de pulmén (Imam y col., 2021; Orozco-Morales y col., 2021). Esto
podria sugerir que la diferenciacion neuroendocrina de las células A549 causa la
sobreexpresion de CD47, enmascarandolas del reconocimiento por parte de los
monocitos, asi evitando el aumento de estas células observado en el grupo control
(Figura 31). Ademas, se ha demostrado que el tratamiento de células A549 con IFN-
y induce la sobreexpresion de CD47 (Qu y col., 2022), lo que podria explicar que los
niveles de esta citocina se hayan mantenido a un nivel basal en el grupo de ratones
inmunizados con A549ctrL, en donde se hubiera esperado un aumento importante
de IFN-y, pues nuestros resultados sugieren mayor actividad antitumoral en este

grupo, la cual es mediada en gran medida por esta citocina.

Fagocitosis .
Escape del sistema
. /\ inmunitario
: Célula A549¢re con baja Monocito )
Mc;pqc.‘.lto expresion de CD47 clasico Célula A549yep con
clasico sobreexpresion de CD47
Monocito no reconoce a CD47 en la superficie Monocito reconoce a CD47 en la superficie
y procede a ejercer su funcién fagocitica para de las células, interpretando esta unién
eliminar la célula aberrante como una sefial para no fagocitar

Figura 31. Evasion de la fagocitosis mediada por CD47. Se ilustra el proceso de
reconocimiento de las células tumorales por SIRPa que concluye en la fagocitosis
de las células (A), asi como el escape del sistema inmunitario propuesto para las

células A549nep mediado por la sobreexpresion de la proteina de membrana CD47

(B) (Zhao y col., 2016; Liu y col., 2017; Imam y col., 2021; Orozco-Morales y col.,

2021; Giatromanolaki y col., 2022). Imagen creada en BioRender.com, con
derechos y licencia de publicacion bajo el acuerdo XK248MQFGB.

En el mismo sentido, se sabe que el IFN-y aumenta la expresion de genes
proinflamatorios y promueve la funcion citotoxica de los macrofagos, sin embargo,
también se ha demostrado que esta citocina reduce la motilidad de los monocitos,
asi como su sensibilidad a las sefales quimiotacticas (Dallagi y col., 2015). Esta
podria ser otra razén que haya contribuido al mantenimiento de los niveles basales
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de IFN-y en el grupo A549ctrL, en donde la respuesta inmunitaria parece haber sido
encabezada por los monocitos circulantes, que como se describird mas adelante,
ejercen su funcion efectora en presencia de otras interleucinas proinflamatorias como
IL-2.

Con respecto a los niveles de IL-10, existen reportes que indican que monocitos
CD169+ son monocitos clasicos y no clasicos activados que tienen una mayor
capacidad para estimular la actividad citotoxica en linfocitos T CD8+, y se ha visto
gue el nivel de estos monocitos se eleva en la circulacién de pacientes con ciertos
tipos de cancer, produciendo altos niveles de IL-10 (Affandi y col., 2021). Ademas,
los monocitos clasicos e intermedios activados son de los productores mas
importantes de IL-10 en contextos inflamatorios (Mukherjee y col.,, 2015). Esta
informacion concuerda con lo que observamos en los resultados, pues en el grupo
A549cTrL Se presentd una elevacion conjunta de IL-10 y monocitos, y aunque no se
determind la subpoblacién celular especifica, podemos inferir una relacién entre
estos dos factores, tomando en cuenta que los monocitos son una de las mayores

fuentes de citocinas en la sangre (O’Connell y col., 2015).

En cuanto a la IL-2, desde hace décadas se conoce que esta interleucina tiene un
gran efecto activador de los monocitos, conduciéndolos a la secrecion de citocinas
proinflamatorias como IL-6 —una de las mas potentes con dicha actividad—, asi como
diversos factores de crecimiento (Espinoza-Delgado y col., 1995). Incluso la
exposicion de monocitos a IL-2 es suficiente para que éstos presenten actividad
microbicida y tumoricida (Bosco y col., 2000). Esta informacién apoya nuestra teoria
gue supone que el incremento de monocitos observados en los ratones inmunizados
con células A549ctr. es de células efectoras con actividad proinflamatoria y
anticancerigena, pues en este mismo grupo se presento una elevacion significativa

de los niveles de IL-2 en circulacion.

Es necesario realizar analisis mas profundos para lograr la identificacion apropiada
de los subtipos de monocitos que se elevan en presencia de las células A549cTrL

para asociarlos con una funcién y posiblemente una prognosis especifica, para lo
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cual se requiere medir marcadores como CD169, Ly6C, CD43, CX3CR1 y MHC-II
(Olingy y col., 2019). Sin embargo, con base en los resultados de la citometria, los
niveles de IL-2 y la citotoxicidad en los cocultivos, podemos suponer que los
monocitos fueron un mediador importante de la actividad antitumoral observada en

contra de las células A549cTrL.
6.3. Linfocitos T doble positivos (CD4+/CD8+)

La identificacion de los linfocitos T se realizé empleando los marcadores de superficie
CD4 y CD8; el CD4 se expresa en los linfocitos T cooperadores, mientras que el CD8
se expresa en linfocitos T citotoxicos. Ambas moléculas son glicoproteinas de
membrana que forman parte de la superfamilia de las inmunoglobulinas y funcionan
como correceptores del TCR. Estas proteinas favorecen la interaccién entre los
linfocitos y las células presentadoras de antigeno, pues tienen la capacidad de unirse
a moléculas del MHC —CD8 a las de clase | y CD4 a las de clase -, permitiendo
desencadenar las cascadas de sefalizacién necesarias para la activacion de los
linfocitos (Abbas y col., 2018).

Durante el desarrollo de los linfocitos T dentro del timo, estos co-expresan el CD4 y
el CD8, comprometiéndose hacia un solo linaje al alcanzar la madurez. Sin embargo,
ahora se sabe que existen pequefias poblaciones de células doble positivas
encontradas en la sangre periférica y tejidos linfoides de individuos sanos, y se ha
descrito el aumento en el nimero de éstas en diversos contextos patoldgicos, entre
ellos el del cancer (Parel y Chizzolini, 2004; Clénet y col., 2017). El origen de este
tipo de células sigue siendo debatido, pues solia creerse que eran el resultado de
una liberacion prematura de células inmaduras desde el timo, pero se ha demostrado
gue células maduras comprometidas a un linaje tienen la capacidad de volver a
expresar CD4 o CD8 en presencia de diferentes factores (Waschbisch y col., 2014;

Gonzalez-Mancera y col., 2019).

Esta clase de linfocitos en circulacién, tanto en humanos como en ratones, es
relativamente rara, representando menos del 1-2 % del total de linfocitos en sangre
(Clénet y col., 2017). Nuestros resultados encajan dentro de estos porcentajes, pues
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el promedio del grupo control fue de ~ 0.3 %, aumentando hasta un ~ 1 % en los
grupos inmunizados que, aunque se encuentra dentro de los valores considerados
como normales para los roedores, el incremento es de mas de 3 veces, e incluso fue
significativamente mayor en los ratones que recibieron células A549nep, por lo que

podria tener implicaciones importantes.

La funcion de los linfocitos T CD4+/CD8+ sigue siendo controversial, pues es posible
encontrar reportes tanto de actividad antitumoral como de actividad inmunosupresora
en cancer, por lo que su accidn parece depender del contexto especifico (Overgaard
y col., 2015). A pesar de estas controversias, se ha reportado que estas células
suelen expresar citocinas como IL-4 e IL-5, ambas caracteristicas de las respuestas
Th2 (inmunosupresoras). Un estudio reciente reportd que pacientes con cancer
urologico presentaron niveles elevados de células CD4+/CD8+ en circulacion y que
estas promovieron la polarizacién de los linfocitos T cooperadores a un fenotipo Th2,
el cual se asocia con peor prognosis para los pacientes por sus caracteristicas
inmunosupresoras (Bohner y col., 2019). Incluso, el cultivo de linfocitos T CD4+ en
presencia de IL-4 es suficiente para inducir la expresion de CD8a (Parel y Chizzolini,
2004) y aungue no evaluamos esta citocina, podemos suponer su elevacién por el
perfil inmunosupresor observado, pero es necesaria la confirmacién experimental.
Con base en esta informacion, los resultados sugieren que el aumento significativo
observado en células CD4+/CD8+ doble positivas en el grupo inmunizado con

A549nep puede haber jugado un papel importante en la inmunosupresion observada.

Finalmente, estudios han reportado que las células CD4+/CD8+ tienen una mayor
capacidad de producir IFN-y, incluso cuando éstas presentan propiedades
inmunosupresoras (Overgaard y col.,, 2015; Clénet y col., 2017), lo cual podria

explicar el aumento minimo de esta citocina observado en el grupo A549nep.

Asimismo, como se discutirh mas adelante, la IL-10 puede inhibir la polarizacion de
las células a un fenotipo Th2 inmunosupresor (Wynn y col., 2015), y considerando
gue esta citocina se elevd en los ratones inmunizados con células A549ctre,

podemos suponer que este mecanismo contrarrestd la accion polarizadora de los
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linfocitos T doble positivos, resaltando la importancia de este mecanismo solo en los

ratones inmunizados con células A549nep.

En la Figura 32 se muestra el resumen grafico de la asociacion entre los linfocitos T

CD4+/CD8+ doble positivos y la generacion de linfocitos Th2.

/\‘
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Linfocito T CD4+/CD8+

IL-10

Linfocito Th2

Figura 32. Polarizacion a linfocitos Th2 mediada por células doble positivas. La
polarizacion a Th2 depende de IL-4 e IL-5, mientras que las células Th2, al producir
mas IL-4, inducen la expresion de CD8 en linfocitos T CD4+, creando células doble
positivas y una retroalimentacién positiva. La IL-10, a su vez, evita la polarizaciéon
hacia Th2 (Parel y Chizzolini, 2004; Wynn y col., 2015; Bohner y col., 2019). Imagen
creada en BioRender.com, con derechos y licencia de publicacion bajo el acuerdo

TM248N66QO0.

6.4.Linfocitos T CD4+

En ratones, dependiendo de la edad y de la cepa, el porcentaje de linfocitos T
positivos a CD4 puede variar entre el 15 y 30 % (Pinchuk y Filipov, 2008). Estos
valores corresponden con los que nosotros obtuvimos, pues en el control se encontré

gue ~ 18.7 % de los linfocitos eran positivos a este marcador.

Nuestros resultados mostraron una diferencia significativa en los niveles de linfocitos
T cooperadores CD4+ entre los grupos inmunizados con células A549ctrL y A549Ne,

presentando un mayor porcentaje en este ultimo. Estas células tienen la capacidad
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de diferenciarse en diferentes subtipos que juegan un papel muy importante en la
organizacion de la respuesta inmunitaria a través de la secrecion de diversas
citocinas. Se conocen diversos subtipos de estas células: los previamente
mencionados Thly Th2, asi como Th9, Th17, Th22 y Tregs inducidas (Luckheeram
y col.,, 2012). Debido a este amplio repertorio de subtipos a los que se pueden
diferenciar los linfocitos T cooperadores, es necesario evaluar mas marcadores de
superficie y citocinas caracteristicas para tener una respuesta definitiva sobre el tipo
especifico de células que se estan elevando en nuestro modelo. Sin embargo, los
resultados que tenemos apuntan a una respuesta inmunosupresora inducida por las
células A549nep; por esto, podemos inferir que el aumento de células T CD4+ en este
grupo se da por la presencia elevada de linfocitos T cooperadores polarizados a un
fenotipo Th2 y de Tregs inducidos.

Por muchos afios, la polarizacién de los linfocitos T cooperadores a un fenotipo Th2
ha sido considerada como un factor promotor del desarrollo tumoral, pues mediante
la secrecién de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, estas células suprimen la capacidad
de los linfocitos de polarizarse hacia un fenotipo Thl con actividad inflamatoria

antitumoral (Johansson y col., 2008; Wynn, 2015; Bohner y col., 2019).

Al mismo tiempo, las células Tregs, que también son positivas a CD4, tienen actividad
inmunosupresora, inhibiendo la actividad de los CTLs a través de moléculas como el
TGF-B, y la prevalencia de este tipo de células se correlaciona con la progresion del
cancer. Incluso, la ausencia de Tregs se correlaciona con la polarizacion de los
linfocitos cooperadores a un fenotipo Thl, indicando que regulan la inmunidad
antitumoral en multiples niveles de forma negativa (Johansson y col., 2008; Lee y
col.,, 2019) De hecho, estudios han encontrado una correlacion inversa entre la
abundancia de linfocitos Tregs CD4+ y la de monocitos inflamatorios (Ly6C"9") en
ratones (Pommier y col., 2013), que coincide con el aumento en el porcentaje de
monocitos que observamos en el grupo A549ctrL, mismo en el que disminuyen los
linfocitos T CD4+. Al mismo tiempo, esta informacién apoya la teoria del papel

antitumoral de los monocitos que se elevaron en los ratones.

67



Por otro lado, teorizamos que las células CD4+ presentes en los ratones inmunizados
con células A549ctrL se polarizaron hacia un fenotipo Thl, el cual se correlaciona
con efectos inmunolégicos favorables, causando un aumento en la respuesta
citotdxica y por lo tanto con una mejor prognosis para los pacientes (Lee y col., 2019).
Se sabe que los linfocitos Thl son de las células con mayor capacidad de producir
citocinas proinflamatorias como IL-2, favoreciendo la actividad citotéxica de las
células efectoras del sistema inmunitario, como las NK y los CTLs (Johansson y col.,
2008; Abel y col., 2018). Al mismo tiempo, la IL-2 favorece la polarizacion de los
linfocitos T hacia un fenotipo Th1l, creando un ciclo de retroalimentacién positiva (Liao
y col., 2013). Esta informacion concuerda con nuestros resultados, pues en el grupo
inmunizado con A549ctrL Se presentaron niveles significativamente elevados de IL-

2, asi como citotoxicidad de las células de cancer en los cocultivos con PBMCs.

Cabe destacar, de los puntos mencionados anteriormente, que la IL-10 también esta
involucrada en la regulacion de las células T cooperadoras. A pesar de que
normalmente su rol se asocia con la regulacion de la produccién de moléculas
proinflamatorias por parte de las células Thl, esta interleucina es un inhibidor
importante de la produccién de citocinas tipo 2, y se ha reportado que en conjunto
con IL-12 evita la polarizacion de los linfocitos T a un fenotipo Th2 (Wynn y col.,
2015). Entonces es coherente el resultado obtenido con respecto a esta citocina en
el grupo de ratones inmunizados con células A549nep, donde los niveles de IL-10
disminuyeron significativamente. Puesto que la IL-10 antagoniza las respuestas
generadas por las células Th2 —las cuales tienen un caracter protumorigénico—,
regular a la baja a esta interleucina representa una ventaja para las células de cancer,

en favor de mantener al margen una respuesta en contra de ellas.

Finalmente, a pesar de que usualmente se le atribuyen las funciones citoliticas de
los linfocitos T solo a los CD8+, ahora se conoce la existencia de linfocitos T CD4+
citotoxicos, los cuales expresan moléculas como perforinas y granzimas, haciéndolas
capaces de matar células de cancer de manera directa (Oh y Fong, 2021).
Interesantemente, estas células pueden desarrollarse a partir de linfocitos T CD4+

no polarizados, asi como a partir de linfocitos Thl, en ambos casos de manera
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dependiente de IL-2 (Brown y col., 2009; Oh y Fong, 2021). Estos reportes también
podrian ayudar a entender los resultados observados, pues a pesar de contar con un
menor numero de linfocitos T CD4+ en la circulacion de los ratones inmunizados con
células A549ctrL, se elevo la IL-2 y se presentaron efectos citotdxicos en los
cocultivos, sugiriendo que este subtipo de células CD4+ puede haber contribuido a

la respuesta generada.

En la Figura 33 se resume la propuesta de las poblaciones de linfocitos T CD4+ que
se elevaron y polarizaron en presencia de las células A549ctrL y A549Nep, asi como

su funcion en el contexto evaluado.
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Figura 33. Poblaciones de linfocitos T CD4+ elevadas en los ratones inmunizados.
Teorizamos que los ratones inmunizados con células A549ctrL, a pesar de contar
con menos linfocitos T CD4+ totales, éstos se polarizaron a fenotipos Thly
citotoxicos, contribuyendo al perfil inflamatorio (A); en los ratones inmunizados con
células A549nep, en los que se elevaron los linfocitos T CD4+ totales, teorizamos
gque este aumento es de linfocitos con fenotipo Th2 y Treg (B) (Johansson y col.,
2008; Brown y col., 2009; Wynn, 2015; Bohner y col., 2019; Lee y col., 2019; Ohy
Fong, 2021). Imagen creada en BioRender.com, con derechos y licencia de
publicacion bajo el acuerdo ST248NGYOA.
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6.5. Linfocitos T citotoxicos CD8+

Para identificar la presencia de CD8, los analisis de citometria tuvieron como diana
a CD8a, que es la subunidad principal de este correceptor y esta presente tanto en

su forma homodimérica (a/a) como heterodimérica (a/b) (Abbas y col., 2018).

En cuanto al porcentaje de linfocitos T citotdxicos positivos a CD8, no se encontraron
diferencias entre los grupos inmunizados y el grupo control. Normalmente, el
porcentaje de linfocitos T CD8+ circulando en ratones es de entre el 7 y 10 % (Bio-
Rad, 2022), valores que corresponden con nuestros resultados, pues en el grupo

PBS se encontr6 un promedio de ~8.5 %.

La actividad citotoxica en contra de las células tumorales esta mediada en gran parte
por los CTLs, pues estos tienen la capacidad de reconocer directamente a las células
de céncer tras la presentacién y de inducir su apoptosis a través de diferentes
mecanismos (Farhood y col., 2019). Por lo tanto, se esperaria encontrar un aumento
de esta poblacién en el grupo inmunizado con células A549ctrL, ya que en éste se
observé una mayor induccién de la respuesta inmunitaria. Sin embargo, esto no es
lo que observamos, e incluso existi6 una disminucién minima en el porcentaje de

linfocitos para este grupo.

Se sabe que una vez que el sistema inmunitario elimina las amenazas, se genera
una contraccion de las células CD8+ efectoras, dejando solo a una pequefia
poblacién de linfocitos de memoria especificos a antigeno, los cuales son capaces
de inducir una respuesta mas rapida y agresiva ante el antigeno en caso de
reconocerlo de nuevo (Halle y col.,, 2017). Puesto que la citometria de flujo la
realizamos solo en el punto final del experimento —14 dias después de la segunda
inmunizacién de los ratones— estipulamos que para este momento el sistema
inmunitario se habria deshecho de las células de cancer, contrayendo las
poblaciones de linfocitos T CD8+ efectoras encargadas de la respuesta citotoxica,

explicando los resultados observados.

En la Figura 34 se muestra la progresién de la respuesta efectuada por los linfocitos

CD8+ citotoxicos.
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Figura 34. Expansion y contraccion de linfocitos T CD8+. Se ilustra la progresion de
los linfocitos T citotoxicos a través del tiempo, iniciando la respuesta con la
presentacion de antigenos, seguida por la expansion clonal y respuesta efectora, y
concluida por la contraccién y generacion de linfocitos de memoria (Schluns y
Lefrancois, 2003; Halle y col., 2017). Imagen creada en BioRender.com, con
derechos y licencia de publicacién bajo el acuerdo SM248RKRML.

Otra explicacion para los resultados observados en los linfocitos T CD8+ depende de
la IL-2, interleucina proinflamatoria que se conoce por la regulacion de aspectos
bésicos de la biologia de los linfocitos T CD8+, entre los que se encuentran la
supervivencia, la proliferacién, diferenciacion, actividad citotéxica y generacion de
células de memoria (Kalia y Sarkar, 2018). Sin embargo, desde hace décadas se
conoce que puede tener un efecto dual, promoviendo un programa de muerte celular
inducido tras la activacion de los linfocitos (Cheng y col., 2002). Y ahora, estudios
recientes han demostrado que la exposicidén continua de las células T CD8+ a niveles
altos de IL-2 conlleva al agotamiento de los linfocitos. Estos linfocitos exhaustos, a
medida que adquieren este fenotipo pierden la reactividad a las células de cancer, y
por lo tanto, son incapaces de ejercer su funcion citotoxica (Liu y col., 2021b).
Finalmente, la pérdida gradual de la funcionalidad es seguida por la muerte celular
de los linfocitos (Dolina y col., 2021; Rha y Shin, 2021).

En la Figura 35 se muestra un resumen grafico de la generacion de linfocitos T CD8+

exhaustos mediada por IL-2.
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Figura 35. Generacion de linfocitos T CD8+ exhaustos. Se ilustra como la
exposicion constante a niveles elevados de IL-2 puede causar que los linfocitos T
CD8+ adquieran un fenotipo de agotamiento, perdiendo su accion efectora, dejando
de producir citocinas y muriendo por apoptosis (Cheng y col., 2002; Dolina y col.,
2021; Liu y col., 2021b; Rha y Shin, 2021). Imagen creada en BioRender.com, con
derechos y licencia de publicacion bajo el acuerdo LD248RPQAJ.

Lo anteriormente expuesto podria explicar nuestros resultados, pues en caso de que
los CTLs hayan perdido su funcionalidad a lo largo del experimento por la exposicién
continua a IL-2 (pues se observo que el nivel de esta citocina se elevé en el grupo
A549ctrL desde el dia 14), al momento de analizar las poblaciones celulares estos
linfocitos habrian muerto. Entonces, para confirmar esta teoria, seria necesario
evaluar las poblaciones leucociticas en diferentes puntos del experimento, buscando
el momento en el que se da la expansién clonal de los mismos. Sin embargo, es
necesario enfatizar en que el agotamiento de los linfocitos T mediado por IL-2 no
contradice su papel sobre la actividad antitumoral, pues se sabe que esta citocina es
indispensable para promover la activacion y proliferacion de los CTLs en las etapas
iniciales del cancer, ademas de que también esta involucrada en la regulacién de la
actividad citotoxica de las células NK, como se describird méas adelante. Por lo tanto,
no podemos descartar que la actividad citotoxica observada en los cocultivos si sea

mediada parcialmente por los linfocitos CD8+, pues el tiempo que se mantuvieron
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esas células en presencia de las A549 fue menor, evitando la sobreexposicion a IL-

2y, por lo tanto, el agotamiento de los CTLs.

Finalmente, se sabe que los linfocitos T CD8+ exhaustos dejan de producir IFN-y
(Rha y Shin, 2021). Esta es otra posible explicacion al resultado obtenido sobre los

niveles de esta citocina en el grupo inmunizado con células A549crrL.

El aumento de IL-10 en los ratones inmunizados con células A549ctrL Y SU
disminucion en el grupo que recibio células A549nep pueden explicarse en parte por
la actividad que tiene esta citocina sobre los linfocitos T citotoxicos. A pesar de sus
potentes funciones inmunosupresoras, la interleucina 10 tiene la capacidad de
promover la maduracion de los timocitos induciendo la expresion de CD8, y se ha
reportado que inducen la proliferacion de los linfocitos T CD8+ a través de la
estimulacién directa del TCR. Asimismo, la IL-10 promueve la actividad citotoxica de
los linfocitos, e incluso, esta citocina puede reemplazar funcionalmente a la IL-2 para
inducir la proliferacién celular, aunque con menor potencia (Oft, 2014; Ouyang y
O’Garra, 2019).

6.6. Células NK

La identificacion de las células NK se hizo empleando el marcador CD335, una
glicoproteina de membrana que forma parte de la superfamilia de las
inmunoglobulinas y que actia como receptor activador de NK, siendo utilizado

normalmente como identificador de este tipo celular (Liu y col., 2021a).

El desarrollo de las células NK tiene lugar en la meédula 0sea y sus niveles
comprenden entre el 5y 15 % de los linfocitos en circulacion (Liu y col., 2021a). Estos
valores corresponden con los que obtuvimos para el grupo control (PBS), en donde

el porcentaje de células NK tuvo un promedio de 13.12 %.

Las células NK juegan un papel fundamental en la primera linea de defensa ante las
células que muestran caracteristicas aberrantes propias del desarrollo cancerigeno,
y su actividad es regulada por multiples receptores membranales inhibidores y

activadores (Hadad y col., 2015). En nuestros experimentos, los niveles de células
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NK se elevaron en los dos grupos inmunizados con células A549 con respecto al
control, teniendo un mayor aumento en el grupo A549nep. Cabe resaltar que las
células en ambos grupos superaron el 20 % de los linfocitos en circulacion, valores

anormales y elevados con respecto a los de referencia.

Puesto que las células NK no necesitan de una activacion previa para el
reconocimiento de antigenos extrafios y la induccion de una respuesta citolitica, son
una poblacion muy importante en la respuesta contra células cancerosas. Por lo
tanto, podemos inferir que gran parte de los efectos citotdéxicos observados en
nuestros experimentos fueron mediados por células NK. En concordancia, se sabe
que estas células necesitan de la IL-2 para expandirse e inducir una respuesta
efectora (Spolski y col., 2018), y que el tratamiento de células NK con IL-2 conlleva
a una mayor actividad citotoxica y antitumoral (Groth y col., 2011). Puesto que en
nuestro grupo inmunizado con células A549cTrL esta citocina tuvo un aumento
significativo, teorizamos que las células NK en estos ratones se encontraban en un

estado activado, con capacidad de lisar a las células cancerosas.

Ademas, se ha reportado que las células NK activadas son capaces de secretar
diferentes citocinas, como GM-CSF, IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-5 e IL-13 (Paul y Lal,
2017). A pesar de que no detectamos mayores niveles de IFN-y en el grupo A549ctrL,
se determind un aumento significativo de IL-10, e incluso si esta citocina es producida
por diferentes tipos celulares, las NK pudieron haber sido una fuente importante de
la interleucina detectada. Aunque normalmente se considera como una citocina
antiinflamatoria, IL-10 es un potente activador de la proliferacion y funcion citotdxica
de las células NK en presencia de IL-18, por lo que se crea un ciclo de
retroalimentacion positiva entre estos dos agentes de la inmunidad (Cai y col., 1999;
Paul y Lal, 2017). La activacion de las células NK mediada por la IL-10 podria ser
otra de las razones por las que disminuyeron los niveles de esta citocina en el grupo
de ratones que recibieron células A549nep, pues por su perfil inmunosupresor indica
gue se activaron mecanismos de regulacion destinados a limitar la disponibilidad de

moléculas promotoras de cualquier tipo de respuesta antitumoral.
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A pesar de haber observado también un aumento de células NK en los ratones
inmunizados células A549nep, en este grupo no se presentd una elevacion de IL-2 ni
de IL-10, en comparacion con el grupo A549ctrL. Tanto la IL-10 como la IL-2 son
proteinas importantes en la activacion de la respuesta citotoxica de las células NK, y
se ha observado que el desarrollo de estas células no depende de IL-2, pero si su
funcién efectora (Wu y col., 2017). Por lo tanto, proponemos que las células NK en
los ratones inmunizados con A549nep No se encontraban en un estado de activacion
Optimo, a pesar de tener niveles comparables al grupo inmunizado con células
control. Incluso, se ha reportado que limitando la disponibilidad de IL-2, las células
Tregs regulan negativamente la actividad de las células NK (Spolski y col., 2018), lo
cual concuerda con nuestra hipétesis de la polarizacién de los linfocitos T CD4+ hacia
Th2 y Tregs en ese grupo de ratones (Figura 36).

Finalmente, estudios han reportado que en contextos cancerigenos las células NK
pueden perder parcialmente su fenotipo y ser convertidas en células mieloides
supresoras (MDSC), las cuales, como sugiere su nombre, contribuyen a la
inmunosupresion, favoreciendo que las células cancerosas escapen del sistema
inmunoldgico (Park y col., 2013). Esta situacion podria explicar el aumento de células
NK en el grupo A549nep, pues Park y col. determinaron que la expresion del mismo
marcador que nosotros medimos (CD335+ o NKp46) no se pierde en estas células;
por lo tanto, esta molécula les permitié identificar a las MDSC resultantes de la
transformacion, pues se considera exclusiva de las NK. Para corroborar la presencia
de este fendmeno en nuestro modelo es necesario evaluar marcadores propios de la
linea mieloide y confirmar la co-expresion con CD335. Ademas, el mismo grupo
reportd que la IL-2 era suficiente para evitar la conversion de NK a MDSC (Park y
col., 2013), lo que significa que este proceso no pudo haber sucedido en el grupo de
ratones inmunizados con células A549ctrL, en donde esta citocina se elevo
considerablemente. Se ha reportado que las MDSC interfieren con la activacion de
los linfocitos T mediante la produccién de 6xido nitrico, que bloguea la sefializacién
a través del receptor de IL-2 (Kiss y col.,, 2020). Por lo tanto, suponiendo la
generacion de MDSC en nuestro modelo de ratones inmunizados con A549nep,
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podemos asumir que esta citocina, cuyos niveles se elevaron ligeramente con
respecto al control (sin presentar diferencias significativas), no represento una sefal
adecuada de activacion del sistema inmunitario, pues esta habria sido atenuada por

el 6xido nitrico.
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Figura 36. Desarrollo de la respuesta de células NK dependiente de citocinas. Se
ilustra la activacion y proliferacion de las células NK mediada por citocinas, asi
como el ciclo de retroalimentacion creado al producir IL-10. También se presenta el
mecanismo de citotoxicidad mediado por las células NK, el cual depende de la IL-2,
cuya disponibilidad puede limitarse por linfocitos Treg (Cai y col., 1999; Lieberman,
2010; Groth y col., 2011; Paul y Lal, 2017; Wu y col., 2017; Abel y col., 2018;
Spolski y col., 2018; Huntington y col., 2020). Imagen creada en BioRender.com,
con derechos y licencia de publicacion bajo el acuerdo KO248V7WXZ.
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6.7.Citocinas

Ademaés de la informacion discutida anteriormente respecto a las citocinas y su
relacion con cada tipo de poblacion celular evaluada, existen otros reportes que nos

ayudan a explicar los resultados observados.

Con respecto a IL-10, ya se han mencionado algunas de sus caracteristicas
inmunogénicas, que explicarian parcialmente el aumento de esta interleucina en el
grupo de los ratones inmunizados con A549ctrL, en donde se presentd mayor
actividad por parte del sistema inmunitario. Sin embargo, no solo es importante la
accion efectora, sino el control de la misma una vez que se elimina la amenaza. La
inflamacion cronica y la presencia constante de niveles elevados de citocinas
proinflamatorias se correlacionan con mayor incidencia de cancer, asi como peor

prognosis para los pacientes (Coussens y col., 2013).

En este sentido, es necesaria la acciébn de moléculas antiinflamatorias que regulen
la inflamacion sistémica; tal es el caso de la IL-10, una citocina necesaria para regular
negativamente la accion de diversas poblaciones leucocitarias (Oft, 2014; Ouyang y
O’Garra, 2019). Por ejemplo, se sabe que la IL-10 tiene la capacidad de detener la
proliferacion de los linfocitos T CD4+, asi como de suprimir la secrecion de citocinas
por parte de las células Thl, como el IFN-y (Oft, 2014). La informacion anterior
concuerda con nuestros resultados, en donde al final del experimento con los ratones
se detectd un menor numero de linfocitos T CD4+, mientras que el IFN-y no se elevo
en los puntos analizados, posiblemente debido al control ejercido sobre esta proteina

por su potente actividad proinflamatoria.

Por lo tanto, los niveles elevados de IL-10 en el grupo de ratones retados con células
A549ctrL implican la presencia de un mecanismo fisiolégico destinado a restaurar la
homeostasis en los roedores, dentro de los cuales se presentaron eventos
inflamatorios agresivos que pueden tener consecuencias adversas para la salud en
caso de no controlarlos. Este resultado sugiere que la respuesta generada en contra
de las células A549cTrL €s regulada, actuando sobre los agentes patégenos y luego

promoviendo el restablecimiento de las condiciones normales.

77



En cuanto al IFN-y, como ya se indico, se hubiera esperado observar un aumento
significativo de esta citocina en los ratones inmunizados con células A549ctrL, pues
en estos se indujo mayor actividad antitumoral, y al mismo tiempo, en los cocultivos
entre PBMCs y células A549ctrL l0s leucocitos lograron eliminar parte de las células

cancerosas.

Por su parte, PD-1 es un receptor que se encuentra en la superficie de los linfocitos
T citotdxicos, y genera sefiales que inducen la activacion de la respuesta efectora en
caso de no reconocer a su ligando, PD-L1, en la célula con la que esta interactuando
(Pistillo y col., 2020). Por lo tanto, las células cancerosas logran sobreexpresar PD-
L1 mediante diferentes mecanismos, evitando que el sistema inmunoldgico las
reconozca como ceélulas aberrantes, resultando en la evasién de la respuesta
citotoxica. Sorprendentemente, durante los udltimos afios se ha elucidado un
mecanismo de regulacion involucrado en la sobreexpresion de este ligando evasor
de la respuesta inmunitaria; el IFN-y regula positivamente a PD-L1 a través de la via
JAK/STAT, causando un aumento en la expresion de esta proteina de superficie
membranal (Mimura y col., 2017; Pistillo y col., 2020; Breitenecker y col., 2021). Asi,
el IFN-y les otorga resistencia a las células tumorales, pues éstas logran aprovechar
la citocina que es secretada por las diferentes células del sistema inmunitario a
medida que responden a la amenaza en cuestion. Esta informacién es muy
importante, pues nos permite teorizar que en el grupo inmunizado con células
A549ctrL NO detectamos la elevacion de IFN-y porque el mantener niveles elevados
de esta citocina podria causar que las células cancerosas sobreexpresen PD-L1,
favoreciendo su escape del sistema inmunitario. Esta teoria al mismo tiempo resalta
la importancia de los mecanismos de regulacion y supresién de la respuesta
inmunitaria, como el ya mencionado de la IL-10. Por consiguiente, ésta seria otra
razon mas por la cual el aumento de IFN-y — o al menos el aumento prolongado

necesario para su deteccion en suero — no seria favorable en el contexto evaluado.

En la Figura 37 se resumen las posibles explicaciones para los diferentes perfiles de

citocinas observados en los ratones inmunizados.
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Figura 37. Resumen de la accién de las citocinas evaluadas. Se enlistan las
posibles explicaciones para los niveles de citocinas observados en los ratones
inmunizados, con aumento de la IL-2 y la IL-10 en el grupo A549ctrL, disminucién
de la IL-10 en el grupo A549nep Y mantenimiento de los niveles basales de IFN-y en
todos los grupos (Cai y col., 1999; Bosco y col., 2000; Groth y col., 2011; Liao y
col., 2013; Oft, 2014; Dallagi y col., 2015; Wynn y col., 2015; Kalia y Sarkar, 2018;
Ouyang y O’Garra, 2019; Pistillo y col., 2020; Affandi y col., 2021; Oh y Fong, 2021;
Quy col., 2022). Imagen creada en BioRender.com, con derechos y licencia de
publicacién bajo el acuerdo BD248VAF17.
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6.8. Cocultivos entre A549 y PBMCs

Después de haber sometido las células A549ctrL Y A549Nep a cocultivos con PBMCs
(pre-activadas con PHA o sin pre-activar), se determiné la viabilidad tanto de las

células de cancer como de los leucocitos murinos.

En el cocultivo entre células A549ctr. y PBMCs activados con PHA, se redujo
significativamente la viabilidad de las células de cancer, es decir, las mononucleares
tuvieron la capacidad de ejercer su accion citotdxica sobre ellas. Esto tiene sentido
considerando todos los resultados debido a que fue justo la inmunizacion con este
tipo de células A549 la que generd una respuesta aparentemente antitumorigénica
en los ratones. Como ya se discutié anteriormente, diversas células del sistema
inmunitario tienen la capacidad de efectuar de manera directa la muerte de las células
cancerosas, entre las que se encuentran los neutrofilos, los monocitos, los
macroéfagos, las células NK, las células dendriticas y los linfocitos T (Guny col., 2019;
Olingy y col., 2019). De todas las anteriores, solo los neutrdfilos y los macréfagos no
forman parte de las PBMCs, por lo que seria posible atribuir las propiedades

citotoxicas observadas a cualquiera de las otras poblaciones.

Los monaocitos forman parte de la respuesta inmunitaria innata, teniendo la capacidad
de reconocer células aberrantes sin necesidad de una activacion previa. Puesto que
en nuestra investigacion esta poblacion celular presenté un aumento en los ratones
gue fueron inmunizados con células A549ctrL, SUPONEMOS que estos reconocieron a
las células de cancer, efectuando parcialmente la citotoxicidad observada, la cual es
inducida por citocinas (TNF-a o IFN-y) y finalizada por fagocitosis (Olingy y col., 2019;
Malireddi y col., 2021).

Por su parte, las células NK también son parte de la primera linea de defensa del
sistema inmunitario, y son capaces de activarse mediante el reconocimiento de la
ausencia o presencia de diferentes estimulos, como se describié en la introduccion.
Podemos atribuir parte de la citotoxicidad observada a estas células, pues son de las
células del sistema inmunitario mas agresivas y efectivas en contra de las células

cancerosas (Wu y col., 2017).
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En particular, los linfocitos T CD8+ y CD4+ citotdxicos también pudieron haber jugado
un papel importante en la respuesta observada, pues la citotoxicidad se observo en
los cocultivos con células que habian sido pre-activadas con PHA. La PHA es una
lectina originalmente aislada de Phaseolus vulgaris, cuya actividad mitogénica y
activadora en los linfocitos T se conoce desde hace décadas (Gibbs y col., 1982).
Esta lectina tiene la capacidad de unirse a azUcares especificas en ciertas proteinas
de membrana —entre ellos el TCR—, induciendo la expresion del factor nuclear de
células T activadas (NFAT, por sus siglas en inglés), desencadenando una respuesta
similar a aquellas generadas por las células presentadoras de antigenos (Macian,
2005).

Finalmente, activar a los linfocitos T previo a los cocultivos parece haber sido un
factor clave para que las PBMCs demostraran actividad citotoxica, pues en los
experimentos con células sin preactivacion no se observé la misma respuesta. Esto
es coherente considerando la capacidad de los linfocitos T activados tanto para
organizar la respuesta inmunitaria — a través de la secrecion de citocinas — como
para ejercer funciones citotdéxicas directas. Por ejemplo, estd documentada la
capacidad de los linfocitos T para secretar IL-2 en respuesta a PHA (Gerosa y col.,
1986). Como ya se discutio, la IL-2 es una citocina proinflamatoria sumamente
importante en la activacion de la respuesta efectora de las diferentes células del
sistema inmunitario, como los monaocitos, las NK y los linfocitos T citotoxicos (Bosco
y col., 2000; Kalia y Sarkar, 2018; Spolski y col., 2018). También seria posible que
esta preactivacion haya favorecido la expansion clonal de células antigeno-
especificas, pues todos los elementos necesarios para este proceso estaban
presentes, como las células presentadoras de antigeno, citocinas proinflamatorias
como la IL-2 o la IL-12, exposicién prolongada al antigeno y coestimulacién

(Sivanandham y col., 1991; Curtsinger y col., 2003; Kumar y col., 2018).

No descartamos la posibilidad de que, manteniendo los cocultivos durante mas
tiempo, los procesos naturales de las células del sistema inmunol6égico generen

todos los elementos necesarios para ejercer su funcién citotdéxica, produciendo
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citocinas que permitan la accion efectora de los monocitos y NK, polarizando las

células T a un fenotipo Thl y generando linfocitos T citotéxicos antigeno-especificos.

Tal como se esperaba, se presentd una inhibicion de la actividad citotoxica en los
cocultivos con células A549nep por parte de las células mononucleares. Este
resultado coincide con el perfil observado en los resultados de citometria de flujo y
de citocinas, que sugerian que la respuesta inmunitaria generada estaba polarizada
hacia funciones protumorigénicas. Cabe resaltar que, en presencia de las PBMCs
pre-activadas con PHA, las células A549nep tuvieron la capacidad de proliferar, pues
se observo un aumento en la viabilidad con respecto al control. Esto significa que, no
solo las células mononucleares fueron incapaces de matar a las de cancer con un
fenotipo neuroendocrino, sino que estas Ultimas tuvieron la habilidad de aprovechar
factores secretados por los leucocitos para promover su crecimiento, como suele
verse en pacientes con cancer. Esto es congruente bajo nuestra teoria de que los
linfocitos T se polarizaron a fenotipos Th2 y Treg en presencia de las células A549neb,
pues estas células tienen la capacidad de producir citocinas como IL-4 e IL-13 (Th2)
y TGF-B (Treg), cuya actividad promotora de la proliferacion celular se ha

documentado ampliamente (Futakuchiy col., 2019; Shiy col., 2021; Wu y col., 2021).

En la Figura 38 se resume la propuesta de los mecanismos involucrados en la
respuesta observada en los cocultivos, en los que, las PBMCs pre-activadas con
PHA fueron capaces de matar Unicamente a las células A549ctrL, pero no a las
A549nep, las cuales incluso tuvieron la capacidad de proliferar en presencia de las

mononucleares.
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Figura 38. Mecanismos celulares involucrados en los cocultivos. Teorizamos que la
preactivacion de las PBMCs causé la produccion de IL-2, activando células NK y
monocitos, que ejercieron su funcién efectora sobre las células A549cTrL; esto
favorecio la presentacion de antigenos, permitiendo la activacion y expansion de
los linfocitos T. Las células A549nep, posiblemente a través de moléculas como la
serotonina, la norepinefrina, y la IL-4, causaron la polarizacion de los linfocitos T
hacia Th2 y Treg, inhibiendo la actividad citotoxica y secretando citocinas que
favorecen la proliferacion de las células cancerosas (Gerosa y col., 1986; Kumar y
col., 2018; Futakuchiy col., 2019; Olingy y col., 2019; Malireddi y col., 2021; Shiy
col., 2021; Wu y col., 2021). Imagen creada en BioRender.com, con derechos y
licencia de publicacion bajo el acuerdo QW249132V0.

Cuando las PBMCs pre-activadas con PHA se cocultivaron con células A549ctru, las
células mononucleares aumentaron en namero de forma significativa con respecto al
control, es decir, tuvieron la capacidad de proliferar. Estos resultados concuerdan
con lo esperado considerando que la activacion de las células del sistema inmunitario

normalmente esta asociada a la proliferacion de las mismas, especialmente en el
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caso de los linfocitos T (Shiy col., 2009). Sabemos que las células que proliferan en
este contexto no son los monocitos, mismas que vimos aumentadas en la circulacion
de ratones, pues estas se desarrollan principalmente en la médula 6sea y pierden su
potencial proliferativo fuera de ella (Richards y col., 2013). Las células NK si tienen
la capacidad de proliferar in vitro tras su activacion; incluso, este proceso se ha
documentado al cocultivarlas en presencia de IL-2 —que sabemos que se eleva por
el tipo de linfocitos estimulados (Perussia y col., 1987). Ademas, considerando que
la diferencia significativa en la proliferacion se vio en el grupo de PBMCs tratadas
con PHA, un mitégeno especifico para linfocitos T, es posible inferir que ésta fue la
poblacién principal que se dividié. Estos resultados también tienen un respaldo en la
literatura, pues la proliferacion de PBMCs en respuesta a PHA esta bien
documentada para diferentes especies (Deendayalan y col., 2013; Ciliberti y col.,
2017).

Sin embargo, puesto que en el cocultivo entre PBMCs no pre-activadas y células
A549ctrL también se observd proliferacion de las células mononucleares, no
podemos atribuir totalmente esta respuesta a la accion de la PHA. En este caso, se
propone que la proliferacion de las células mononucleares a la activacion de los
linfocitos T y células NK directamente por el reconocimiento de las células A549.
Asimismo, teorizamos que de haber dejado los cocultivos por mas tiempo, habriamos
observado una mayor proliferacién de las células mononucleares, a medida que se
daba el proceso de expansiéon clonal acompafado por la produccion de citocinas

como IL-2.

Interesantemente, al cocultivar PBMCs con células A549nep, la viabilidad de las
células mononucleares disminuyd significativamente con respecto al control; esto
implica que las células de cancer neuroendocrinas tuvieron la capacidad de inducir

la muerte de algunas células del sistema inmunitario.

En conjunto, nuestros resultados concuerdan con los reportados por Mendieta y col.
en 2018, pues en su modelo, cocultivos entre una linea celular de linfocitos T

citotoxicos (Jurkat) y células A549 o A549nep también mostraron que la capacidad
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citotoxica disminuye en presencia de células con fenotipo neuroendocrino, pero no
en presencia de células cancerosas normales. Ademas, en este estudio la viabilidad
de los linfocitos también disminuyd en presencia de las células A549nep,
demostrando que los factores neuroendocrinos que secretan las células tienen la
capacidad de inducir la muerte de células del sistema inmunitario (Mendieta y col.,
2018).

Igualmente, en el modelo de Mendieta y col. se encontré que las células A549 con
fenotipo neuroendocrino producen niveles elevados de serotonina, mientras que la
produccion de dopamina se reduce hasta niveles indetectables (Mendieta y col.,
2018). Esto es importante, pues se sabe que todas las células del sistema inmunitario
expresan componentes serotoninérgicos y dopaminérgicos, respondiendo de

diferentes formas a este neurotransmisor.

Ademas, existe evidencia de que los monocitos pierden la capacidad de secretar
citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1B en presencia de la serotonina, y que
este neurotransmisor suprime la fagocitosis mediada por IFN-y, asi como la
capacidad de los macréfagos para presentar antigenos (Herr y col., 2017). En cuanto
a las NK, existen reportes que indican que estas células tienen mayor capacidad
citolitica y proliferativa en presencia de serotonina (Herr y col., 2017), mientras que
otros estudios Unicamente encontraron mayores capacidades migratorias y no mayor
actividad citotoxica en respuesta al neurotransmisor (Zimmer y col., 2017), sin

embargo, los mecanismos de respuesta no han sido estudiados.

En el caso de los linfocitos T también existen diversas respuestas a 5-HT en funcién
del receptor que se esté activando; se ha reportado que la serotonina inhibe la
proliferacion de linfocitos T mediada por PHA (Arreolay col., 2015), lo cual concuerda
con nuestros resultados, pues las células A549nep bloquearon por completo la
capacidad proliferativa de las células mononucleares. Por otro lado, se ha visto que
la serotonina en bajas concentraciones causa la proliferacion de linfocitos T CD4+ y
CD8+ murinos, pero reduce su capacidad de activacion (Arreola y col., 2015).

Ademas, esta documentado que la serotonina induce la diferenciacion de los
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linfocitos T a un fenotipo Treg (Wan y col., 2020), apoyando nuestra teoria sobre la
polarizacion de esta subpoblacion. Ademas, existen estudios que demuestran el
potencial apoptoético de la serotonina en linfocitos activados por mitdgeno (Stefulj y
col., 2002), lo cual podria explicar la disminucién en la viabilidad de las PBMCs en

presencia de células A549nep.

En la Figura 39 se resumen los efectos de la serotonina sobre las células del sistema

inmunitario.
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Figura 39. Efecto de la serotonina sobre las células del sistema inmunitario. Se
ilustran los efectos que puede tener la serotonina sobre las células del sistema
inmunitario, explicando porqué las células A549nep (que sobreproducen este
neurotransmisor) causan un perfil inmunosupresor (Stefulj y col., 2002; Arreola 'y
col., 2015; Herr y col., 2017; Wan y col., 2020). Imagen creada en BioRender.com,
con derechos y licencia de publicacion bajo el acuerdo LI124911L2S9.

La dopamina, dependiendo del receptor que active, también tiene diversos efectos
sobre las células. Por ejemplo, se ha visto que este neurotransmisor, a través de

receptores tipo D1, incrementa la migracion y adhesion de monocitos en pacientes
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con VIH (Coley y col., 2015). Por su parte, estudios en macrofagos han demostrado
gue la dopamina incrementa su capacidad fagocitica (Arreola y col., 2016). Ademas,
se ha visto que la estimulacién con dopamina aumenta la capacidad citotoxica de
células NK en contra de lineas celulares de cancer, también a través de receptores
tipo D1 (Zhao y col., 2013; Capellino y col., 2020). Estos reportes darian cuenta de
la importancia de que las células A549nep regulen a la baja la produccion de
dopamina. Por su parte, en los linfocitos T la dopamina parece tener efectos
contradictorios, inhibiendo la apoptosis al actuar sobre receptores tipo D1, causando
también la expresion de citocinas como TNF-a e IL-10 y favoreciendo la migracién y
extravasacion de linfocitos T citotoxicos; sin embargo, también se ha reportado que
este neurotransmisor afecta la proliferacion y activacion de los linfocitos, incluso

causando apoptosis, todo esto a altas concentraciones (Arreola y col., 2016).

En la Figura 40 se resumen los efectos de la dopamina sobre las células del sistema

inmunolégico al estimular los receptores tipo D1.

Finalmente, existen reportes que indican que la norepinefrina, un neurotransmisor,
puede inducir la polarizacion de las respuestas inmunitarias hacia un fenotipo Th2,
ademas de que la estimulacién de células de cancer de préstata con esta hormona
causa que éstas adquieran mayor potencial migratorio (Martino y col., 2012; Barbieri
y col., 2015). Por lo tanto, seria necesario medir los niveles de este neurotransmisor
en nuestro modelo de cancer neuroendocrino, buscando determinar si se eleva su
produccion — lo cual también explicaria parcialmente la respuesta inmunoevasora

observada.
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Figura 40. Efecto de la dopamina sobre las células del sistema inmunitario. Se
ilustran los efectos que puede tener la dopamina al activar receptores tipo D1,
explicando porqué las células A549nep eliminan la produccién de esta molécula,
causando un perfil inmunosupresor (Coley y col., 2015; Zhao y col., 2013; Arreola y
col., 2016; Capellino y col., 2020). Imagen creada en BioRender.com, con derechos
y licencia de publicacion bajo el acuerdo WF2491RK4R.

88



7. CONCLUSIONES

Este estudio proporciona evidencia que sugiere que la diferenciacion neuroendocrina
de células de adenocarcinoma pulmonar induce una respuesta inmunosupresora en

células mononucleares de sangre periférica de raton.

Demostramos que las células mononucleares de sangre periférica son capaces de
inducir la muerte de células A549, pero pierden esta actividad citotoxica cuando se

enfrentan a células de cancer que adquirieron un fenotipo neuroendocrino.

Probamos que las células del sistema inmunitario sufren un proceso de muerte
celular al enfrentarse a células A549 neuroendocrinas, mientras que en presencia de

células A549 sin diferenciar, las células mononucleares proliferan y se activan.

En estudios in vivo, identificamos que existen diferencias significativas entre los
perfiles de células inmunitarias y de citocinas que se generan al inmunizar ratones

con células A549 sin diferenciacion o con células A549 neuroendocrinas.

Es necesario realizar mas estudios in vivo e in vitro, empleando diferentes
marcadores de superficie que permitan identificar exactamente el tipo de
subpoblacion celular que sufre los cambios en presencia de las células de cancer,

asi como las moléculas expresadas por las células A549nep.
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