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Microbiologia Aplicada

El IMMUNEPOTENT-CRP induce arresto en el ciclo celular y muerte celular
regulada independiente de caspasas, pero dependiente de la produccion de especies

reactivas de oxigeno en células HelL a.

Milena Benitez-Londofio?, Alejandra Reyes-Ruiz?, Ana Carolina Martinez-Torres®" y Cristina Rodriguez-Padilla?
2L aboratorio de Inmunologia y Virologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, UANL. Ciudad Universitaria, Nuevo Ledn, México

*ana.carolina.mtz@gmail.com
Palabras clave: IMMUNEPOTENT-CRP, cancer cervicouterino,
muerte celular regulada.

Introduccion

El cancer cervicouterino (CaCu) es una de las principales
causas de muerte en las mujeres a nivel mundial®. Las terapias
convencionales utilizadas para tratarlo (quimioterapia y
radioterapia) presentan numerosos efectos secundarios por su
falta de especificidad?. Debido a lo anterior, se ha vuelto de gran
interés la busqueda de nuevas terapias que mejoren los
tratamientos existentes. EIl IMMUNEPOTENT CRP (I-CRP) es
un dializado de una mezcla heterogénea de sustancias de bajo
peso molecular (<12kDa) liberadas por leucocitos de bazo
bovino, el cual ha demostrado ser capaz de mejorar la calidad de
vida en pacientes con cancer de mama y pulmén34, también se
ha demostrado que puede inducir la muerte celular en diversas
lineas celulares tumorales®®, ademas de no ser toxico para las
células normales’®°. Sin embargo, a pesar de los estudios
realizados para entender su mecanismo de accion®67910 a(in se
desconoce cdmo ejerce estos efectos y el tipo de muerte celular
que activa. Por esto, el presente estudio buscé analizar el
mecanismo molecular por el cual el I-CRP induce la muerte en
la linea celular de CaCu, HeLa.

Parte experimental
Los experimentos realizados fueron: la comprobacién de la
actividad citotoxica del I-CRP mediante MTT, utilizando
diferentes concentraciones de I-CRP a diferentes tiempos,
tincién con azul tripan y marcaje con anexina (AnnV) y yoduro
de propidio (PI), para medir la muerte celular y determinar la
dosis letal media; el andlisis de la morfologia en el microscopio
invertido (40x) y la medicion de la condensacion de la cromatina
por microscopia de fluorescencia; el analisis del I-CRP sobre el
ciclo celular y la presencia de ADN degradado mediante un
marcaje con Pl; la medicion de la activacion de las caspasas y la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), utilizado el
inhibidor de caspasas, QVD, y el antioxidante NAC,
respectivamente. El Etopdsido fue usado como control positivo,
ya que induce apoptosis en distintas lineas celulares tumorales!?.

Resultados y discusion

Al tratar las células HeLa con diferentes concentraciones de
I-CRP durante distintas horas y hacer los ensayos
correspondientes se logré observar una disminuciéon de la
actividad metabdlica y viabilidad en las células dependiente de
la concentracion de 1-CRP y del tiempo de exposicion; lo cual
nos permiti6 determinar el 1Cso a 1.25 U/mL de I-CRP para esta
linea celular.

Continuando con este estudio se determiné la presencia de
cambios morfoldgicos como la disminucion del tamafio celular,
y la condensacion parcial de la cromatina, caracteristicas
presentes en varios tipos de muerte celular regulada'?'3,

El arresto en el ciclo celular se ha observado cominmente
€omo un primer paso en varios tipos de muerte celular, y por esto
se realiz6 un andlisis de éste. Nuestros resultados muestran que
el tratamiento con I-CRP induce un arresto en la fase G2/M a las

16 y 24 horas, indicando que la célula no logré pasar el punto de
control que se encuentra en esta fase®. Este arresto concuerda
con los cambios morfolégicos presentes en las células tratadas a
partir de las 16 horas.

Posteriormente se observé que habia una ligera activacion de
la caspasa-3, la principal caspasa efectora, pero que la muerte
celular inducida por el I1-CRP es independiente de la actividad de
estas proteasas, indicandonos que la muerte celular en cuestion
es distinta a la apoptosis'?.

Debido a que las ROS son mensajeros secundarios que
juegan un papel activo en diversos tipos de muerte*15, se busco
determinar si estas moléculas jugaban un papel en la muerte
inducida por el I-CRP. Se encontré que efectivamente, el I-CRP
induce la produccion de ROS y que la muerte celular es
dependiente de su formacion. La produccion de ROS es hasta
ahora el primer evento observado y el Unico efector descrito hasta
el momento en la muerte celular inducida por el I-CRP.

Finalmente, se observd que la via de muerte celular
desencadenada por el I-CRP culmina con la degradacion del
ADN a las 48 y 72 horas, indicando que esta degradacion es una
consecuencia y no un inductor de la muerte??.

Conclusiones

En conjunto, nuestros datos indican que el tratamiento con I-
CRP en células HeLa induce arresto en el ciclo celular en la fase
G2/M y muerte celular dependiente de ROS, pero independiente
de caspasas. Estos resultados abren la puerta a mas estudios sobre
la elucidacion del mecanismo molecular desencadenado por el |-
CRP, el cual podria trabajar en conjunto con agentes inductores
de una muerte celular dependiente de caspasas como la
quimioterapia clasica y asi atacar a la célula cancerosa mediante
diferentes estrategias a la vez.
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