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1. RESUMEN

El cancer es una de las principales patologias que afectan a la poblacion a
nivel mundial. Existe una estrecha relacion entre el sistema inmunoldgico y el
desarrollo del cancer. La respuesta inmunologica tiene el potencial de destruir
especificamente células tumorales, sin dafar el tejido sano del cuerpo y de crear
una memoria inmune a largo plazo capaz de prevenir recurrencias. La inmunidad
innata constituye la primera linea de defensa del organismo, la respuesta primaria
a patégenos en el sistema inmunitario innato esta mediada por receptores tipo Toll
(TLR), Cuando los TLR reconocen ligandos transducen sefiales que culminan
mayormente en la produccion de citocinas que alertan a las células del sistema
inmunolégico para la eliminacién de células dafiadas o células muertas. Los
ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 muestran efectos
citotoxicos en las lineas celulares Caco-2, HeLa y FO. En este trabajo se muestra la
participacion de los receptores tipo toll producidos por los CDPs en las lineas
celulares HelLa y K562, obteniendo que TLR2 y TLR10 se expresan asi como las
proteinas involucradas en esta via, MyD88, ikBa fosforilada y NF-kB; por otro lado
en la linea celular HeLa los TLRs que se evaluaron no se expresaban, en cambio
NF-kB si se expresa, relacionando asi una posible activacion por la via de PISK/AKT
descubierta anteriormente por nuestro equipo de trabajo. Asi mismo, las citocinas
evaluadas en este trabajo IL-6, IL-10 y TNF-a no presentaron ningun cambio con
los tratamientos de CDPs. Se concluyé en este proyecto que los CDPs activan la

via de sefalizacion de TLR en la linea celular K562.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, cancer, TLR, ciclodipéptidos.



ABSTRACT

Cancer is one of the main pathologies that affect the population worldwide.
There is a close relationship between the immune system and the development of
cancer. The immune response has the potential to specifically destroy tumor cells,
without harming the body's healthy tissue, and to create a long-term immune
memory capable of preventing recurrences. Innate immunity is the body's first line
of defense, the primary response to pathogens in the innate immune system is
mediated by Toll-like receptors (TLRs). When TLRs recognize ligands, they
transduce signals that culminate mostly in the production of cytokines that alert the
cells of the immune system for the elimination of damaged cells or dead cells.
Cyclodipeptides produced by Pseudomonas aeruginosa PAO1l show cytotoxic
effects on Caco-2, HeLa and FO cell lines. This work shows the participation of toll-
like receptors produced by PDCs in HeLa and K562 cell lines, obtaining that TLR2
and TLR10 are expressed as well as the proteins involved in this pathway, MyD88,
phosphorylated ikBa and NF-kB; On the other hand, in the HeLa cell line, the TLRs
that were evaluated were not expressed, whereas NF-kB is expressed, thus relating
a possible activation by the PI3K/AKT pathway previously discovered by our work
team. Likewise, the cytokines evaluated in this work IL-6, IL-10 and TNF-a did not
show any change with the CDPs treatments. It was concluded in this project that

CDPs activate the TLR signaling pathway in the K562 cell line.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, cancer, TLR, cyclodipeptides



2. INTRODUCCION
2.1 Antecedentes
2.1.1 El cancer

El cancer es una de las principales patologias que afectan a la poblacion a
nivel mundial (World Health Organization, 2013). Actualmente, es considerado
como un desorden de células que se dividen anormalmente, lo que conduce a la
formacion de agregados que crecen dafiando tejidos vecinos, se nutren del
organismo y alteran su fisiologia. Ademas, estas células pueden migrar e invadir
tejidos lejanos, donde encuentran un nicho apropiado para continuar su crecimiento

originando una metéstasis (Mitrus et al., 2012).

El término “cancer” se puede clasificar de acuerdo con el tejido y tipo de

célula a partir del cual se originan (Alberts et al., 2006).

En el primer grupo de la clasificacion se encuentran las leucemias y linfomas
que incorporan a los canceres de tejidos formadores de células sanguineas.
Provocan invasion del bazo y médula 6sea, inflamaciéon de ganglios linfaticos y
produccion excesiva de leucocitos inmaduros. El grupo dos lo conforman los
sarcomas que proceden del tejido conectivo como el hueso, cartilago, nervios,
vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo. El tercer grupo son los carcinomas,

gue proceden de tejidos epiteliales y los tejidos glandulares (Gao et al., 2017).

A pesar de las diversas entidades clinicas agrupadas como cancer, es
posible identificar ciertas caracteristicas comunes de las células tumorales que
permiten el desarrollo de nuevas estrategias clinicas comunes para su manejo
(Hanahan & Weinberg, 2011). Existen diez caracteristicas que son compartidas por

las células tumorales:

1. Independencia de sefales de crecimiento,
Insensibilidad a estimulos que inhiben el crecimiento,
Invasividad y metéastasis,

Evasion de apoptosis,

a k~ 0N

Potencial ilimitado de replicacion.



6. Angiogénesis sostenida.

7. Reprogramacion del metabolismo energético

8. Evasion de la destruccién inmunoldgica

9. Desregulacion energeética celular

10. Mutacion e inestabilidad gendmica (Hanahan & Weinberg, 2000,
2011).

Estas caracteristicas son adquiridas en los diversos tipos celulares por
distintos mecanismos y eventos durante el proceso carcinogénico. Su desarrollo se
ve favorecido por la inestabilidad genémica y la inflamacién las fomenta (Hanahan
& Weinberg, 2011).

Se ha avanzado potencialmente en el conocimiento del cancer y algunos de
los factores etiolégicos que lo predisponen. Por ejemplo, se sabe que la interaccién
de factores génicos y estimulos ambientales provoca alteraciones en el interior de
las células, que frecuentemente llevan a una proliferacion celular anormal. Para
eliminar estas aberraciones, el sistema inmunologico posee diversos mecanismos
(vigilancia inmunoldgica) que incluyen el sistema innato y adaptativo los cuales
reconocen y eliminan las células transformadas.

Las células tumorales son reconocidas por las células inmunes dado que
expresan un patron proteico distinto al expresado por células normales por la causa
de mutaciones, infecciones por virus oncogénicos o por desregulacion de su
crecimiento. El reconocimiento de las células tumorales es complejo, ya que por ser
células del mismo individuo, existe cierto grado de inmunotolerancia. Algunas
células tumorales logran escapar de la eliminacion y entran a una fase de equilibrio,
en las que son mantenidas por el sistema inmunologico adaptativo, hasta que
emergen clones que no son reconocidos, escapan del control y contindan
proliferando hasta el desarrollo del tumor.

Por esta razon, en los Ultimos afios las investigaciones se han enfocado al
estudio y comprension de los mecanismos inmunoldgicos capaces de reconocer y

destruir las células tumorales (Barrera-Rodriguez et al., 1995).



2.1.2 Tipos de cancer
El cancer es una de las principales causas de muerte en muchos paises.

Segun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2018 se
reportaron cerca 190,667 nuevos casos en el pais. Los cinco tipos de cancer con
mayor incidencia en México, son: de mama, prostata, tiroides, colon y cervicouterino
(GLOBOCAN, 2018).

De acuerdo al estado del tumor el cancer se puede clasificar en tumores

liquidos o solidos.

Los tumores soélidos son los que tiene un mayor porcentaje de incidencia
alrededor de un 80%. Segun el Instituto Nacional de Cancer, un tumor solido se
puede definir como “masa anormal de tejido”, estos tumores soélidos puedes ser
benignos (no cancerosos) o malignos (cancerosos). Este tipo de tumores reciben su
nombre por el tipo de células que los forman como lo son los sarcomas, carcinomas
y los linfomas. En cambio, los tumores liquidos no forman tumores y se da en el

torrente sanguineo como lo es la leucemia (Jain et al., 2011).

2.1.2.1 Leucemia
La palabra leucemia proviene del griego leuco que significa blanca y hemo,

qgue significa sangre. Consiste en la carencia de control sobre crecimiento,
proliferacion, asi como la funcion fallida de los leucocitos, las cuales son la primer
barrera del sistema inmunol6gico (Hanahan & Weinberg, 2011). Con base en sus
caracteristicas clinicas y celulares pueden ser clasificadas de acuerdo a la poblaciéon
celular (linaje mieloide y linfoide) y su agresividad (aguda y cronica) (Tefferi &
Vardiman, 2008).

2.1.2.1.1 Leucemia mieloide crénica
La leucemia mieloide créonica o CML (Chronic Myeloid Leukemia) es un

desorden mieloproliferativo que se caracteriza por un aumento predominante y
desregulado de estadios diferenciados, afectando a la serie eritroide y granulocitica
(Baccarani et al., 2012). Este tipo de leucemia se diagnostica frecuentemente en la
edad adulta (Shanafelt, 2013). Se clasifica en dos fases de forma clinica: fase inicial

o fase cronica, en la que la sobreproduccion de granulocitos es facil de controlar y



el paciente tiene mejor prondstico. Por otra parte, esta la fase aguda o blastica en
la cual el enfermo tiene una mayor resistencia al tratamiento y peor prognosis
(Fabbro, 2012).

La patogénesis de la leucemia mieloide crénica se basa en una anormalidad
cromosomal asociada a la translocacién reciproca entre un fragmente del
cromosoma 22, constituido por un segmento del gen BCR (Breakpoint Cluster
Region) y el segmento del proto-oncogén ABL del cromosoma 9 (Deininger et al.,
2000; Maru, 2012).

2.1.2.2 Cancer cervicouterino
Es el segundo tipo de cancer mas frecuente en la mujer, es una alteraciéon

celular que se origina en el epitelio del cuello del utero, el cual inicialmente se
manifiesta por lesiones precursoras de lenta y progresiva evolucion, que pueden

seqguir las etapas de displasia leve, moderada y severa (L6épez & Lizano, 2006).

Existen varios factores de riesgo entre los cuales se encuentran la presencia
de virus del papiloma humano (VPH), multiples parejas sexuales, actividad sexual
a temprana edad, tener historial de otras enfermedades de transmisién sexual,
tabaquismo y el uso prolongado de anticonceptivos hormonales (Tirado-Gémez et
al., 2005).

2.1.3 El cancer y larespuesta inmunoldgica.

Existe una estrecha relacion entre el sistema inmunoldgico y el desarrollo del
cancer. La respuesta inmunologica tiene el potencial de destruir especificamente
células tumorales, sin dafar el tejido sano del cuerpo y de crear una memoria
inmune a largo plazo capaz de prevenir recurrencias (Finn, 2012). El sistema
inmunoldgico tiene por un lado la capacidad de detectar y eliminar células tumorales
y por el otro, puede proveer un microambiente favorable para el crecimiento tumoral.
Debido a la funcion dual de algunas citocinas y moléculas del sistema inmunoldgico,
aun no se ha podido distinguir con claridad la inmunidad inflamatoria promotora de
tumores de la inmunidad supresora de tumores (Chow et al., 2012). La inflamacion

cronica en el microambiente tumoral y la capacidad del tumor para evadir la



respuesta inmune son factores condicionantes para la oncogénesis (Berraondo et
al., 2016).

El papel que desempeiia el sistema inmune en el control de tumores fue
propuesto inicialmente por Thomas y Burnet en 1957, con la teoria de la "vigilancia
inmunologica”. Esta teoria postula que, dentro de un organismo, continuamente se
estan generando células malignas, pero que éstas son identificadas y destruidas
rapidamente por el sistema inmune. La vigilancia inmunoldgica ha sido comprobada
en varios modelos experimentales, ejemplificados por crecimiento exitoso de
xenotransplantes (incluyendo tumores humanos) en ratones desnudos (nu/nu) y por
el incremento en la aparicién de tumores en animales timectomizados y en humanos

que presentan inmunosupresion (Grossman & Herberman, 1986).

Para que se produzca una respuesta inmune celular eficiente contra tumores,
se requiere que: a) los determinantes antigénicos sean expresados por las células
tumorales; b) los antigenos sean eficientemente presentados por las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (CPH); c) el reconocimiento a estos
antigenos estimule la respuesta de los linfocitos T (CD4+ y CD8+), linfocitos B y
macréfagos; y, d) las células efectoras sean capaces de llegar al sitio de localizacién
del tumor y causar la destruccion del mismo. Para que los primeros pasos puedan
realizarse, es necesaria la participacion de varios tipos de moléculas, como son las
del CPH, el receptor para antigenos de célula T (RcT), las moléculas de adhesion y

antigenos tumorales (Barrera-Rodriguez et al., 1995).

2.1.4 Inflamacién y cancer

La inflamacion es un proceso que implica la activacion, incorporacion y la
actuacion de células de la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa (Medzhitov,
2008) para la destruccion de microbios y tejidos del huésped. Una reaccién
inflamatoria, en condiciones normales, se autolimita a través de la disminucién de
factores proinflamatorios acompafado del incremento factores antiinflamatorios.
Las células inmunoldgicas sufren apoptosis y son fagocitadas. La inflamacion es el

inicio del desarrollo de cancer y promueve la tumorogénesis (Zilionis et al., 2019).



La respuesta inflamatoria conlleva 4 etapas, la primera es el reconocimiento de la
infeccion, seguido del reclutamiento de células al sitio de la infeccion, después la
eliminacion del microorganismo y resolucion de la inflamacion para asi llegar de

nuevo a la homeostasis (Barton, 2008).

El proceso de inflamacion inicia con el reconocimiento de ligandos por células
del sistema inmunoldgico innato acompafados de receptores de patrones de
reconocimiento (PRR). Los mas importantes son los receptores tipo toll (TLR) y los
NOD (dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos) (Mariathasan & Monack,
2007).

La activacion del sistema inmunoldgico en el tumor es una de las
inmunoterapias actuales, ya que en algunos casos, la liberacion de patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP), como lo son ATP (Adenosin trifosfato) y
HMGB-1 (“High Mobility Group Box 17”), de células tumorales puede estimular la
produccion de citocinas para poder conducir a la inmunosupresion (Greten &
Grivennikov, 2019).

2.1.5 Receptores tipo Toll (TLR)

Los receptores tipo toll (TLR, por sus siglas en inglés) son receptores que
actuan como la primera linea de defensa contra los microbios, se han identificado
10 tipos en humanos y 13 tipos de TLR en ratones (Urban-Wojciuk et al., 2019),
encontrandose la mayoria de ellos ampliamente distribuidos en diferentes tipos
celulares del sistema inmune, incluyendo células dendriticas, macrofagos, células
«natural killer» (NK), mastocitos, neutréfilos y linfocitos T y B. Se encuentran
ademas en células no relacionadas con el sistema inmune como son los
fibroblastos, células epiteliales y queratinocitos (Manicassamy & Pulendran, 2009).
La mayoria de estos receptores se expresan en la superficie celular (TLR1, 2, 4, 5,
6, 10 y 11) mientras que una minoria se encuentran presentes en compartimentos
endosomales (TLR3, 7, 8y 9). Los TLR se pueden expresar como homodimeros o

como heterodimeros (Herrero & Pérez-Simon, 2010).



Los TLR pueden reconocer a patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP) y a patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) (Y. Zhang & Liang,
2016), los ligandos para TLR son amplios, van desde acidos nucleicos hidrofilos
hasta lipidos hidrofobos y desde compuestos de pequefio tamafio hasta

macromoléculas (Wu et al., 2016).

Los TLR son proteinas transmembranales de tipo | que contiene entre 19 y
25 repeticiones extracelulares ricas en leucina (LRR) para el reconocimiento de
PAMP o DAMPS y dominios intracelulares del receptor de interleucina 1 (TIR) para
activar la transduccion de sefiales rio abajo (Gao et al., 2017).

Espadic extraceiular
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1
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Figura 1. Estructura general de los receptores tipo Toll (Vadillo & Pelayo, 2012).

2.1.5.1 Vias de transduccién de sefiales de TLR

La sefalizacion de TLR se transducen mediante proteinas adaptadoras como
MyD88 (respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88) y TRIF (interfer6n-f3
inductor de adaptador que contiene el dominio TIR). La sefalizacion de estas
proteinas adaptadoras conduce a la expresion de citocinas como interleucina-1 beta
(IL-1B), factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), mediante la
activacion de los factores transcripcionales NF-kB, AP-1 (proteina activadora 1) e
IRF-3 (factor regulador de interferén 3) (Piras & Selvarajoo, 2014). Todos los TLR,
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omitiendo TLR3, transducen sefales mediante MyD88, mientras que TLR3 emite
sefales mediante TRIF (So & Ouchi, 2010). Hasta ahora, TLR4 es el Unico capaz

de activar ambas cascadas (Ruysschaert & Lonez, 2015).

RECEPTORES TIPO TOLL (TLR)

DAMPs PAMPs
Superficie Celular o ——
TLRI TLR2 TLR2 TLR6 TLR4 TLR3  TLR7 nus TLR9
Adsptadores [TIRAP TIRAP lﬁ,\\g TIRAP
D88 $ @ Gyos Byosy
- ikka ) ks
itoplasma .
\J

Citocinas Inflamatorias

Figura 2. Via de sefalizacion de TLR. (Noh et al., 2020)

Tras la unién del ligando al receptor tipo toll, este recluta a TIRAP, el cual
esta en membrana ya que posee dominios de unién a fosfatidilinositoles (Ve et al.,
2015). MyD88 interacciona con su dominio death con IRAK4 (serin/treoinin
quinasa), este dominio es responsable de la agregacion de IRAK2 o IRAK1 (Lee,
2013). La ubiquitina K63 es reconocida por los dominios dedos de Zinc del complejo
gue esta compuesto por TAK1, TAB2 y TAB3 y esto desencadena la sefializacion
de NF-kB y MAPKs (O’Neill, 2008). El complejo TAK/TAB desempefia la activacion
por fosforilacion al complejo IKK, compuesto por IKKq, IKKg e IKKy (NEMO) que
media la fosforilacion de la proteina IkB, liberando asi el factor de transcripcion NF-
kB (Li & Qin, 2005).
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Por otra parte, el complejo TAK1 también controla la activacion de las MAPK
p38 y JNK, que activaran factores de transcripcion como AP-1 que activa la
expresion de IFN tipo 1 (Kawai & Akira, 2006).

La sefializacion via TRIF activa los factores de transcripcion NF-kB e IRF3
que lleva la expresion de citocinas proinflamatorias e interferones de tipo 1. TRIF se
encarga de reclutar tanto a TRAF6, su funcion es de la misma forma que en la
sefalizacion dependiente de MyD88 (Kawai & Akira, 2010). TRIF también es capaz
de reclutar a TRAF3, que se poliautoubiquitina en K63 (Kawai & Akira, 2010). Esta
poliubiquitinacién es reconocida por un complejo que se encarga de fosforilar al

factor de transcripcion IRF3 y asi poder expresar a IFN-a e IFN-B (Li & Qin, 2005).

Tras reconocer el ligando con las proteinas adaptadoras, los TLR
experimentan cambios conformacionales, lo que induce a interactuar con el dominio
TIR y MyD88, después de esto hace que el complejo inhibidor de la quinasa kB
(IKK) estimule la actividad de NF-kB y varias proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK) para desencadenar c-Jun N-terminal quinasa (JNK), proteina 38
(p38) y quinasa regulada por sefial extracelular (ERK), que activa un factor de
transcripcion llamada proteina activada 1 (AP-1) (Javaid & Choi, 2020). NF-kB
desempefia varias funciones al regular la transcripcion, la apoptosis y la
proliferacion celular, induce genes que participan en diversas funciones como la

inflamacion, las respuestas inmunitarias y el crecimiento (Aggarwal, 2004).

2.1.5.2 TLRy tumores
La expresion de TLR conduce a la progresion del tumor, mejorando la

inmunidad contra el cancer y las proteinas en la via de sefializacion de TLR se
consideran objetivos importantes para la terapia contra el cancer (Wolska et al.,
2009). En algunas ocasiones los antigenos tumorales son tolerantes en pacientes
con cancer, es importante que la terapia contra el cancer disipe una respuesta
inmunologica eficiente de las células presentadoras de antigenos (APC), como las

células dendriticas (He et al., 2007).

Los TLR se expresan en ceélulas presentadoras de antigenos, como

macrofagos y células dendriticas, asi como en los fibroblastos y en las células



epiteliales, y su funcion primordial es defender al huésped de una infeccion
microbiana (Kawasaki & Kawai, 2014). No obstante, los TLR también estan
presentes en las células cancerosas y su expresion a menudo se correlaciona con
el prondstico de la enfermedad. En el cancer de pulmoén se encuentra TLR4, TLR5,
TLR7, TLR8 y TLR9. Aqui el TLR5 se asocia a un buen prondstico, en cambio TLR7
arroja un mal resultado clinico (Gu et al., 2018). Otro caso, es en el melanoma, la
alta expresion de TLR7 y TLR8 se asocia con una alta expresién de marcadores de
células del sistema inmunologico y predice una supervivencia general mas
prolongada (M. Zhang et al., 2017). La expresion de TLR9 mejora la angiogénesis,
que estd relacionada con menores tasas de supervivencia de los pacientes con

cancer de pulmén (Belmont et al., 2014).

El mismo receptor se puede asociar con un prondstico bueno o malo, como
el caso del TLR9, o se puede correlacionar con un mal resultado (como el TLR4).
Es por ello que este tipo de receptores son dificiles de estudiar y se sugiere realizar
una mejor investigacion de receptores individuales en diferentes tipos de cancer
para un mejor enfoque. La expresion de TLR3 en el cancer de mama elevo la
supervivencia del tumor (Salaun et al., 2006), ademas en el cancer de préstata tuvo
la funcion de crecimiento y supervivencia del tumor a través de la via PI3BK/AKT
(Harashima et al., 2012).

2.1.5.3 Actividad antitumoral de los TLRs

Se ha demostrado que varios ligandos de TLR tienen un efecto antitumoral
en diferentes tipos de cancer. Por ejemplo TLR2 y TLR4 con su ligando derivado
sintético del lipido A (OM-174) en melanoma se observé que redujo la progresion
tumoral prolongando la supervivencia del tumor especialmente en combinacion con
ciclofosfamida (D’Agostini et al., 2005). Algunos ligandos han demostrados que
pueden ser eficaces como monoterapia, ocasionalmente se administran en un
tratamiento combinado, desempefiando el papel de adyuvantes de vacunas
(Awasthi, 2014).



Asi mismo, la activacion de la inmunidad contra el cancer deberia conducir a
la erradicacion eficiente de las células tumorales haciendo esto el objetivo de

muchas terapias contra el cancer.

2.1.6 Citocinas en la patogénesis y la terapia del cancer

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular liberadas por las células
y su funcion es la comunicacion entre ellas. Pueden actuar sobre las células que las
secretan (accion autocrina), sobre las células cercanas (accion paracrina) o, en
algunos casos, sobre las células distantes (accion endocrina) (J.-M. Zhang & An,
2007). La activacion de TLR conlleva a la produccién de citocinas pro y

antiinflamatorias, interferones tipo 1 y quimiocinas.

Las citocinas se liberan en respuesta a estrés celular, inducido por
carcindgenos, infeccion e inflamacion. Estas proteinas funcionan para estimular una
respuesta del huésped que son dirigidas a controlar el estrés celular y minimizar el
dafio celular. Las reacciones al estrés celular pueden impactar en varias etapas de
la formacion y progresion del cancer (Dranoff, 2004).

Por otro lado, la inflamacién crénica no resuelta provoca recambio celular y
en este proceso, la produccion desregulada de citocinas y sefializacion aberrante
de citocinas pueden conducir a crecimiento celular alterado, diferenciacion y
apoptosis (Wicht & Preisig, 1990). Con estos descubrimientos de la actividad de las
citocinas, las células cancerigenas se apoyan de las células inmunolégicas y

citocinas para favorecer el desarrollo y la progresiéon del cancer.

Las citocinas han constituido una estrategia para terapia contra el cancer, por
ejemplo, la interleucina 1 (IL-2) se ha observado que mejora la funcién de las células
natural killer (NK) y las células T CD8 aumenta la permeabilidad vascular
(Rosenberg et al., 1993); la interleucina 10 (IL-10) inhibe la presentacion de
antigenos tumorales (Qin et al., 1997); el factor de necrosis tumoral a (TNF-a)
induce la apoptosis de las células tumorales, activa el endotelio y los granulocitos

(Tracey & Cerami, 1994); la interleucina 6 (IL-6) mejora la funcion de las células T y



B, inhibicidn sistematicas (Nishimoto et al., 2000); entre otras citocinas usadas como

terapia contra el cancer.

2.1.7 Compuestos bacterianos en el desarrollo de las terapias contra el cancer

El cancer es una de las causas mas comunes de muerte, como opciones de
tratamiento para esta enfermedad incluyen la cirugia, la radioterapia, la
quimioterapia y la terapia biolégica. Sin embargo, a menudo surge a la resistencia
eficacia de la quimioterapia y la radioterapia, lo cual conduce a efectos secundarios
durante o después del tratamiento (Datta et al., 2015). Las terapias alternativas
como la terapia bioldgica se han propuesto para mejorar y aumentar la eficacia de

la terapia comun contra el cancer (Patyar et al., 2010).

Un enfoque que logra superar a las limitaciones de la terapia convencional
es el uso de bacterias, ya que por si solas pueden actuar como agentes
antitumorales, ademas tienen la capacidad para modificarse genéticamente para
alterar su capacidad de sintetizar y liberar compuestos especificos (Nuyts et al.,
2001). Un ejemplo lo desarrollé Furumoto et al., en el 2004, al informar que los
compuestos derivados de bacterias (oligonucledtidos CpG) se pueden usar para
activar las células dendriticas y causar la regresion completa de los tumores de
melanoma B16-F10, la cual se sabe que son altamente inmunosupresores en

ratones.

La inmunoterapia contra el cancer puede liberar componentes de la
respuesta inmunoldgica especifica en los pacientes para permitir que varios tipos

de células del sistema inmunolégico del huésped ataquen las células cancerosas

2.1.8 Ciclodipéptidos

Los ciclodipéptidos (CDP) son dicetopiperazinas (DKP) cicladas
conformadas por dos aminoacidos unidos por dos enlaces peptidicos (Vazquez-
Rivera et al., 2015), son producidos por diversos organismos como bacterias,

hongos y animales. Los CDP han demostrado un gran potencial para ser usados



como antioxidantes, agentes anti fUngicos, inmunomoduladores y anticancerigenos
(Begum Anhil et al., 2019).

El anillo de la molécula de CDP se compone de 6 miembros, los cuales
orientan sus sustituyentes de manera espacial definida, por lo que sus
caracteristicas estructurales estables representan un importante farmacoéforo en la
guimica medicinal. Ademas, conociendo su simplicidad estructural y su libertad
conformacional, las DKP han sido ampliamente utilizadas como modelos de
estudios conformacionales (ejemplo, cis, trans, isomerismo), reportandose amplias
configuraciones relativas de los residuos aminoacidicos ((Budesinsky et al., 2010;

Ressurreicéo et al., 2011)

Los ciclodipéptidos (Figura 3) son abundantes en la naturaleza ya que estan
presentes en muchos metabolitos secundarios. Desde el punto de vista bioldgico,
éstos pequefios componentes son capaces de unirse a un amplio rango de
receptores (Mollica, et al., 2014). Los CDP son ampliamente obtenidos por
extraccion de fuentes naturales, éstos pueden ser facilmente sintetizados, debido a

su simplicidad estructural (Prasad, et al., 1995).

La mayoria de las reacciones que forman el enlace peptidico en organismos
son llevadas a cabo por el ribosoma. Aunque se han reportado otras enzimas que
se encargan de la formacion de enlaces peptidicos, las cuales son una familia de
enzimas formadoras de enlaces peptidicos dependientes de los RNAs de
transferencia (RNAt) llamadas ciclodipéptido sintetasas/sintasas no ribosomales
(CDPS-NR); asi como también por una familia de enzimas formadoras de enlace
peptidico conocidas como ciclodipéptido sintasas no dependientes de ATP (CDPS)
(Finking & Marahiel, 2004; Gondry et al., 2009)

Figura 3. Estructura general de los ciclodipéptidos o 2,5-dicetopiperazinas. (Borthwick, 2012)



2.1.8.1 Actividad citotoxica de los ciclodipéptidos aislados en células

cancerosas

Los CDP han demostrado potencial para ser usado como agentes anti-
inflamatorios. El Ciclo (L-His-L-Pro) ha mostrado proteccion en contra de la
neuroinflamacién mediante las vias de modulacion de NF-kB y Nrf2 (Li et al., 2001).
Una composicion de CDP demostré la prevencion de inflamacion intestinal (Gondry
et al., 2009). Los CDP derivados de Streptomyces han regulado citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a y IL-6) en modelos in vivo e in vitro. Aislados de Achromobaster
han demostrado potencial anti-inflamatorio por la produccién de citocinas IL-10 y IL-
4. En 2019, Ahil et al. con CDP basados en L-Prolina de Pseudomonas sp. (ABS-
36) inhibieron las citocinas pro-inflamatorias aliviando la lesiéon renal en modelos de

ratones con nefropatia (Begum Ahil et al., 2019).

Ciclo (Val-Pro), ciclo (Gly-Phe), ciclo (Phe-Tyr), ciclo (Leu-Tir) y ciclo (Val-
Leu) aisladas de Streptomyces kunmingensis han manifestado accién citotéxica en
la linea celular MCF-7 (Wei et al., 2017). Ciclo (Pro-Tyr), ciclo (Val-Pro) y ciclo (Pro-
Met) derivado de Pseudomonas aurantiaca ha exhibido propiedades antifingicas
(Mehnaz et al., 2013). CDP provenientes de Actinomycetes tienen propiedades

antitumorales (De-hai et al., 2005)

En una investigacion se demostré que el Ciclo (Phe-Pro) inhibe el crecimiento
de la linea celular HT-29, MCF-7 y HelLa, ademas demostraron que la muerte celular
por apoptosis inducida en células HT-29 de cancer colon inhibe potencialmente el
crecimiento de tumores in vivo (Brauns et al., 2004). Ciclo (D-Tyr- D-Phe) induce
muerte celular mediante la activacion de caspasa 3 en la linea celular A549 de
adenocarcinoma pulmonar (Nishanth Kumar et al., 2014).

En el 2015, Vazquez-Rivera et al., demostraron que una mezcla cruda de
CDP aislados de Pseudomonas aeruginosa cepa PAO1 muestra efectos citotoxicos

en las lineas celulares HeLa y Caco-2.

Hernandez-Padilla et al. en el 2017, demostré la participacion de la via de

sefalizacion PI3K/Akt/mTOR en el mecanismo de induccién de apoptosis por los



CDP segregados por P. aeruginosa PAOl1 mediante la modulacion de la
fosforilacion de las proteinas cinasas Akt (Ser 473) y S6K (Thr 389). La mezcla de
CDP de PAO1 disminuye la formacion y el tamafio del tumor en un modelo de
melanoma en ratones de la cepa C57BL/6; andlisis de sangre de los roedores
indicaron que el tratamiento con CDP promueve un incremento en el nimero de
células del sistema inmunolégico adaptativo (Duran-Maldonado et al., 2020).
Ademas se demostré que los CDP en la linea celular HeLa bloquean la activacion
de vias de sefalizacion asociadas en el comienzo de la tumorigénesis (Hernandez-
Padilla et al., 2020).

2.2 Justificacion

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa del organismo, la
respuesta primaria a patdégenos en el sistema inmunitario innato estd mediada por
receptores tipo Toll (TLR), Cuando los TLR reconocen ligandos transducen sefiales
gue culminan mayormente en la produccion de citocinas que alertan a las células
del sistema inmunoldgico para la eliminacion de células dafiadas o células muertas.
Los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1l muestran
efectos citotdxicos en las lineas celulares Caco-2, HeLa y FO. Dada la estrecha
relacion entre el sistema inmunoldgico y el desarrollo del cancer por lo que es
necesario evaluar el efecto de los CDP de Pseudomonas aeruginosa PAO1 sobre

la via de sefializacion de los TLR en las células cancerosas HelLa y K562.

2.3 Hipotesis

Los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 participan en la
activacion de los receptores tipo Toll para producir citocinas en las lineas celulares
HelLay K562.



2.4 Objetivos
2.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 sobre
la via de los receptores tipo Toll de la respuesta inmunoldgica innata en células
cancerosas HelLa y K562.

2.4.2 Objetivos especificos

» Evaluar el efecto de los ciclodipéptidos sobre la activacién de la via de los
receptores tipo Toll (TLR) en las lineas celulares HeLa y K562.

+ Determinar el efecto de los ciclodipéptidos en la produccién de citocinas

anti y proinflamatorias en las lineas celulares HeLa y K562.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Medios de cultivo

v" DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

Medio completo. Composicion: Dulbecco’s Modified Eagle's Medium/Nutrient
Mixture F-12 Ham con L-glutamina y 15 mM de HEPES 15.6 g/L, NaHCO3 1.5 g/L,
Penicilina/Estreptomicina 10,000 U/mL de Penicilina y 10 mg/mL de estreptomicina
(Sigma) 1%, suero fetal bovino (SFB, Sigma) 10%.

Medio incompleto. Composicién: Dulbecco’s Modified Eagle's Medium/Nutrient
Mixture F-12 Ham con L-glutamina 'y 15 mM de HEPES 15.6 g/L, NaHCO3 1.5 g/L

v" RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium)

Medio completo. Composicion: Roswell Park Memorial Institute Medium con 2 mM
L-glutamina'y 10 mM de HEPES, 1 mM piruvato sédico, 4500 mg/L glucosa y 1500
mg/L, NaHCO3 1.5 g/L, Penicilina/Estreptomicina 10,000 U/mL de Penicilina, 10

mg/mL de estreptomicina (Sigma) 1%, suero fetal bovino (SFB, Sigma) 10%.



Medio incompleto. Composicion: Roswell Park Memorial Institute Medium con 2 mM
L-glutamina'y 10 mM de HEPES, 1 mM piruvato sédico, 4500 mg/L glucosa y 1500
mg/L, NaHCO3 1.5 g/L.

Cabe destacar que los dos medios de cultivo se ajustan a un pH de 7.4

3.2 Lineas celulares

Linea celular HeLa (ATCC® CCL-2™): Células epiteliales humanas aisladas de un
adenocarcinoma de cérvix, propagadas en medio DMEM suplementado con 5% de
SFB.

Linea celular K562 (ATCC® CCL-243™): Células de leucemia mieloide crénica
humanas propagadas en medio RPMI suplementado con 10% de SFB.

3.3 Crecimiento de P. aeruginosa PAO1
Se cultivé P. aeruginosa cepa PAO1 en medio Luria-Bertani que contiene 10 g/L de
peptona de caseina (Bi-oxon de México S.A) 5/L g de extracto de levadura (Merck-

México S.A) y 5 g/L de NaCl (Sigma Chemical Corporation) a un pH de 7.0.

3.4 Extraccién de ciclodipéptidos

Se prepararon 100 mL de medio liquido (LB) y se inocularon con
Pseudomonas aeruginosa (preindculo), se incubaron 12—-18 horas con movimiento
a 37 °C, posteriormente se tomaron del preinéculo 50 mL, se introdujeron en
matraces con 960 mL de medio LB y se incubaron por 48 horas a 30 °C con
movimiento a 125 rpm. Al finalizar el periodo de incubacién las bacterias fueron
removidas por centrifugacion a 3500 rpm por 15 min a temperatura ambiente, los
sobrenadantes fueron extraidos tres veces por 2 min cada una con un volumen igual
de acetato de etilo (J.T. Baker) acidificado con acido acético glacial (J.T. Baker) a
una concentracion de 0.01%. Se desechd la fase acuosa y las fases organicas se
colectaron en un matraz baldén para ser evaporadas a sequedad por evaporacion
rotativa (Rotavapor, Buchi R-215) a 60 °C. El residuo fue redisuelto en 1 mL de
metanol: acetonitrilo 1:1 grado HPLC (J.T. Baker), los extractos se concentraron

hasta sequedad en vacio (Concentrador Labconco) y se almacenaron a 4 °C hasta



el momento de su analisis. Para verificar la presencia y pureza de los CDP se realiz6

un andlisis mediante HPLC.

3.5 Cultivo celular

Para la linea celular HeLa se utiliz6 medio DMEM (Dulbecco modified Eagles
minimal essential médium) y para células K562 medio RPMI (Roswell Park Memorial

Institute médium).

Las células Hela tienen la caracteristica de adherirse al fondo de la caja
Petri, una vez que las células comienzan a crecer y alcanzan una monocapa
confluente, para evitar que mueran es necesario separarlas realizando “pases”. En
la linea celular HeLa se agrega una solucién de tripsina, para posteriormente
bloquear la accién de esta solucién con medio completo DMEM, una vez las células
libres se pueden volver a resembrar con las concentraciones indicadas segun el

experimento.

En cambio, las células K562 son células en suspensién asi que sus pases es
tomar una pequefia cantidad de cultivo que contenga unas pocas células y se diluye

en un volumen mayor de medio fresco.

3.6 Tratamiento con los ciclodipéptidos (CDP)

El tratamiento con los ciclodipéptidos se realizé a una concentracion de 0.01
mg/mL, estos CDP se diluyeron en solucion dimetilsulféxido (DMSO). Para el caso
de K562 se utilizaron tiempos de 0, 15 minutos y 2 horas, esto a que esta linea
celular es mas sensible a comparacion de HelLa en la cual se usaron tiempos de 0,

30 minutos y 4 horas.

3.7 Lisis celular

Al finalizar el tiempo de tratamiento con, el medio de cultivo se separ6 de las

células Hela, en las células K562 se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min para



separar las células del medio y se guardo el medio en frascos de 50 mL y se

almacend hasta su uso a -80 °C.

En las cajas de las células HeLa se despegaron con 2 mL de tripsina
dejandola actuar de 3 a 4 minutos, y se agregaron la misma cantidad de medio
completo DMEM para bloquear la accion de la tripsina, se despegaron las células y

se pasaron a tubo de 15 mL para centrifugarlas por 10 min a 10,000 rpm.

Para HeLa y K562 después de obtener la pastilla de células, se agregé PBS
frio para hacer un lavado, posteriormente se agregé buffer S6K para sonicarlas a
una amplitud de 30-40 por 10 segundos. De nuevo, se centrifugaron a 10000 rpm
por 15 minutos y se guardaron las muestras de sobrenadantes a -80 °C. Todo este

proceso se realizé a una temperatura de 4 °C.

3.8 Geles desnaturalizantes SDS-PAGE

Las proteinas totales obtenidas de la lisis celular se cuantificaron mediante el
meétodo de Bradford. Se tomaron 30 uyg de proteinas de cada muestra las cuales
fueron suspendidas en buffer de carga, se calentaron a 100 °C por 10 min en el
termoblock.

Las muestras fueron cargadas en un gel de acrilamida desnaturalizante SDS-
PAGE (gel separador: 12% de acrilamida. Gel concentrador: 5% de acrilamida). Se
uso el sistema Bio-Rad Mini-PROTEAM Tetra System y la electroforesis se corri6 a
120V durante 2 horas.

3.9 Western Blot

3.9.1 Transferencia de proteinas
Después de la electroforesis del gel SDS-PAGE se realizo6 la transferencia de

proteinas, se cortdé la membrana de PVDF del tamafio del gel de acrilamida, el
sistema se coloco en el siguiente orden: 1. Base; 2. Papel filtro ultra grueso BioRad;
3. Membrana de PVDF; 4. Gel de acrilamida; 5. Papel filtro ultra grueso biorad; 6.
Tapa del catodo con seguros y 7. Tapa de seguridad. Antes de que fuera armado el



sistema los papeles filtros fueron humedecidos con buffer de transferencia (Tris
base 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%), el gel se transfirio a 137 mAmps por
60 min. Se tifid el gel con azul brillante de Coomassie para comprobar la

transferencia.

3.9.2 Inmuno-deteccion
En un recipiente se coloco la membrana con 10 mL de TBS-T (Tris-HCL 10

mM; NaCl 0.9%; tween 0.1% pH 7.8) durante 15 minutos en agitacion constante a
temperatura ambiente, se deseché el TBS-T cada 5 minutos y se cambi6 por TBS-
T con solucion de bloqueo (leche 5%), se puso a bloquear durante una hora en
agitacion constante, después del bloqued la membrana al ser lavada con agitacion
tres veces con 10 mL de TBS-T 5 minutos. Se diluyeron los anticuerpos primarios a
utilizar (TLR2, TLR4, TLR10, MyD88, ikBa, p- ikBay NF-kB) por separado en TBS-
T con leche al 5% y se agregdé a la membrana incubandose toda la noche en
agitacion suave a 4 °C. Transcurrido este tiempo, la membrana se lavo tres veces
con TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después se diluyo el
anticuerpo secundario en TBS-T y leche al 5% y se incub6 con la membrana durante
3 a 4 horas en agitacion suave a temperatura ambiente. La membrana fue lavada 3
veces con TBS-T a 0.15 M por periodos de 5 minutos y una vez con TBS durante
10 minutos. El revelado se realizd en un recipiente donde se afiadié 1 mL de la
solucién de revelado agitando suavemente para cubrir toda la membrana, se colocé
en el cassette del fotodocumentador para su posterior revelado con ayuda del

software Image Lab.

3.10 Determinacion de citocinas

Se realiz6 la determinacion de las citocinas inflamatorias TNF-a e IL-6 a
través de la prueba de ELISA. Se usé el kit de ELISA de la marca CAYMAN
Chemicals®. Se siguieron los siguientes pasos los cuales ya estan establecidos en

el instructivo de este kit.

Primero se afadié 100 pL de las muestras en cada pozo. Cada muestra se

realizé por duplicado, se cubrié la caja y se incubé por 1 hora a temperatura



ambiente en agitacion constante. Se vaciaron los pozos y se enjuago 5 veces con
buffer de lavado, se afiadio 100 yL de anti IL-6 reconstituido para cada pozo de la

caja, se cubrid e incubd por 1 hora a temperatura ambiente en agitacion constante.

Se vacio la caja nuevamente y se enjuagé con buffer de lavado por 5 veces,
se afiadio 100 uL de Estraptavidina-HRP en cada pozo, se cubrio la caja y se incubo
por 30 minutos a temperatura ambiente en agitacion constante. Posterior a esa
incubacion, se enjuagd con buffer de lavado por 5 veces, se afiadié 100 pL de
solucién TMB sustrato para cada pozo, se cubrio la caja y se incubé por 30 minutos
a temperatura ambiente en oscuridad, posterior a este tiempo se afiadié 100 uL de
solucion de paro HRP para cada pozo y se leyo en un lector de placas a una longitud
de onda de 450 nm.

4. RESULTADOS

4.1 Los CDP de Pseudomonas aeruginosa PAOL estimulan la expresion de
TLR2 y TLR10 en la linea celular K562.

Con el objetivo de analizar el efecto de los ciclodipéptidos en la via de
sefalizacion de los TLR, se realizaron tratamientos de tiempo cero (control), 15
minutos y 2 horas en la linea celular K562. Los TLR que se analizaron fueron 3:
TLR2, TLR4 y TLR10 ya que son los que se encuentran presentes en las dos lineas

celulares a usar. La concentracion de los CDP que se us6 fue 0.01 mg/mL ya que
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Figura 4. Expresion de TLR4 por CDP de P. aeruginosa PAOL1 en la linea celular K562

en de nuestro grupo de trabajo se observd que es la concentracion que mejores
resultados genera.

En la figura 4, se observa que la expresion de TLR4 se mantiene en
cantidades similares con los tratamientos con CDP respecto al control. Por otro lado,
la expresion de TLR2 en la linea celular K562 aumenta a los 15 y 120 minutos el
tratamiento con los CDP. (Figura 5). La expresion de TLR10 también se modificé en
presencia de los CDP; el incremento en su expresion fue directamente proporcional
al tiempo que durd el tratamiento (Figura 6).
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Figura 5. Expresion de TLR2 en la linea celular K562 con tratamientos de CDP de P.
aeruginosa PAOL1.
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Figura 6. Expresion de TLR10 en la linea celular K562 con tratamientos de CDP
de P. aeruginosa PAOL.

Los resultados demuestran que el tratamiento con los CDP a los dos tiempos
evaluados (15 y 120 minutos) en la linea celular K562 estimulan la expresion de

TLR2y TLR10, mientras que la expresion de TLR4 no presento diferencias respecto
al control.

La proteina adaptadora MyD88, es un nodo central en las vias inflamatorias
ya que puede conducir a la produccion de citocinas proinflamatorias o
antiinflamatorias (Deguine & Barton, 2014) por lo que también se evalud la
expresion de esta proteina.
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Figura 7. Expresion de la proteina MyD88 en la linea celular K562
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Los resultados obtenidos muestran que la expresion de esta proteina se
modificd a los 15 y 120 minutos de los tratamientos con los CDP (Figura 7). Desde
los 15 minutos de tratamiento se aprecia un incremento en la expresion de estas

proteinas el cual se mantuvo hasta los 120 minutos.

El factor nuclear ikBa funciona para inhibir el factor de transcripcion NF-kB,
esto quiere decir que al estar activo este factor nuclear no se logra la activacion de
NF-kB. La inmunodeteccion realizada a esta proteina muestra que la expresion de
esta proteina bajé conforme al tiempo de exposicién de las células con los CDP
(Figura 8)
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Figura 8. Expresion de la proteina ikBa en la linea celular K562.

La activacion de la proteina ikBa fosforilada es necesaria para que el factor
de transcripcion NF-kB se trasloque al nucleo. El tratamiento con los CDP se evalu6
inmunodetectando a la proteina fosforilada. La figura 9 muestra que el tratamiento

con los CDP incrementé de forma gradual la expresion de p-ikBa.
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Figura 10. Expresion de la proteina ikBa fosforilada en la linea celular K562.
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Figura 9. Expresion de NF-kB en la linea celular K562

También la expresion de NF-kB en la linea celular K562 se analizd para
observar si este factor nuclear se activo en respuesta al tratamiento con CDP. El
resultado obtenido (figura 10) muestra que a los 120 minutos de la exposicion de

las células K562 con los CDP incrementd considerablemente la expresion de este
complejo proteico.
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3.2 Los CDP de P. aeruginosa PAO1 no modifican la expresion de TLR4 en la
linea celular HeLa

Como se menciono anteriormente, con el objetivo de analizar la expresion de
la via de sefializacion de los receptores tipo Toll, se realizaron tratamientos con CDP
de P. aeruginosa PAO1 a una concentracion de 0.01 mg/mL en la linea celular

HelLa. La duracién de las incubaciones fueron a 0 min, 30 min y 240 min.
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Figura 11. Expresion de TLR4 por CDPs de P. aeruginosa PAO1l en la
linea celular Hela.

En la figura 11, se observa que la expresion de TLR4 no se ve afectada en
los tratamientos con los ciclodipéptidos. En cambio, en la figura 12 se demuestra
gue la expresion de TLR2 en el tratamiento de 2 horas, su expresion es nula. En el
Western blot con el anticuerpo de TLR10, la expresion de 30 minutos en el

tratamiento baja y sube en el tiempo 240 minutos (Figura 13).



Como antes ya se habia mencionado, se midio la expresion de la proteina MyD88,

la cual es una proteina crucial en la via de sefializacion de TLR.
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Figura 12. Expresion de TLR2 por CDP de P. aeruginosa PAO1 en la linea celular HelLa.
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Figura 13. Expresion de TLR10 en la linea celular HeLa
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Figura 14. Expresién de la proteina adaptadora MyD88 en Hela
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Figura 15. Expresién de la proteina ikBa en la linea celular HeLa.
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De acuerdo a las figuras anteriores, se observa que la expresion de ikBa se
mantiene con los tratamientos y el control, también en ikBa fosforilada, que es la
gque se ocupa que se active para que se active NF-kB, se observa que va
disminuyendo su expresidn respecto al tiempo. En cambio NF-kB, su expresion se
ve que va aumentando conforme al tiempo en los tratamientos de los
ciclodipéptidos, eso quiere decir que NF-kB se esta activando por otra via de

sefializacion y no por la de los receptores tipo Toll.
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Figura 16. Expresion de la proteina p-ikBa en la linea celular HeLa
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Figura 17. Expresion de la proteina NF-kB en la linea celular HelLa
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3.3 El tratamiento con los CDP no modifico la produccion de citocinas en las

lineas celulares HelLa y K562.

Para determinar si el tratamiento con los CDP estimulé la produccion de
citocinas en las lineas celulares K562 y HelLa, se realizé la determinacion mediante
el kit de ELISA. En la linea celular HeLa también se uso lipopolisacaridos (LPS) ya
gue es un control positivo de la produccion de citocinas, es decir, ellos siempre
producen citocinas. En las células del sistema inmunolégico, los lipopolisicaridos al
unirse a su receptor especifico, TLR4 activa una cascada de sefalizacién en la cual
esté el factor nuclear kappa-B (NF-kB), el cual se transloca al nucleo y se une a la
region promotora del ADN de los genes que codifican para citocinas. Con el fin de
poner a prueba la presencia de este mismo mecanismo en las células Hela,

mantuvimos las células en presencia de LPS.

Los niveles de produccion de TNF-a se mantienen en las dos lineas celulares
tanto en HeLa como en K562, lo que indica que el tratamiento con CDP no induce

la secrecion de esta citocina (Figura 18).
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Figura 17. Expresion de TNF-a en las lineas celulares HelLa y K562



En la Figura 19, se observa que los niveles de produccién de IL-6 se
mantienen estables en la linea celular K562, mientras que en la linea celular HeLa
se observo que incrementa la produccién de IL-6 en los tratamientos con CDPs
respecto al control.

Por otro lado, para la produccion de IL-10 se analiz6 mediante Western Blot
en las dos lineas celulares, pudiéndose observar que la expresion de esta citocina
en K562 se mantuvo sin cambios en los tratamientos con los ciclodipéptidos
respecto al control, en cambio en la linea celular HeLa la produccion de esta citocina

presentd una disminucion en el tratamiento de 4 horas con los CDPs (Figura 20).
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Figura 19. Expresion de IL-6 en las lineas celulares HeLa y K562.
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Figura 20. Expresion de IL-10 en las lineas celulares HelLa y K562.



4. DISCUSION DE RESULTADOS

Los TLR se expresan en varias células cancerigenas humanas por ejemplo:
el cancer colorrectal, el cAncer gastrico, el cancer de mama, el cancer de pancreas,

melanoma, entre otros (Chen et al., 2022).

El tratamiento con CDP la linea celular K562, se observo que activd al
receptor tipo toll 2. El TLR2 es capaz de activar la respuesta inmunolégica innata y
tiene un rol antitumoral en las células cancerigenas (Chen et al., 2022). La
activacion del TLR2 en cancer gastrico estimula la proliferacion y también inhibi6 los
factores de apoptosis por medio de la via de sefializacion de MAPK (Meng et al.,
2020). También se ha demostrado que la activaciéon de TLR2 mejora la produccién
de especies reactivas de oxigenos en células de cancer de colon (NCM460, HT29
y CaCo-2), y en la proliferacion de células tumorales (Tsoi et al., 2017). Por otra
parte, la expresion del TLR10 en la linea celular K562 incrementd en relaciéon al
tiempo con los tratamientos de los CDP, actualmente hay pocos estudios de este
TLR pero se ha descubierto que el heterodimero TLR2/TLR10 es el responsable de
la activacion de NF-kB (Fore et al., 2020). En otro estudio se observo que al
activarse este receptor, la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-6 y TNFa) se
reduce (Hess et al., 2017) sin embargo, el tratamiento con los CDP en estas células
no mostré cambios en la producciéon de citocinas. También en otro estudio se
observo que al activarse este receptor, la produccién de citocinas proinflamatorias
(IL-6 y TNFa) se reduce (Hess et al., 2017).

En la linea celular Hela, solo TLR2 baj6 su produccién respecto al tiempo de
tratamiento con los CDP. En un reciente trabajo de cancer colorrectal en ratones,
se mostré que la eliminacion de TLR2 da como resultado la inhibe del crecimiento

de este cancer (Meng et al., 2020).

MyD88 es una proteina adaptadora indispensable para la via de sefializacion
de TLR. En la linea celular K562 se observo que se activa esta proteina adaptadora.
Se sabe que en el cancer de vejiga un aumento de los niveles de expresion de TLR2



y TLR4 induciendo asi la activacion de MyD88 y NF-kB para aumentar la secrecion

de citocinas inflamatorias, en este caso TNF-a (O’Neill et al., 2013).

En la via de sefalizacion de TLR, rio abajo esta la proteina ikBa en su estado
fosforilado, la cual en la linea celular K562 se observa que se esta activando y que
debido a esto se active NF-kB y se trasloque al nucleo. La activacion de NF-kB en
células mieloides aumentan la inflamacion del microambiente tumoral y esto por
consecuencia aumenta la secrecion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-
6, y esto conduce una rapida proliferacion de células tumorales (Terzi¢ et al., 2010);
también la activacion de este marcador protege a las células cancerosas de la

apoptosis y podria participar para las terapias de quimioradiacion (Xia et al., 2014).

Por otro lado, la interleucina 10 es una citocina antiinflamatoria que promueve
la proliferacion de células tumorales y metastasis a través de la imunosupresion. En
nuestros resultados se observd una baja secrecion pero se necesitaria hacer otros
experimentos para ver si los tratamientos con los CDP secretan citocinas anti o

proinflamatorias y asi se observe el ambiente tumoral de estos tratamientos.
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Figura 21. Vias de sefializacion con tratamientos de CDP en linea celular K562 y HelLa
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En la Figura 21, se puede observar las vias de sefializaciéon de cada linea
celular conforme a nuestros resultados. En K562, se activa TLR2 y TLR10 junto a
su proteina adaptadora MyD88, a su vez la activacion de la proteina ikBa fosforilada
y NF-kB para la secrecion de citocinas. Se deberia de evaluar en préximos trabajos
si otros tipos de TLR se activan en estas dos lineas celulares, ademas de evaluar
la secrecion de mas citocinas para asi determinar el ambiente tumoral en el que

estaran.

En Hela, se puede apreciar que NF-kB se esta activando por otra via
diferente a TLR, esto por los antecedentes que hay en el equipo de trabajo.
Hernandez-Padilla en 2020, observo que las células HeLa con los tratamientos de
CDPs activaron PI3K fosforilada y a su vez esta activd a AKT fosforilada y se conoce
que estas dos proteinas fosforiladas estan implicadas también en la activacion de
NF-kB.

5. CONCLUSIONES

En la linea celular K562, se activaron los TLR 2 y TLR10 que actia como

heterodimeros en la via de sefializacion.

e Los CDP estimulan la activacion de NF-kB en las células K562 y Hela.

e El tratamiento de células HeLa con CDP a una concentracion de 0.01 mg/mL
regula a la baja la expresion que codifica a la citocina anti-inflamatoria IL-10.

e Se necesitan mas estudios para determinar la codificacion de citocinas pro

y anti inflamatorias para asi determinar el microambiente tumoral de estos

tratamientos.
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