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Resumen

La apoptosis es una muerte celular programada (MCP) que mantiene el equilibrio entre supervivencia y
muerte. Un correcto funcionamiento de las vias apoptéticas contribuye a mantener la integridad gendémica
mientras que un defecto en la apoptosis puede derivar en el desarrollo de cancer. Frecuentemente las
células tumorales desarrollan mecanismos moleculares con el objetivo de evadir la apoptosis y adquirir
resistencia a los agentes citostaticos mediante la sobreexpresion de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2
o la mutacion de genes supresores de tumores como p53. La alteracion en la funcion de estas proteinas
puede derivar en el silenciamiento de los promotores de genes implicados en la reparacion del ADN como
MGMT. Actualmente la regulaciéon de la apoptosis se considera una diana terapéutica prometedora para
el tratamiento del cancer, lo que ha llevado al desarrollo de agentes citotoxicos cuya funcion es inducir
apoptosis en células tumorales. En este trabajo se presenta un proyecto para analizar in vitro los efectos
biolégicos a nivel celular y molecular provocados por los agentes citostaticos camptotecina, rituximab, y
nivolumab en lineas tumorales de carcinoma de pulmén, H1299, y linfoma no Hodgkin, RL, mediante el
uso de técnicas de cuantificacion celular (Anexina V-FITC e IP, TUNEL) y el estudio molecular de
conversién por bisulfito y PCR de metilacién. Se presentan diferentes ensayos dosis-respuesta que
permiten estudiar la apoptosis provocada por estos agentes citostaticos y conocer el estado de metilacion
del promotor de la enzima MGMT. La evaluacion molecular y celular ofrece la posibilidad de entender los
mecanismos moleculares desarrollados en las células y determinar la dosis 6ptima para los diferentes
tratamientos. Si los resultados obtenidos son prometedores, en el futuro seria conveniente estudiar el
efecto sinérgico entre los agentes, ya que esto podria permitir la mejora y desarrollo de tratamientos que
puedan llegar a clinica.
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Introduccién

La muerte celular programada (MCP) es un proceso fundamental para el desarrollo embrionario, el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, la eliminacion de células dafiadas, el envejecimiento y la
regulacion de la viabilidad celular mediante hormonas y factores de crecimiento [1]. Anomalias en la
muerte celular programada pueden derivar en el desarrollo de enfermedades como cancer (baja velocidad
de muerte celular) o enfermedades neurodegenerativas (alta velocidad de muerte celular) [1]. La muerte
celular programada, como son la apoptosis y autofagia, se desencadena por necesidades fisioldgicas. Por
otro lado, la muerte celular regulada, puede ser modulada por farmacos o genéticamente, como por
ejemplo la pyroptosis. Por ultimo, la muerte celular accidental se produce por condiciones fisicas o
quimicas extremas, es decir, es una muerte celular no programada. Un ejemplo de ello es la necrosis [2].

En el estudio nos vamos a centrar en la apoptosis, pero primero describiremos brevemente los diferentes
tipos de muerte celular mencionadas.

La autofagia es una muerte celular programada no apoptotica independiente de caspasas. Se produce
principalmente por privacion de nutrientes. Se caracteriza por ser un proceso catabolico donde se forman
unas vesiculas denominadas autofagosomas, las cuales invaginan el material citoplasmatico para,
posteriormente, fusionarse con los lisosomas y producir la degradacion del material intracelular (Figura 1)
[3]. La pyroptosis estd clasificada como un tipo de muerte celular regulada, pero al igual que la
apoptosis, también es un tipo de muerte celular programada. Morfoldégicamente se caracteriza por la
condensacion de la membrana nuclear, la fragmentacion del ADN, formacion de poros en la membrana
plasmatica y ruptura de esta, provocando la liberacion de mediadores proinflamatorios como IL-1p e IL-
18 (Figura 1) [4, 5]. La necrosis se produce por dafio toxico, traumatico o hipdxico afectando a
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numerosas células. Desde el punto de vista morfolégico se produce incremento del tamafio celular,
desintegracion de los organulos y finalmente pérdida de la integridad de la membrana celular liberando
los componentes intracelulares al medio, entre ellos las alarminas, causando una fuerte respuesta
inmunitaria [1].

Apoptosis

La apoptosis es una muerte celular programada dependiente de caspasas. Se produce cuando la célula
pierde su individualidad o funcionalidad. Morfologicamente se caracteriza por el mantenimiento de la
integridad de la membrana celular, colapso del citoesqueleto, condensaciéon de la cromatina y reduccion
del tamafio celular seguido de la fragmentacion de la membrana nuclear produciendo la formaciéon de
cuerpos apoptoticos que envian sefiales quimicas a células adyacentes y a los macrofagos para ser
fagocitados, lo cual requiere ATP [1]. Durante el proceso apoptdtico se produce la activacion masiva de
caspasas y dependiendo de cuales se activen se desencadena la via extrinseca o intrinseca [1].

La activacion de la via extrinseca se produce por ligandos externos, TNF y FaslL, que se unen a sus
respectivos receptores de muerte, TNFR1 y Fas (Figura 1). Esta unioén provoca cambios conformacionales
en la parte citosolica del receptor donde estan los dominios de muerte (DD) a través de los cuales se une
el complejo de sefializacion inductor de muerte o DISC. Esta plataforma regula la activacion de las pro-
caspasas iniciadoras 8 y 10. La activacion de estas caspasas inicia una serie de procesos proteoliticos que
conllevan la activacion de las caspasas efectoras 3 y 7 provocando la ejecucion de las vias de la apoptosis

[6].

La activacion de la via intrinseca se desencadena por sefiales pro-apoptdticas como el estrés oxidativo e
intracelular, dafio en el ADN vy alta concentracion de Ca®" (Figura 1). Las diferentes vias de respuestas
convergen en la mitocondria a través de la activacion de los miembros pro-apoptodticos de la familia Bel-
2. Estas proteinas provocan la permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria (MOMP),
generando poros por los que se produce la salida de citocromo C, factor inductor de apoptosis (AIF),
endonucleasa G y las proteinas Smac/Diablo. El citocromo C se asocia con Apaf-1 y con la pro-caspasa-9
para formar el apoptosoma, el cual hidroliza la pro-caspasa-3. La caspasa-3 activa se encarga de ejecutar
la apoptosis al igual que en la via extrinseca. De forma paralela, AIF y la endonucleasa G se translocan al
nucleo para producir la fragmentacion del ADN mientras SMAC/DIABLO inhiben la actividad anti-
apoptotica de la familia de los inhibidores de proteinas de apoptosis (IAP) [6].

Tanto la via extrinseca como la via intrinseca estan interconectadas ya que una vez activada la caspasa-8
por la via extrinseca, esta activa a la proteina pro-apoptética de la familia Bcl-2, Bid, provocando la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial, la apertura del poro y la activacion de la caspasa-9 [6].
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Figura 1.- Esquema de las vias de sefializacion candénicas de apoptosis extrinseca e intrinseca,
autofagia y pyroptosis. Imagen realizada con BioRender.com.

Proteinas implicadas en muerte celular como dianas terapéuticas

El cancer se considera una de las causas de mortalidad principales en los paises desarrollados [7]. Se
conoce que la alteracion en las vias apoptoticas esta relacionada con la patogénesis de carcinomas y la
resistencia a los tratamientos antitumorales, por lo que la regulacion de la apoptosis se presenta como una
de las dianas terapéuticas mas prometedoras del futuro para el tratamiento del cancer [8]. Por este motivo,
se han desarrollado tanto agentes citostaticos que permitan la mejora del tratamiento, como nuevas
técnicas de cuantificacion de apoptosis que faciliten el estudio de estas afecciones [9].



Los agentes citostaticos son un grupo de medicamentos utilizados para el tratamiento del cancer y otras
enfermedades. Existen diferentes clases segun su mecanismo de accion: agentes alquilantes, sales de
platino, antimetabolitos, alcaloides vegetales, hormonas, antihormonas, is6topos radiactivos,
antitumorales y anticuerpos monoclonales, de uso mas reciente [9]. La mayoria de ellos act@ian sobre el
ADN impidiendo su replicacion o sobre los mecanismos de proliferacion celular induciendo la apoptosis.
El éxito de estos agentes radica en las diferencias moleculares y metabdlicas entre las células sanas y las
células tumorales que hacen que estas tengan mayor tasa de replicacion. Sin embargo, para el tratamiento
de neoplasias hematoldgicas, la quimioterapia citotoxica implica el desarrollo de efectos toxicos graves,
por lo que no ha resultado ser 6ptima [9]. Debido a esto, el surgimiento de los anticuerpos monoclonales
en la ultima década ha supuesto un gran avance para el tratamiento de trastornos linfoproliferativos por su
capacidad para atacar células tumorales de forma directa y especifica [9]. Estos anticuerpos se emplean
como una terapia inmunoterapéutica, ya que utilizan agentes dirigidos especifica y directamente contra
proteinas cuya expresion es muy alta y estable en células tumorales, pero ausente en tejidos importantes.
Por ejemplo, el antigeno CD20 se considera un blanco terapéutico dptimo, pues su expresion es alta en
linfomas de células B y ausente en células progenitoras hematopoyéticas [10]. Otro caso destacable es el
del receptor de muerte celular programada, PD-1, ya que su ligando PDL-1, cuya expresion es mayor en
células tumorales, les confiere un blindaje contras las células T [11].

A pesar de las ventajas que confiere la inmunoterapia, la mayoria de los agentes anticancerigenos que
afectan a los procesos de MCP van dirigidos hacia oncogenes inductores de tumores como Bel-2, cuya
funciéon es evitar la apoptosis [12]; enzimas implicadas en la replicacion del ADN como las
topoisomerasas [10]; o genes supresores de tumores como p53, implicado en el desencadenamiento de la
apoptosis [13]. La proteina p53 tiene gran importancia ya que regula positivamente numerosos genes,
entre los cuales se encuentran las proteinas pro-apoptéticas de la familia Bel-2, como BAX, cuya
regulacion es importante en el proceso apoptotico [14]. También se sabe que la expresion del gen que
codifica para la enzima metilguanidina-ADN metiltransferasas (MGMT) estd regulada por p53. La
proteina MGMT se utiliza como marcador molecular por la asociacion de la metilacion de su promotor a
la respuesta de los agentes alquilantes. La funcion de esta enzima consiste en reparar el dafio del ADN
causado por la adicion de grupos alquilo en la posicién O° de la guanina, ya que los agentes alquilantes
pueden generar metilaciones aberrantes en el genoma que desencadenen la apoptosis [15]. Determinadas
alteraciones en la funcién o expresion de las proteinas p53 y Bcl-2, como en las vias en las que
intervienen o en la transduccion de sefiales, pueden llevar al aumento de proliferacion celular y
generacion de tumores [12, 14, 15].

Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es la evaluacion in vitro de los efectos bioldgicos ejercidos por
distintos agentes citostaticos en diferentes lineas tumorales bajo condiciones de dosis-respuesta mediante
un amplio abordaje metodologico. Como objetivos especificos se han planteado: 1) estudio celular de
apoptosis en lineas tumorales sensibles a agentes citostaticos y ii) analisis epigenético del efecto de los
agentes citostaticos sobre las lineas celulares: estudio de la metilacion del promotor del gen MGMT.

Material y métodos

Cultivos celulares

En este estudio se emplearan las lineas celulares RL y H1299. La linea celular del linfoma no Hodgkin
(LNH) RL procede del liquido ascitico, se caracteriza por la presencia de la translocacion t (8:14) que
resulta en la sobreexpresion del gen anti-apoptdtico Bcl-2. La linea celular H1299 procede de un
carcinoma de pulmén humano de células no pequefias (CPCNP) originario de una metastasis del nodo
linfatico, caracterizada por la falta de expresion de la proteina p53 y la delecion parcial de p53
(homocigética).

Los viales de células se descongelan en un bafio de agua a 37°C. Se afiade medio de cultivo completo a
cada vial y se transfiere el contenido de este a otro tubo con medio completo. Se centrifuga a 1,200 rpm
durante 5 minutos y se elimina el sobrenadante. Seguidamente se resuspende el pellet celular en medio de
cultivo, se traspasan a un matraz de 75cm?® y se introduce en la incubadora durante 15 minutos para que el
medio alcance su pH normal (7-7.6). El cultivo celular para ambas lineas se realiza con medio RPMI-
1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino (FCS), 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de
Glutamina. La linea celular se incuba en condiciones de esterilidad a 37°C, atmosfera con 90% de
humedad y 5% de CO,, Para mantener un crecimiento exponencial se realizan subcultivos cada 24-48h
segun el estado de confluencia. Por ultimo, se realiza la deteccién de contaminacién por micoplasma
mediante PCR y se congela un vial (STOCK) de los cultivos negativos. La densidad y viabilidad de las
células se determinan mediante la técnica de tincion por exclusion de Azul Tripan y una camara de
Neubauer.



Agentes citostaticos

Los agentes citostaticos elegidos para este proyecto son el rituximab, el nivolumab y la camptotecina
(Tabla 1). La FDA aprobo en 1997 el uso del rituximab para uso clinico en el tratamiento de pacientes
con LNH. Como indica la Tabla 1, rituximab se une especificamente al antigeno de membrana CD20 el
cual estd expresado en mas del 95% de células B de LNH [16]. Por otro lado, el nivelumab, fue aprobado
en 2014 por la FDA para el tratamiento de carcinoma pulmonar. La unién de este anticuerpo al receptor
de muerte programada PD-1 potencia la respuesta antitumoral de los linfocitos T contra las células
cancerigenas [11]. Por tltimo, la camptotecina es un agente quimico que induce la muerte de las células
cancerigenas cuando se encuentran en mitosis mediante la inhibicion de la topoisomerasa I. Esto significa
que su accion antimitotica es inespecifica generando muchos efectos secundarios. Para minimizar los
efectos adversos en clinica se utilizan derivados sintéticos como el topotecan e irinotecan, ambos
aprobados en 1996 por la FDA [17]. El rituximab es especifico para la linea celular RL, pero no para
H1299, mientras que el nivolumab es especifico para H1299, pero no para RL. En cambio, la
camptotecina es inespecifica para ambas lineas tumorales. Por todo ello, la justificacion para el uso de
estos farmacos es la necesidad de comparar y evaluar los efectos celulares y moleculares que generan en
lineas tumorales con distinto grado de especificidad.
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Tabla 1.- Descripcion del mecanismo de accion y caracteristicas principales de los agentes citostaticos
rituximab, nivolumab y camptotecina.

Disefo experimental del estudio

Para este estudio se siembran por triplicado 130,000-170,000 células/ml en placas de 24 pocillos. Al cabo
de 24h las células se tratan con concentraciones crecientes de cada farmaco: RTX (0,2 pg/ml 2 pg/ml, 20
pg/ml), NVL (0,1 pg/ml, 1 pg/mL 10 pg/ml), CPT (0.5 uM, 1 uM, 2 uM), ademas de células sin farmaco
que se utilizaran como control. Se dejan crecer a 37°C con 5% CO2. Las mediciones se realizan a las 12h
y 24h del tratamiento

Técnicas a aplicar para el estudio celular y molecular de la apoptosis

En esta seccion se desarrollan tedricamente los métodos a utilizar para la obtencion de datos y el estudio
celular y molecular de la apoptosis entre los cuales se encuentra la deteccion de poblaciones apoptdticas y
la evaluacion de la integridad de la membrana mediante citometria de flujo utilizando el Kit AnexinaV-
FITC e IP, la deteccion de fragmentacion de ADN mediante microscopia confocal utilizando la técnica
TUNEL y por tultimo el estudio de la metilacion del promotor MGMT mediante conversion con bisulfito
y metilacion especifica de PCR (MSP).

Citometria de Flujo - AnexinaV-FITC e IP

La integridad de la membrana celular se puede estudiar utilizando el procedimiento de AnexinaV-FITC e
IP. La anexina V es una proteina con capacidad para unirse a los fosfolipidos y especificamente a los
residuos de fosfatidilserina (FS) de forma dependiente de calcio. En las células vivas el fosfolipido FS
estd localizado en el lado citosélico de la membrana celular. En la fase inicial de la apoptosis se produce
un cambio en la distribucién de FS, translocandose hacia la parte externa de la membrana celular. La
presencia de FS en la parte extracelular puede ser detectada con Anexina V marcada con isotiocianato de



fluoresceina (FITC). Este ensayo se suele utilizar en combinacion con el ioduro de propidio (IP). EL IP
penetra en la célula cuando la membrana esta dafiada, lo que se corresponde a la fase tardia de la
apoptosis o a células en estado necrotico [19].

Esta técnica nos permite detectar hasta 4 poblaciones: i) células vivas (AnexinaV-FITC/IP negativas), ii)
células en fase temprana de la apoptosis (AnexinaV-FITC positiva, IP negativa), iii) células en fase tardia
de la apoptosis (AnexinaV-FITC/IP positivas) y iv) células necréticas (AnexinaV-FITC negativa, 1P
positiva) [19]. Ejemplo indicado en la Figura 2.
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Figura 2.- Fundamentos del ensayo de Anexina V-FITC-IP. i) Cuando la célula estd en condiciones
normales, los residuos de FS se encuentran en la cara interna de la membrana y el complejo Anexina
V-FITC no se puede unir, por lo que no emitirad fluorescencia. El IP no puede atravesar la membrana,
por lo que no se une al ADN ni emite fluorescencia. ii) En la fase temprana de la apoptosis los
fosfolipidos se traslocan a la parte externa de la membrana, son detectados por el complejo Anexina
V-FITC y emiten fluorescencia. En cambio, se sigue manteniendo la integridad de la membrana por
lo que no se detecta sefial provocada por IP. iii) En la fase tardia de la apoptosis ademas de detectar la
sefial procedente del complejo Anexina V-FITC-FS, la célula también presenta pérdida de la
integridad de la membrana, por lo que el IP puede pasar al interior, unirse al ADN y emitir
fluorescencia. iv) Se detectan células necrdticas, las cuales no poseen FS en la parte extracelular, pero
siguen teniendo la membrana dafiada, por lo que emitird la sefial provocado por el IP. Imagen
realizada con BioRender.com,

Para llevar a cabo este ensayo se utiliza un kit Anexina V-FITC e IP (Immunostep). Tras el tratamiento
con los farmacos a las concentraciones correspondientes y transcurridas 24h, las células se recolectan
mediante tripsinizacion (H1299)/centrifugacion (RL), se lavan dos veces con PBS y se centrifugan a
1,500 rpm durante 5 minutos. Seguidamente las células se incuban con 5 pl de Anexina V y 3 ul de IP
durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad en 10x TU (Tampén de Union, 50 ml. 0,1M
Hepes/NaOH, pH 7.4, 1.4 M NaCl, 25 mM CacCl2). Posteriormente, se afiaden 200 ul de tampdn de union
para mantener unido el calcio durante su andlisis en el citdmetro de flujo. Como control negativo y para
definir el nivel basal de células apoptdticas y necréticas se utilizan células no tratadas. Para determinar la
compensacion del citometro de flujo y los cuadrantes ademas de utilizar células no marcadas se utilizan
células marcadas s6lo con AnexinaV-FITC (sin PI) y células marcadas con PI (sin AnexinaV-FITC). Este
ensayo se realizara con el citometro de fluyjo MACSQuant® Analyzer 10 (Miltenyi Biotec). La excitacion
de los fluorocromos se realiza con laser azul (488nm) las fluorescencias emitidas se recogen en los
detectores correspondientes para la fluoresceina (FITC-525 nm) y para el IP (615nm). El andlisis de los
datos adquiridos se realizara con el programa MACSQUANTIFY (Miltenyi Biotec).

Microscopia confocal - Deteccion de fragmentacion del ADN mediante TUNEL.

Durante el proceso apoptdtico se producen fragmentos gendmicos cuyos extremos terminales pueden ser
marcados con nucleétidos modificados (dUTP) mediante la deoxinucleotidil transferasa (TdT)
(TUNEL). Esta técnica consiste en afiadir nucledtidos marcados con un fluorocromo a los extremos 3’-
OH libres del ADN de cadena simple o doble en una reaccion catalizada por la TdT. Los dUTP se
detectan tras una reaccion con un anticuerpo conjugado con un fluorocromo, por lo que cuanta mas
cantidad de fragmentos de ADN haya mayor sera la intensidad de fluorescencia. La sefial emitida puede
ser medida tanto por citometria de flujo como por microscopio de fluorescencia. Los resultados obtenidos
se comparan con un control negativo (incubacion de la muestra en ausencia de transferasa) y un control
positivo (muestra tratadas con DNAasa I). La principal ventaja de esta técnica es que permite detectar in
situ fragmentacion real del ADN de forma objetiva [19]. Ejemplo indicado en la Figura 3.

Para realizar este ensayo se utiliza el kit DeadEnd™ TUNELSystem fluorométrico (Promega). Tras el
tratamiento con los farmacos a las concentraciones correspondientes y transcurridas 24h, las células se
lavan con PBS, se fijan con 5ml de formaldehido 4% durante 15 minutos y se permeabilizan con etanol
70% durante 4h en hielo. A continuacidon, se afiaden 100 ul de tampdn de equilibrio (220Mm cacodilato
de potasio, 25mM Tris-HCL, 0,2mM DTT, 0,25mg/ml BSA, 2,5mM CoCl2) y se incuba a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Seguidamente se continua con el marcaje de los nucledtidos y se aflade una



preparacion de 100 pl de la reaccion TdT. Tras la incubacion, las muestras se lavan con PBS, y se tifien
con TOPRO para marcar los nticleos y se lavan nuevamente con PBS. Finalmente, las muestras obtenidas
se observan con el microscopio Confocal Leica SP5. Como control positivo de la reaccion se utilizan
células tratadas con DNasa I, mientras que para control negativo se prepara una mezcla con 45 pl de
tampon de equilibrio, 5 pl de mezcla de nucleodtidos y 1 pl de agua autoclavada. Se adquieren 5 campos
de cada tratamiento y se realiza el contaje de niicleos TUNEL + mediante el programa Image J. Los
resultados se presentan como el tanto por ciento de células TUNEL positivo frente las células totales

ADN no fragmentado ADN fragmentado

Figura 3.- Fundamentos del ensayo deteccion de fragmentacion del ADN mediante TUNEL. En
condiciones normales la célula posee el ADN intacto, por lo que la enzima TdT no puede unir los
dUTPs al extremo 3’-OH y no se detecta sefial fluorescente. En cambio, en condiciones citotoxicas
donde se ha producido fragmentacion del ADN la enzima TdT cataliza la reaccion de union de los
dUTPs y pueden ser detectados con un anticuerpo conjugado a un fluorocromo el cual emite
fluorescencia. Imagen realizada con BioRender.com.

Estudio molecular - Modificacion del ADN con bisulfito sddico y andlisis de metilacién mediante
MSP (Methylation PCR).

Una de las modificaciones epigenéticas mas estudiadas en mamiferos es la metilacion del ADN, la cual se
produce normalmente en los dinucledtidos CpG constituyendo las demominadas islas CpG que se
concentran de manera repetitiva en las regiones promotoras de los genes. Las secuencias que se
encuentran metiladas inhiben la expresion de genes, ya que la presencia de los metilos en las islas CpG
provoca un silenciamiento transcripcional. El método de modificacion con bisulfito se utiliza para
estudiar la metilacion del ADN ya que se puede discernir entre secuencias metiladas (M) y no metiladas
(U) convirtiendo las citosinas no metiladas en timidinas, mientras que las citosinas metiladas no sufren
cambios [20].

Extraccion ADN. Se eclimina el medio, se recolectan las células mediante tripsinizacion (H1299)
/centrifugacion (RL) y se realiza un lavado con PBS. Posteriormente, se procede a purificar el ADN de
estas células tratadas. Aunque existen numerosos kits comerciales para obtener ADN gendmico, el
método clasico de purificacion incluye varios pasos (lisis, purificacion y precipitacion). Para comenzar se
afiaden 675 pl de tampon lisis de ADN (1M de Tris pH 8,1, CINa 2,5M, EDTA 0,5M, SDS 1%), y 20 ul
de RNasa. Tras 5 minutos de incubacion, se afiade un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico y se agita
en vortex. A continuacion, las muestras se centrifugan durante 5 min a 13,000 rpm y se recuperan 500 pl
aproximadamente de fase acuosa. Se aflade un volumen de cloroformo y se centrifuga nuevamente
durante 5 minutos a 13,000 rpm. Por tltimo, para realizar la precipitacion del ADN se afiade 1 volumen
de isopropanol y 0.1 volumen de acetato de amonio. Se incuban las muestras durante 3 horas a -80°C y se
centrifugan durante 15 minutos a 13,000 rpm. El sedimento obtenido tras la realizacion de estos pasos es
el ADN purificado, el cual se lava con etanol 70% dos veces. Finalmente, el ADN se resuspende en agua
destilada de calidad biologia molecular, miliQ estéril. Se mide su concentraciéon por espectrofotometria y
se ajusta a una concentracion final de 20ng/pl.

Conversion con bisulfito sédico. El tratamiento con bisulfito sédico permite determinar el estado de
metilacion del promotor del gen MGMT en las lineas celulares estudiadas antes y después de los
tratamientos con los agentes citostaticos [20].

Para la modificacion con bisulfito se emplea el kit EZ DNA Methylation-Gold (Zymo Reseacrh). Este kit
cuenta con una eficacia de conversion de un 99% y una recuperacion de ADN de mas de un 80%. Se
afiaden 5 ul del tampoén de dilucion a cada una de las muestras de 20 pl de ADN, se ajusta hasta un
volumen de 50 pl, se homogeneiza la mezcla y se incuban las muestras a 37°C durante 15 minutos. A
continuacion, se aiaden 100 pl de reactivo de Conversion CT a cada una de las muestras y se incuban a
50°C durante 12-16 horas en oscuridad. Tras esta segunda incubacion se realiza una tercera durante entre
0-4°C (en hielo) durante 10 minutos. Para la recuperacion del ADN se afiaden 400 ul de tampén de unidon
a una columna de Zymo-Spin™ donde colocaremos el tubo de recoleccion. Seguidamente se cargan las
muestras en la columna que se ha preparado. Tras esto se cierra la tapa de la columna para evitar la



pérdida de la muestra y se centrifuga a 10,000 rpm durante 30 segundos y se descarta el sobrenadante.
Para eluir el material genético se afiaden 100 pl de tampon de lavado a la columna y se centrifuga a 1,300
rpm durante 30 segundos. Posteriormente se afiaden 200 ul de tampon de desulfonacion a la columna, se
deja reposar a temperatura ambiente durante 15-20 minutos y se centrifuga a 1,300 rpm durante 30
segundos. Para optimizar la recuperacion de ADN la columna con 200 pl de tampoén de lavado y se
centrifuga a 1,300 rpm durante 30 segundos. Finalmente se transfiere la columna a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml, se afiaden 10 pl de tampdn de elucion y se centrifuga a 1,300 rpm durante 30
segundos. Las muestras se almacenan a -20°C hasta su uso.

PCR especifica de metilacion (MSP)._Para llevar a cabo este ensayo es necesario el disefio de dos sets
de cebadores especificos para estudiar el gen MGMT, uno para la secuencia no metilada y otro para la
secuencia metilada. Idoneamente los cebadores disefiados deben contener 2-3 islas CpG para poder
discriminar entre secuencias no metiladas y metiladas. Las secuencias de los cebadores detalladas en la
Tabla 2 han sido obtenidas a partir del estudio llevado a cabo Ji-Ching Lai y colaboradores [21].

Secuencia
Forward 5' TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT 3
No metilado
Reverse 5' AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA 3
Metilad Forward 5' TTTCGACGTTCGTAG GTTTTCGC 3
etilado
Reverse 5' GCACTCTTCCGAAAA CGAAACG 3

Figura 2.- Secuencias de lo cebadores empleados en la MSP para este proyecto, tanto para la reaccion
de no metilacion como para la de metilacion. Se han sefialado en rojo las islas CpG.

Para llevar a cabo este ensayo se emplean 4 pl del ADN tratado con bisulfito, en un volumen de reaccion
final de 50 pl. La mezcla de amplificacion para una reaccion incluye 5 pl de tampén Taq Polimerasa 10X,
1,5 pul de MgClI2 50 mM, 5 pl de dNTPs 2 mM, 0,125 pl de cada uno de los oligonucleotidos 100 uM y
0,2 pl de Taq polimerasa. Las condiciones para la amplificacion por PCR se hace seglin el protocolo de
Fernandez-Fernandez and Esteller [29] en el termociclador Applied Biosystems Veriti™ Thermal Cycler.
Las reacciones tanto de no metilacion como de metilacion se llevan a cabo a una temperatura de
anillamiento de 62°C 35 ciclos durante 15s. Los productos de la PCR se analizan en un gel de agarosa.
Como control de la MSP se utiliza agua, mientras que para la reaccion de no metilacion se utiliza el ADN
de linfocitos normales previamente tratados con bisulfito sodico. Para el control positivo de la reaccion de
metilacion se utiliza ADN de linfocitos metilados. Ejemplo indicado en la figura 4.
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Figura 4.- Fundamentos del ensayo de modificaciéon del ADN con bisulfito sodico y andlisis de
metilacion mediante MSP. Tras el tratamiento del ADN con bisulfito sédico las citosinas no metiladas
se transforman en uracilos, mientras que las citosinas metiladas permanecen sin modificacion. Este
tratamiento convierte un hecho epigenético en una diferencia genética analizable mediante MSP en un
gel de agarosa. Imagen realizada con BioRender.com.

Resultados esperables y discusion

Este proyecto pretende evaluar in vitro el efecto biologico provocado por los agentes citostaticos RTX,
NVL y CPT sobre las lineas celulares tumorales RL y H1299 mediante la aplicacion de tecnologias y
protocolos a niveles celular y molecular.

El ensayo AnexinaV-FITC e IP se ha empleado ampliamente en investigacion basica para el estudio de
la apoptosis ya que permite detectar hasta cuatro poblaciones celulares distintas [19, 22, 23]. Los datos
obtenidos mediante esta técnica son una prueba sensible de la induccion selectiva apoptética. Debido a
esto, una de las grandes ventajas de su utilizacion es que nos permite descartar que el efecto inductor de
muerte provocado por los agentes citostaticos se debe a cualquier otro mecanismo de muerte celular [19].



Al igual que la técnica anteriormente mencionada, TUNEL también se utiliza ampliamente en los
laboratorios como método directo para la medicion de apoptosis ya que nos permite objetivar la presencia
o ausencia de células apoptdticas. Durante el proceso de apoptosis las endonucleasas nucleares producen
fragmentos gendmicos de aproximadamente 200 pares de bases, cuyos extremos son detectados mediante
este ensayo. Esta técnica permite la deteccion de nucleos apoptoticos en estadios muy tempranos, pero no
valora el grado de fragmentacion del ADN [19, 24].

En este estudio, tras el tratamiento con los agentes citostaticos, se espera que RTX tenga mayor efecto en
la linea celular RL, ya que expresa CD20, antigeno al que se une especificamente conforme aumenta la
concentracion, mientras que NVL deberia generar mayor apoptosis en la linea celular H1299 debido a que
evita la union del ligando PDL-1, sobreexpresado en estas células, al receptor PD-1, facilitando la
deteccion y el ataque de las células T provocando la apoptosis [11, 16]. En cambio, CPT es un agente
inespecifico para ambas lineas, por lo que el efecto comparado con los anticuerpos se desconoce. Estudios
destacan que a dosis bajas la CPT aumenta la activacion de caspasas en la linea H1299, pero a medida
que se aumenta la dosis las células generan resistencia limitando significativamente la eficacia terapéutica
[25]. La especificidad y efectividad de cada uno de los farmacos y dosis, se evaluard analizando la
integridad de la membrana y la fragmentacion de ADN. En funcioén de estos resultados seria interesante
evaluar el efecto sinérgico que pueden tener sobre las células la utilizacion combinada de los anticuerpos
y el alcaloide vegetal (RTX + CPT y NVL + CPT) y evaluar si tanto RTX como NVL pueden sensibilizar
las células cancerigenas a la CPT mejorando su actividad anticancerigena.

En cuanto al estudio molecular, la obtencion de informaciéon de metilacion gendmica puede resultar muy
util puesto que la metilacion de los promotores de genes se da en fases tempranas del desarrollo tumoral y
se relaciona con el estadio de la enfermedad en algunos tipos de cancer. La técnica MSP permite valorar
el estado de metilacion de una secuencia gendmica. La ventaja de esta técnica es que es muy sensible,
ademas de muy reproducible [15, 21].

Basandonos en los resultados de los estudios de metilacion de Ji-Chin Lai ef al., [15, 21] tras la MSP se
espera obtener el promotor metilado de MGMT en la linea celular H1299, considerando que en
carcinomas pulmonares es comun el silenciamiento del promotor MGMT [15]. En este trabajo se ha
encontrado una asociacion entre la metilacion del promotor de MGMT vy la proteina p53. Esta relacion se
ha determinado mediante el silenciamiento utilizando RNAi de p53, lo cual redujo los niveles de
expresion de MGMT, mientras que la sobreexpresion de p53 aumentdé sus niveles. Una de las
caracteristicas de las células H1299 es la falta de expresion de p53 debido a la delecion parcial de la
misma, por lo que se esperarian resultados similares [16]. Para la linea celular RL no se han encontrado
estudios de metilacion en la literatura, por lo que, teniendo en cuanta la existencia de la heterogeneidad
tumoral, seria de gran interés investigar este aspecto y relacionarlo con los estudios hechos en otras lineas
celulares procedentes de linfoma no Hodgkin [26]. Ademas, un articulo sobre cancer de vejiga menciona
que la sobreexpresion de Bcl-2, caracteristica de las células RL, podria estar relacionada con el
silenciamiento del promotor de MGMT [27]. Seria, por tanto, de gran interés realizar este analisis para
posteriormente llevar a cabo estudios que esclareciesen la asociacion entre Bcl-2 y la metilacion de
MGMT.

En cuanto a un posible efecto de los agentes citostaticos sobre el estado de metilacion del promotor
MGMT, se desconoce si tras el tratamiento se produciria algun cambio en el silenciamiento del gen. Sin
embargo, si se ha visto que la falta de metilacion del promotor de MGMT se asocia con la resistencia a
los tratamientos oncologicos. Se ha descrito que su silenciamiento aumenta la eficacia de la camptotecina,
asi pues, se esperaria que para la linea H1299, cuya expresion de MGMT es baja, la camptotecina sea
eficaz [28]. No obstante, no hay suficiente bibliografia que relacione de forma contrastada la eficacia de
los anticuerpos monoclonales utilizados con el estado de metilacion del promotor de MGMT por lo que
seria de gran interés realizar este proyecto.

Conclusion

En este trabajo se estudiara el efecto de la apoptosis en dos lineas tumorales H1299 de carcinoma de
pulmén y RL de linfoma no Hodgkin, tratadas con RTX, NVL y CPT mediante las técnicas de Anexina
V-FITC e IP, TUNEL, conversion con Bisulfito y PCR especifica de metilacién, ademas de analizar el
patron de metilacion del promotor del gen MGMT. Se han expuesto las caracteristicas celulares de las
lineas escogidas, asi como los fundamentos de las técnicas y una descripcion de estas. Este proyecto
plantea un primer estudio para obtener un mayor entendimiento tanto celular como molecular de los
efectos biologicos que tendran los agentes citostaticos en H1299 y RL, ya que en la literatura consultada
se ha encontrado escasa informacion. Ademas, se estimara la dosis 6ptima de los tratamientos para las
lineas empleadas. Con el analisis molecular se determinara el estado de metilacion de la enzima MGMT
en las lineas RL y H1299 y se estudiara si tras el tratamiento con los agentes citostaticos se produce algiin
cambio en dicho estado metilado del gen.



En el futuro seria oportuno ahondar en los efectos y mecanismos moleculares realizando estudios
adicionales con la finalidad de confirmar si el efecto citotoxico se produce mediante apoptosis y no
mediante otra MCP distinta. También seria conveniente estudiar el posible sinergismo entre los
anticuerpos monoclonales y el alcaloide vegetal. Ademas, seria de gran interés analizar si el estado de
metilacion de MGMT esta relacionado con la resistencia y efectos generados por los agentes citostaticos
en estas lineas celulares. Finalmente se propone el estudio de la asociacion entre MGMT y Bel-2.

Puesto que la investigacion bésica es necesaria para el avance cientifico, este proyecto podria arrojar
nuevo conocimiento tedrico de los procesos de muerte celular en las lineas de linfoma no Hodgkin y
carcinoma pulmonar. Asimismo, RTX y NVL han sido aprobados recientemente por la FDA, por lo que
los estudios que arrojen informacion sobre sus efectos en distintas lineas celulares podrian ser
beneficiosos. Esto podria derivar en una optimizacion y mejora de los tratamientos para estas
enfermedades.
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