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1.-INTRODUCCION.

El cancer en el sistema nervioso central (SNC) constituye un 3% de
muertes por esta enfermedad’. Siendo el Glioma la neoplasia primaria mas
frecuente del SNC con un pronéstico de vida menor a 2 afos una vez
diagnosticado1'2. Este tipo de tumores son altamente agresivos y su tratamiento ha
sido un reto debido a su localizacion en el cerebro, a la dificultad de los farmacos
para atravesar la barrera hematoencefalica (BH) y a la respuesta limitada de las

terapias asi como la neurotoxicidad de los tratamientos®.

El glioma engloba diversos factores de crecimiento, entre ellos el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es uno de los principales involucrados
con el desarrollo tumoral y es el principal regulador de la angiogénesis®. Su
expresion aumenta durante la progresion de gliomas por lo que la inhibicion de
VEGF no solo evita el crecimiento e invasién del tumor, si no también mejora el

prondstico para los tumores recurrentes®.

El tratamiento estandar es la quimioterapia combinada con radiacion; sin
embargo, esta terapia no ha sido suficiente para mejorar la sobrevida global
llevando a una remision prolongada de la enfermedad, siendo importante contar
con nuevas estrategias que incrementen la eficacia terapéutica. Estudios recientes
han demostrado que el agente antihormonal, Mifepristona (MF), aumenta la
citotoxicidad de diversos agentes antineoplasicos por un arresto en la fase G2 del
ciclo celular, en la cual las células presentan una mayor radiosensibilidad. Por lo
que al combinar MF con Radiacion y Temozolamida se espera un incremento en

el efecto antitumoral®.

El presente proyecto consisti6 en evaluar el efecto radiosensibilizante de
MF, un agente antiprogestageno y antiglucocorticoide sola y combinada con

Temozolamida en un modelo de xenotransplante de glioma.

-1-
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2.- MARCO TEORICO.

2.1.- Tumores del SNC.

Los tumores del SNC son una masa anormal de tejido formado por la
proliferacion incontrolada de células en el cerebro; se pueden dividir como tumores
primarios los cuales derivan de componentes cerebrales (gliomas, meningiomas,
meduloblastomas, craneofaningioma) o secundarios en los cuales las células

cancerosos de un sitio primario pueden viajar hasta el cerebro’.

El cancer del SNC no es una de las entidades tumorales mas frecuentes en
la epidemiologia nacional. En las mujeres ocupa el 2.0% de los casos totales, por
debajo del cancer de mama y el cancer Cervicouterino; en el caso de los hombres
el porcentaje es de 2.8% lo que lo coloca lejos del cancer de pulmon y el de
prostata (Figura 1)?, sin embargo, a pesar de tener la baja incidencia su
expectativa de sobrevida es menor a 2 afos una vez diagnosticado. En la
actualidad, el régimen para tratar este tipo de tumores no ha logrado mejorar estos

indices de sobrevida.
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Figura 1. Estadisticas 2008 de la Incidencia y Mortalidad de algunos tipos de cancer en México.
Organizacion Mundial de la Salud. (A) Estadisticas sexo masculino, (B) Estadisticas sexo
femenino?.

2.2.- Glioma.

Glioma es la neoplasia primaria mas frecuente del SNC con
aproximadamente un 30 a 45% y se origina a partir de células gliales®. La glia
cumple funciones de sostén y nutricibn de las neuronas como el desarrollo y

homeostasia cerebral, procesos de aprendizaje y regeneracion®.

Se han utilizado diferentes sistemas para clasificar este tipo de neoplasias,
ya sea por el grado de agresividad, prondstico a largo plazo, velocidad de
proliferacion celular, entre otros. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
clasificado los gliomas en cuatro grados basandose en criterios morfolégicos
determinados por el linaje celular y grado de malignidad (tabla 1).10
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Tabla 1. Clasificacion del Glioma segtin la OMS'™.

Tratamiento

Cirugia 'y
Radioterapia

Cirugia
Radioterapia

Radioterapia y
quimioterapia
(Temozolamida)

Radioterapia y
quimioterapia
(Temozolamida)

Caracteristicas Son los Afecta Tumor con alta | La mediana de
tumores mas | preferentemen | tasa de mitosis, | supervivencia 9-
Generales ot
frecuentes de te a jovenes 12 meses para
la infancia. entre 20-30 los
supervivencia afos glioblastomas

del 90% a los

cinco afos una

vez iniciado el
tratamiento

Tumor con alta
tasa de mitosis

Como se puede apreciar en la Tabla 1 la malignidad de los gliomas va del
grado | al IV y depende de caracteristicas funcionales como la proliferaciéon celular,
la presencia de mitosis 0 signos de apoptosis, la presencia de neoproliferacion
vascular y areas de necrosis. Las lesiones gliales de grado | son considerados
benignos siempre y cuando una cirugia de reseccion total sea posible. Los
tumores de grado Ill y IV son considerados como gliomas malignos y son los
tumores cerebrales no-metastésicos mas frecuentes en la edad adulta. La

principal caracteristica de estas neoplasias son las zonas de necrosis
consecuencia de una alta tasa de proliferacién celular, ademas de una extensa

neoformacion vascular'®.

2.3.- Etiologia.

Las causas que dan origen a la mayoria de los gliomas malignos no han
sido bien identificadas, sin embargo, son factores de riesgo la exposicion a
radiaciones ionizantes, dafo o trauma en la cabeza, sustancias quimicas,

ocupaciones con exposiciones prolongadas a pesticidas, herbicidas y fertilizantes.

La radiacién ionizante representa el factor de riesgo exdgeno mas

importante para el desarrollo de tumores cerebrales en los nifios; algunos estudios

-4-
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han mostrado un aumento en la incidencia de tumores del SNC en nifios que
habian recibido irradiacion en cuero cabelludo como tratamiento de la tifa

capitis'".

Aunque muchas sustancias quimicas pueden inducir tumores cerebrales en
animales de experimentacion aun no se ha encontrado asociaciones definitivas en
el ser humano. Por ejemplo, los compuestos N-nitroso que suelen encontrarse en
los alimentos son neurocancerigenos en animales de experimentacién12. Tampoco
existen pruebas contundentes que relacionen la exposicidn laboral a sustancias
quimicas industriales con el desarrollo de tumores cerebrales en humanos, como
pueden ser los disolventes organicos, formaldehido, fenoles, compuestos
policiclicos aromaticos y los pesticidas, los cuales son capaces de producir

tumores cerebrales en animales’.

Los virus pueden inducir tumores cerebrales en animales de
experimentacion, sin embargo, no se dispone de datos concluyentes sobre los
virus como causa de tumores cerebrales en humanos. Aproximadamente el 5% de
los pacientes con gliomas malignos tienen un historial familiar con gliomas.
Algunos de estos casos estan asociados con sindromes genéticos tales como
neurofibromatosis tipo-1 y 2, sindrome de Lifraumeni, y sindrome de Turcot’. Sin

embargo, aun no han sido identificadas las causas genéticas'.

En cuanto a la edad existe un aumento moderado de tumores cerebrales en
la infancia, alrededor de los 10 afos, donde predomina el Meduloblastoma y otro
mayor en la edad adulta, a partir de los 40 afios, donde predomina el Glioblastoma
y con respecto a la raza las poblacién no hispana tienen mayor prevalencia de
gliomas de alto grado que hispanos, afroamericanos, japoneses, chinos y

filipinos ™.
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Otros factores que se han analizado son los antecedentes de traumatismo,
farmacos, alergias, consumo de alcohol o tabaco. Sin embargo, ninguno de estos

factores se ha asociado de manera concluyente con los tumores cerebrales®.

2.4.- Sintomas.

Los sintomas dependen de la parte del cerebro involucrada, siendo el
sintoma mas comun el dolor de cabeza, que afectan a casi la mitad de todos los
pacientes con un tumor cerebral. Otros sintomas pueden ser convulsiones,
pérdida de memoria, debilidad fisica, pérdida del control muscular, sintomas
visuales, problemas de lenguaje, deterioro cognitivo y cambios de personalidad;
estos pueden empeorar o cambiar a medida que el tumor crece y destruye las

células del cerebro, comprime las zonas involucradas y causa inflamacién'”.

2.5.- Patologia molecular en el desarrollo de glioma.

Entre las alteraciones mas frecuentes en los gliomas de bajo grado se
encuentran las mutaciones que afectan a p53 y la sobreexpresion del factor de
crecimiento a derivado de las plaquetas (PDGF-A) y su receptor'®. En cuanto al
astrocitoma anaplasico (OMS grado Ill) su progresion se ha asociado a la

alteracion de los genes supresores de tumores (Rb y p16CDKNaA) '8°.

El GBM (OMS grado V) presenta amplificaciones de MDM2, un gen que
codifica un inhibidor de p53, ademas presentan genes del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) mutados lo que conduce a un aumento en la
actividad del receptor de tirosina cinasa y a la activacién de las vias Ras y PI-3

2021 Como consecuencia de

que estimulan el crecimiento de las células tumorales
estas alteraciones, las senales que regulan negativamente el ciclo celular se
encuentran interrumpidas, teniendo asi un papel importante en su invasion. Otro
de los factores involucrado en el desarrollo de tumores de glioma es el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), a continuacion se describe su relacion

con la angiogénesis.



Facultad de Quimica. UNAM

2.5.1.- Angiogénesis.

Para que un tumor pueda superar un determinado tamafio debe conseguir
un aporte vascular. La angiogénesis es el desarrollo de una nueva vasculatura a
partir de una preexistente, correspondiendo éste a un proceso fisiolégico presente
principalmente en el desarrollo embrionario®. En la vida adulta se manifiesta en
algunos organos especificos, como el ovario en el caso de la mujer, manteniendo
en todos los tejidos el potencial de manifestarse en relacion a ciertos estimulos
como son la hipoxia o la inflamacién. Este proceso esta regulado por un balance
entre factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos liberados tanto por la célula
endotelial como por su entorno (células musculares, estroma y células

hematoldgicas) 2.

La angiogénesis se inicia cuando el equilibrio homeostatico entre los
estimulos pro-angiogénicos y anti-angiogénicos se interrumpe en favor de los
primeros, dando lugar a la activacion de factores pro-angiogénicos. Estos
estimulos son secretadas principalmente por células de glioma, células
endoteliales y microglia, ademas existen otros estimulos como la matriz
extracelular (ECM) e hipoxia. Hay una diversidad de moléculas que tienen
propiedades pro-angiogénicas como el VEGF, el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), el factor de necrosis tumoral alfa (TGFa), el factor de

crecimiento transformante beta (TGF), entre otros®*.

2.5.2.- VEGF.

Este factor responde a varios estimulos tales como hipoxia/isquemia
principalmente mediante el factor inducible de hipoxia 1 (HIF-1), a distintos
factores de crecimiento (EGF, TGF-a y -8, KGF, factor de crecimiento insulinico
tipo 1, PDGF), a oncogenes activados, estrégeno y o6xido nitrico. Cuando su
regulacion es inadecuada, este factor contribuye al desarrollo de tumores sélidos
al promover la angiogénesis, ademas de participar en distintas condiciones como

la artritis reumatoide, diabetes mellitus, entre otros?2.
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El proceso de sefalizacidon que resulta en la angiogénesis se encuentra
mediado por uniones de alta afinidad de los VEGFs con receptores especificos de
actividad tirosina cinasa. Todas las isoformas del VEGF son capaces de unirse a
alguno de estos tres receptores: VEGFR-1 (también conocido como Flt-1),
VEGFR-2 (KDR o Flk-1) y/o VEGFR-3 (Flt-4)%.

Se considera que VEGF es el mediador mas importante de la
neovascularizacion en los gliomas y su expresion aumenta durante la progresion
de gliomas. Su expresion esta relacionada con la densidad vascular, la
proliferacion celular, el grado de malignidad y la severidad de edema cerebral; la
presencia de VEGF y de sus receptores en gliomas de bajo grado esta asociada

con el grado de recurrencia y sobrevida®.

Uno de los primero eventos en el desarrollo de un glioma es un aumento en
la expresion de factores de crecimiento, de sus receptores o de ambos, lo que
ocasiona una estimulacién autdcrina y paracrina. La activacion de la angiogénesis
puede ser el paso crucial en el desarrollo de una neoplasia benigna a una maligna.
Esta hipdtesis se ha manejado en gliomas de bajo grado que progresan a
glioblastoma multiforme. Ademas, los glioma malignos requieren la angiogénesis
para establecer una fuente de nutrientes y oxigeno. Uno de los principales
estimulantes para la expresion de factores angiogénicos es la hipoxia, que induce

la sintesis de VEGF mediante el factor inducible de hipoxia 1(HIF-1)?’.

Por su importancia en la fisiopatologia, las estrategias terapéuticas contra el
VEGF estan basadas en la inhibicion de la expresion del VEGF, la interferencia de
vias de senfalizacion, el uso de anticuerpos contra VEGF y sus receptores
(VEGFR)%.

2.5.3.- Influencia hormonal en glioma.
Las hormonas esteroides pueden ser agrupadas en cinco grupos por el

receptor al que se unen: glucocorticoides, mineralocorticoides, andrdogenos,
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estrégenos, y progestagenos. Se ha observado que las hormonas esteroideas
tienen cierta influencia en el desarrollo y evolucién de tumores cerebrales?®. En el
caso de Glioma se ha reportado un aumento en la expresion de receptores a
glucocorticoides y progestagenos. Los resultados de estos estudios se
contradicen, en algunos se menciona que la expresion del receptor a
gluococorticoide (RG) es mayor en comparacion con los receptores progestagenos
(RP). Sin embargo, en otros se demostré que los RP tienen un mayor indice de

expresion con respecto a los RG>0,

El RG es una proteina de 777 aminoacidos y pertenece a la familia de
receptores nucleares. Este receptor tiene una estructura modular que incluye un
dominio de activacion funcional, un dominio de uniéon al ADN y un dominio de
unién al ligando, en ausencia de ligando, el receptor se mantiene usualmente en el
citoplasma como un complejo unido a proteinas tales como la proteina de choque
térmico 90 (Hsp90), la proteina de choque térmico 70 (Hsp70) y la proteina
FKBP52, cuando ocurre la unién del ligando a su receptor se manifiesta un cambio
conformacional que permite la disociacion de este complejo con la translocacion
nuclear del RG. La union de este complejo lleva a la inhibicién de la transcripcion
de genes diversos, que codifican para proteinas pro-inflamatorias. Entre esas
proteinas se encuentran numerosas citocinas, el factor de necrosis tumoral q,
factores quimiotacticos y moléculas de adhesion que favorecen el desarrollo e
invasion tumoral®. En este sentido el bloqueo de este tipo de receptores se ha

vuelto una estrategia terapéutica para el tratamiento de diversos tipos de cancer.

2.6.- Diagnostico y tratamiento.

El diagndstico de los tumores de glioma ha sido simplificado por los
avances que se han tenido en neurobiologia, dentro de las pruebas radiolégicas
que se aplican estan la Tomografia computarizada (TC), Resonancia Magnética
(RM), Tomografia por emision de positrones (PET), siendo estas pruebas
determinantes para diagnosticar el grado del tumor y asi dar el tratamiento mas

adecuado®. El tratamiento varia de acuerdo con el tipo de célula, grado del tumory

-9-
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localizacion. Dentro de las opciones de tratamiento tenemos: cirugia, radioterapia

y quimioterapia, las cuales se describiran a continuacion.

2.7.- Cirugia.

La cirugia persigue tres objetivos principales: 1) establecer el tipo
histologico del tumor, 2) reduccion de los sintomas debido a la disminucién de la
masa tumoral y 3) mejorar la eficacia terapéutica de la radioterapia y
quimioterapia33. Sin embargo, debemos considerar que la extraccion de los
tumores cerebrales, generalmente es incompleta ya que esta limitada por el dafo

neuroldgico y la localizacién del tumor.

2.8.- Radioterapia.

Actualmente, se ha determinado por medio de estudios que la dosis de
irradiacion no debe sobrepasar los 60 Gray (Gy) con un fraccionamiento maximo 2
Gy por sesion. Este esquema de radiacion permite limitar la neurotoxicidad
retardada que puede presentarse meses después del tratamiento con severas

secuelas neurocognitivas™*.

La radioterapia es un tratamiento que utiliza radiaciones ionizantes, las
interacciones de las particulas ionizantes con los medio biolégicos consisten
esencialmente en colisiones de éstas con los electrones del medio. Dependiendo
de la energia transmitida al electron, la molécula a la que pertenece sufre una

ionizacion, una excitacion electrénica o una ganancia de energia®.

2.8.1.- Fundamentos biolégicos de la radioterapia.

Las radiaciones ionizantes provocan en el material bioldégico cambios
quimicos principalmente a través del rompimiento de enlaces covalentes y de la
formacion de radicales libres. Sin embargo, se ha reportado que el dafio molecular

producido en el ADN es el que tiene la mayor trascendencia biolégica36.

-10 -
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La lesién al ADN puede ser de manera directa o indirecta (Figura 2)37. En el
mecanismo de accion directo, la primera molécula que absorbe la radiacion es el
ADN, quedando asi sus atomos ionizados y dafados. En el mecanismo de accién
indirecto, el agua absorbe la radiacién, la ionizacion del agua crea radicales libres,
especies quimicas altamente reactivas y estos a su vez llegan a reaccionar con el
ADN dando lugar a cambios quimicos, este fenomeno se conoce como radiolisis.
Dado que el 80% de una célula esta compuesto de agua el mecanismo de accién

indirecto es mas frecuente que el directo®® °,

Figura 2. Mecanismos de la radiacién sobre el ADN’.

2.8.2.- Radiosensibilidad.

La incorporacién de la radioterapia en el tratamiento de glioma ha sido muy
importante, sin embargo, la progresion de este tipo de cancer requiere el abordaje
de nuevas estrategias terapéuticas, la investigacibn de agentes
radiosensibilizantes podria aumentar la eficacia terapéutica de radiacién por lo que

se ha convertido en una estrategia prometedora para el glioma.

En términos generales, se aplica el nombre de agentes radiosensibilizantes
a unas sustancias que aumentan los efectos citotdxicos de las radiaciones
ionizantes cuando se administran a la vez. Se han descrito ciertos mecanismos

por los que algunos farmacos puedan interaccionar con la radiacién y dar lugar a

-11-
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una radiosensibilizacion, algunos de los cuales se mencionan a continuacion: 1)
modificacion del dafio radioinducido, 2) inhibicion de la reparacion y 3) inhibicidn

de la repoblacion®’

Los danos celulares provocados por la radiacién que no fueron reparados
eventualmente conducen a la muerte celular, las células tumorales para
compensar esto requieren una mayor utilizacién de los procesos de reparacion.
Por lo tanto la inhibicibn de cualquiera de las proteinas necesarias para la
reparacion del dafio debe conducir a una sensibilizacién. VEGF es un factor de
crecimiento que se ha visto que su inhibicibn aumenta la sensibilidad de las

células a la radiacion.

2.9.- Quimioterapia.

Los tratamientos comunes de quimioterapia han fracasado en detener el
crecimiento del glioma debido a las bajas concentraciones que se alcanzan de los
farmacos dentro del SNC, aun asi se encuentran Carmustina, Lomustina,
Procarbacina y Temozolomida, siendo este ultimo el tratamiento de primera linea
para este tipo de neoplasias*’. La quimioterapia se puede combinar con
radioterapia u otros tratamientos. El objetivo de estas combinaciones es mejorar el
control local, disminuir el riesgo de metastasis y aumentar la supervivencia sin

aumentar significativamente la toxicidad*? *2.

Se ha observado que uno de los problemas de la quimioterapia en glioma
se debe a la dificultad que presentan los farmacos para atravesar la BH, debido a
que es una barrera que presenta una alta selectividad bioquimica y expresa
proteinas MDR1/P-gp (multidrug resistance), los cuales extraen mediante bombeo
las sustancias quimicas que pueden resultar daninas para el cerebro dificultando

asi su permanencia**.
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De manera experimental se han desarrollado nuevas terapias contra el
glioma dentro de las cuales se encuentran las Vacunas y tratamientos virales,

terapia molecular dirigida y terapia con células madre®.

2.9.1.- Temozolamida.

La Temozolamida es un agente alquilante cuyo mecanismo de accion
consiste en inhibir la replicacion del DNA. Es un profarmaco que se transforma
espontaneamente en el organismo en monometil triazenoimidazol carboxamida
(MTIC), su metabolito activo. Se cree que la citotoxicidad del MTIC se debe
principalmente a la alquilacion de la guanina en la posicion O6, teniendo una
alquilacién adicional en la posicion N7 (Figura 3)*. Temozolamida tiene una
biodisponibilidad oral practicamente completa y atraviesa la BH. Su

biodisponibilidad céfalo-raquidea equivale al 30% de la plasmatica®.

Temozolamida sola tiene un efecto modesto sobre el glioma de alto grado,
siendo su combinacion con radiacion ionizante la terapia de eleccion para este
tipo de tumores. La eficacia de esta combinacion se ha demostrado en varios
estudios preclinicos, los pacientes que recibieron radioterapia mas Temozolamida
mostraron una mejora de 14.6 meses comparado con 12 meses de sobrevida en

pacientes que no recibieron temozolamida®> *’.

A partir de estos resultados se han utilizado diversos agentes
antineoplasicos (por ejemplo Tamoxifen48) para incrementar la radiosensibilizacién
en glioma. Sin embargo, los resultados no han sido satisfactorios, mostrando una
mayor toxicidad sistémica. En este trabajo proponemos el uso de MF como un

posible agente radiosensibilizante.
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Figura 3. Metabolismo de Temozolamida“®.

2.10.- Mifepristona.

MF es un potente antagonista competitivo de la union de los
glucocorticoides y progestagenos a sus receptores citosdlicos*®. Se ha utilizado
como un agente abortivo, regulador del ciclo menstrual, endometriosis, sindrome
de Cushing®, en el cancer de mama®', ovario®, préstata®® y gliomas®. Como se
menciond anteriormente la terapia dirigida contra receptores glucocorticoides y
progestagenos para diversos tipos de cancer ha sido una estrategia prometedora.

Por lo tanto en este proyecto se planted utilizar un agente anti-glucocorticoide y
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anti- progestageno, como MF evaluando su posible efecto adyuvante en el

tratamiento estandar de glioma.

El mecanismo por el cual Mifepristona inactiva al receptor de progesterona
es complejo y no esta aun bien definido, puede actuar mediante la estabilizacion
del complejo RP-Hsp90 evitando la unidn del receptor con su agonista y por lo
tanto inhibir la transcripcion del DNA®. Estudios previos en nuestro laboratorio,
han demostrado que el agente antihormonal MF presenta un efecto
radiosensibilizante sobre un modelo de cancer cervical, uno de los mecanismos
propuestos es el arresto en la fase G2-M, se ha descrito que esta fase del ciclo
celular las células presentan mayor radiosensibilidad. Ademas, se ha comprobado
un efecto quimiosensibilizante de MF en combinaciéon Cisplatino en un modelo de

cancer cervico-uterino®.

Pinski y cols reportaron que el antagonista de los receptores de
progesterona y glucocorticoides MF, disminuye la velocidad de crecimiento del
tumor en xenotransplantes de la linea celular de glioma U87MG, se sugirié que el
efecto antiproliferativo se debié a la inhibicién del receptor glucocorticoide®. Hasta
el momento existen pocos estudios que sefialen a los agentes antihormonales
como posibles agentes radiosensibilizantes, algunos de sus mecanismos como la
inhibicion de factores de crecimiento como VEGF vy la induccién de apoptosis
podrian favorecer un efecto radiosensibilizante. Debido a que MF ha mostrado
tener un efecto quimio y/o radiosensibilizante en el presente proyecto se plante6

evaluar la actividad radiosensibilizante de MF en un modelo de glioma.
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3.- HIPOTESIS.

Al combinar Mifepristona con Radiacion y Temozolamida se incrementara el efecto

antitumoral en un modelo de xenotransplante de glioma.

4.- OBJETIVOS.

4.1.- OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto radiosensibilizante de Mifepristona en combinacion con

Temozolamida y Radiacion en un modelo de xenotransplante de glioma.

4.2.- OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Evaluar el efecto antitumoral de la combinacion Mifepristona-

Temozolamida-Radiacion en un modelo de xenotransplante de glioma.

2.- Determinar la expresion de VEGF en tumores de glioma después del

tratamiento de Miferpistona-Temozolamida-Radiacion.
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5.- MATERIALES Y METODOS.

5.1 Animales de Experimentacion.

Se utilizaron 65 ratones hembras nu/nu entre 6-8 semanas de edad, los
cuales fueron obtenidos del Instituto Nacional de Nutricidén (INNSZ), mantenidos
en condiciones libres de patégenos, con agua y alimentado ad libitum, con un
fotoperiodo dia/noche 12-12 horas, la temperatura y humedad fueron las
adecuadas. Los estudios en animales se realizaron de acuerdo a las reglas para el
cuidado y el uso de animales de experimentacion aprobado por el Comité de ética
del Instituto Nacional de Cancerologia de México (010-17)-(IBICB601-10).

5.2.- Lineas celulares.

La linea celular de glioma C6 fue obtenida de American Type Culture
Collection, ATCC (Rockville, U.S.A). Estas células se cultivaron en condiciones de
esterilidad en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM (Gibco, Grand
Island, NY. U.S.A) suplementado con el 5% de suero fetal bovino e incubada a 37°

con una atmosfera de 5% de CO,.

5.3.- Desarrollo de tumores de glioma en ratones atimicos.

Las células se proliferaron en cajas de cultivo de 75 cm?, se mantuvieron en
medio DMEM suplementado con el 5% de suero fetal bovino, las cajas de cultivo
se revisaron diario para verificar el porcentaje de confluencia hasta obtener entre
70-80%. Las células se despegaron con Suero fetal bovino-acido
etilendiaminotetraacético (PBS-EDTA) posteriormente, se centrifugaron y se llevo
acabo el conteo de células por medio de un hemocitémetro. Una vez contadas la
células se resuspendieron en un volumen de 100 pyl de medio de cultivo y se

inocularon a la concentracion de 1x10° por via subdérmica en el lomo del ratén.

Después de la inoculacion, el tumor de los ratones se midié cada semana y

se determind el volumen tumoral utilizando la siguiente formula®’:
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VT:D x d*x (<)
B

Donde
VT: Volumen del tumor (mm?)
D: Diametro mayor (mm)

d: Diametro menor (mm)

Para la evaluacion de la toxicidad sistémica se registro el peso corporal durante el

mismo periodo.

5.4.- Aplicacion de la Radiacion.

Determinacion del esquema y dosis de Radiacion. Cuando los tumores de
los ratones alcanzaron un volumen de aproximadamente 50 mm?® los ratones se
aleatorizaron en dos grupos (A y B) y se aplicaron las dosis de 0, 5, 10 y 15 Gy
(dosis totales) fraccionadas en 1 Gy/diario para el grupo A y 2 Gy/diario para el
grupo B. Con los resultados obtenidos se determiné el mejor esquema de

radiacion.

Durante la Radiacion los animales fueron anestesiados con
isoflurano/oxigeno utilizando una unidad de inhalaciéon para roedores (Bickford,
Wales Center, NY) y la irradiacion se aplico con un equipo de ortovoltaje (D3225,
Gulmay Medical Ltd, UK). El haz de radiacion se delimité al tumor mediante el uso
de diferentes colimadores de plomo, los cuales se iba cambiando dependiendo del

tamano del tumor®’.
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5.5.- Evaluacién del efecto radiosensibilizante de Mifepristona.

Esquema de Tratamiento. Una vez alcanzado el volumen tumoral
aproximadamente de 50 mm? los ratones se dividieron aleatoriamente en 5 grupos
(n=5). Al grupo control (grupo A) se le administré el vehiculo. Al grupo B se le
aplicé Radiacion sola, al grupo C se le administr6 Temozolamida y Radiacion, al
siguiente grupo (D) se aplicé Radiacién y MF y por ultimo el grupo E recibi6
Radiacion combinada con Temozolamida y MF. Las dosis de cada tratamiento se

muestran en la siguiente Tabla 2:

1 Control Vehiculo

2 Rad 1 Gy/diax10 dias

3 Rad+Tz Radiacion 1 Gy/dia x 10 dias y Tz 10 mg/kg x 3
dias i.p

4 Rad+MF Radiacion (mismo esquema) y MF 12.5 mg/kg x
3 dias s.d

5 Rad+MF+Tz Rad 1 Gy/dia x 10 dias
Tz 10mg/kg x 3 dias i.p
MF 12.5 mg/kg x 3 dias s.d

Cada ciclo de quimioterapia consistié en 3 dias consecutivos tanto de MF
como Temozolamida hasta completar 3 ciclos, durante este tiempo se evalud la
respuesta del tratamiento midiendo el tamafo tumoral, asi como la toxicidad

mediante el seguimiento del peso de los ratones cada semana.

5.6.- Seguimiento de la actividad metabélica del tumor por Imagen molecular.

Al inicio y final de los tratamientos se realizaron estudios de imagen
molecular utilizando un microPET/CT (Albira, Espana) y como radiofarmaco 18 F-
Deoxiglucosa (FDG), administrando 200 pCi por via i.v. El estudio se inici6 30
minutos después de la administracion del radiofarmaco para permitir una
biodistribucién adecuada del FDG en el organismo. Durante el estudio los ratones

fueron anestesiados con el sistema de isoflurano/oxigeno mencionado
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anteriormente. A partir de estos estudios se cuantificd la captacién de glucosa en

el tumor para determinar su actividad metabdlica.

5.7.- Expresion del gen de VEGF.

5.7.1.- Extraccion del RNA.

Al final del estudio los animales fueron sacrificados y los tumores se
utilizaron para la extraccion del RNA siguiendo la metodologia descrita por el
proveedor la cual se menciona brevemente a continuacion. Para la extraccion se
utilizé Trizol (invitrogen Life Technologies), las muestras de cada tumor se
incubaron a temperatura ambiente y les adiciond cloroformo al término de la
incubacion las muestras se centrifugaron y se separé la fase acuosa a la cual se le
agrego isopropanol al 100 % se agito y se centrifugd una vez mas obteniéndose
un pellet (RNA) el cual se lavo con 500 pl de etanol al 100 %, posteriormente se
centrifugaron las muestras a 4° C, se evaporo el etanol y el pellet se resuspendid
con agua libe de RNasas. Finalmente se cuantificd la concentracion de RNA con

espectroscopia UV a una longitud de onda de 260 nm.

5.7.2.- Reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa (RT-PCR) en
tiempo real.

Se utilizaron 200 ng de RNA para llevar acabo la reaccion de RT-PCR
usando el kit TagMan® RNA-to-CT ™ (Applied Biosystems). Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 10 ul, las condiciones que se
usaron fueron las siguientes: pre-incubacion a 60 °C durante 15 minutos y 94 °C
durante 5 minutos, seguido por 40 ciclos (amplificacién) a 94 °C durante 15 s 'y 60
°C durante 60s. Los productos de PCR se midieron mediante la emision de
fluorescencia. Los Primers para VEGF A y (GAPDH) (control endégeno) fueron
obtenidos de Applied Biosystem. El analisis de la expresion de los genes es el
promedio de 3-5 muestras independientes. EI RT-PCR se realizd en un
termociclador Spectrum 48 (ESCO).
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5.8.- Analisis Estadistico.

Los resultados se reportan como el promedio + error estandar de la media.
Para determinar una diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) de una via seguida de
una prueba de Bonferroni realizando comparaciones multiples entre los grupos. Se

utilizo el programa SPSS y un valor de p<0.05 indico diferencia significativa.
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6.- RESULTADOS.

6.1.- Determinacion del esquema y dosis de Radiacion.

Para la determinacion del esquema y dosis de Radiacién se sigui6 el
volumen tumoral con respecto al tiempo de evaluacion (figura 4) en dos esquemas
de radiacion (A 'y B) 1 Gy/diario para el grupo A y 2 Gy/diario para el grupo B. La
velocidad de crecimiento tumoral se logré controlar de manera dosis dependiente,
al aplicar la dosis de 5 Gy no se observo una disminucién en el crecimiento del
tumor con respecto al control, sin embargo, al ir aumentando la dosis de Radiacion
se logro una disminucion en la velocidad de crecimiento del tumor. A pesar de
aplicar una dosis fraccionada mayor en el esquema B los resultados obtenidos en
el analisis estadistico no mostraron una diferencia significativa entre los dos
esquemas. A partir de los datos obtenidos se establecié que la DEsq fue de 10 Gy,
a partir de estos resultados se decidio aplicar el esquema de 1 Gy/diario con una

dosis total de 10 Gy para los tratamientos combinados con MF y Temozolamida.

A 1 Gy/dia
3600 -
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=O— 5 Gy
«TE‘ w— 10 Gy
£ 2400 - 4 150Gy
©
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o
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Figura 4. Seguimiento del volumen tumoral en ratones atimicos después de la aplicacion
de dos esquemas de radiacion. A) Dosis fraccionadas 1 Gy diario. B) Dosis fraccionada 2
Gy diario. Cada punto representa el promedio de 5 animales + EEM. p<0.05.

6.2.- Evaluacion del efecto radiosensibilizante de MF.

La evaluacion del efecto antitumoral con la aplicacion de la Radiaciéon sola o
combinada con MF o Temozolamida se presenta en la Figura 5. Al aplicar
Radiacion se presentd una disminucion en la velocidad de crecimiento del tumor
con respecto al control. El analisis estadistico mostré6 que no hubo diferencia
estadistica con algun tratamiento durante los primeros dias, sin embargo, a partir
del dia 15 se observé una diferencia en el volumen tumoral del grupo control con
respecto a los demas tratamientos. Cuando se aplica la radiacion combinada con
MF y Temozolamida se observa una clara disminucién en el crecimiento tumoral
con respecto al tratamiento estdndar Radiacion + Temozolamida y Radiacion sola.

No hubo diferencia cuando se comparé contra Radiacion + MF.
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Figura 5. Seguimiento del volumen tumoral en ratones atimicos durante el tiempo de
evaluacion de los diferentes tratamientos. Cada punto representa el promedio (n=5) +
EEM.

*Diferencia estadisticamente significativa control vs los diferentes tratamientos.
** Diferencia estadisticamente significativa Rad+Mif+Tz vs Rad y Rad+Tz.
*** Diferencia estadisticamente significativa Rad+Mif vs Rad p<0.05

6.3. - Toxicidad sistémica.

La evaluacién de la toxicidad sistémica de cada uno de los tratamientos se
puede observar en la figura 6 donde se representa el cambio en el peso corporal
del ratén a lo largo del periodo de evaluacion. No se observd diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos.
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Figura 6. Seguimiento del peso corporal de ratones atimicos en los diferentes
tratamientos. Cada punto representa el promedio (n=5) + EEM. P<0.05

6.4.- Seguimiento del volumen tumoral por imagen molecular.

En la figura 7 se muestran las imagenes moleculares al inicio y al término
de la evaluacion de los grupos de Radiacién y de su combinacién con
Temozolamida y MF. En cada tratamiento se aprecian diferentes intensidades de
color en el tumor, que representa la captacion del radiofarmaco FDG, donde una
menor intensidad de color refleja una menor actividad metabdlica. Como se
observa en las imagenes existe una cambio en la actividad metabdlica al inicio y al
dia 25 de la evaluacion en cada uno de los tratamientos y entre ellos, ademas, de
apreciar una disminucion en la combinacion de Radiacion + Temozolamida + MF

con respecto al control, al tratamiento convencional y a la Radiacién sola.
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Figura 7. Imagenes Moleculares microPET/CT. A) Tomografia computarizada (CT), B) CT
fusionada con PET. Los datos son representados por el promedio (n=2).

A partir de las imagenes moleculares se determin6 el volumen metabdlico
del tumor en los diferentes tratamientos representado como VOI (volumen de
interés) representado en la Figura 8. Para cada tratamiento se observa una
diferencia estadisticamente significativa entre el inicio y final de la evaluacion.
Ademas, se aprecia una diferencia significativa entre Radiacion y las

combinaciones con Temozolamida y MF.
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Figura 8. Volumen de interés (VOI, Volumen of interest) que representa la actividad
metabdlica de los tumores en los diferentes tratamientos. Los datos son representados
por el promedio (n=2) + EEM.

* Diferencia estadisticamente significativa entre basal vs dia 25.

** Diferencia estadisticamente significativa Rad vs Rad+Tz, Rad+Mif y Rad+Mif+Tz.

P<0.05

6.5.- Expresiéon relativa del gen de VEGF por RT-PCR en tiempo real al
término de la evaluacién de cada tratamiento.

En la Figura 9 se muestra la comparacién en la expresion de VEGF en el
tejido tumoral después de cada tratamiento. Se puede apreciar una reduccion de
la expresion de VEGF en todos los tratamientos con respecto al control no

habiendo diferencia estadistica entre los tratamientos.
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Figura 9. Expresion relativa del gen de VEGF por RT-PCR en tiempo real al término de la
evaluacion de cada tratamiento. Los datos son representados por el promedio (3-5).
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7.- DISCUSION.

Durante muchos afos, los intentos de mejorar el prondstico de los
pacientes con glioma han incluido cambios en los esquemas de tratamiento.
Debido a que la Radiacion por si sola no demostraba un aumento significativo en
la supervivencia se comenzd a aplicar con quimioterapia basada en nitrosureas;
sin embargo, su eficacia siguié siendo baja58. Posteriormente, se sustituyeron las
nitrosureas con agentes alquilantes principalmente Temozolamida mostrando una
mejora en la sobrevida de 14.6 meses comparado con 12 meses en pacientes que
no la recibieron®®* A pesar del aumento en la supervivencia, el indice de
mortalidad sigue siendo alto ya que aproximadamente el 90% de los pacientes
experimentan una recurrencia®® por lo que se requiere buscar nuevas alternativas

de tratamiento que permitan una mayor eficacia

La radioterapia es un tratamiento que ha aumentado la supervivencia en
diferentes tipos de cancer, desafortunadamente su eficacia en el glioma esta
limitada debido a que puede danar tejido neurovascular sano que rodea al tumor,
por lo tanto, para minimizar este efecto la dosis maxima no puede ser mayor a 60
Gy. Por lo cual el aumentar la sensibilidad celular a la radioterapia es una
estrategia prometedora para mejorar la respuesta al tratamiento para este tipo de

cancer.

En el presente trabajo se investigd el posible efecto radiosensibilizante de
MF en xenotransplantes de glioma; a pesar de que existen pocos estudios donde
se aplican agentes radiosensibilizantes para el tratamiento de cancer en el SNC,

estos han tenido una baja respuesta (por ejemplo, el Tamoxifen) 8

La primera etapa del presente trabajo se determind la dosis adecuada y el
mejor esquema de radiacion para los tratamientos combinados. La eficacia del
tratamiento de radiacion depende de varios factores, entre ellos: el tipo de célula,

la dosis fraccionada, la dosis total y la duracién del tratamiento. Dada la diversidad
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de estos factores, la radioterapia no siempre tiene el efecto deseado debido al
desarrollo de células resistentes y en ciertos casos con mayor capacidad

proliferativaﬁo.

La primera etapa del trabajo consistio en evaluar el efecto de la radiacién a
dosis totales de 0, 5, 10 y 15 Gy aplicando la radiacién bajo dos esquemas
(1Gy/dia o 2Gy/dia hasta completar la dosis total. A pesar de no observar una
diferencia significativa en los dos esquemas de Radiacion y obtener una DEsg
similar, la dosis y el esquema de radiacion para los estudios de la combinacion
con Mifepristona y Temozolamida fue de 10 Gy fraccionando la aplicacion a
1Gy/dia, con esta dosis se observaron menos efectos secundarios (entre ellos la
necrosis). Una de las desventajas al aplicar una dosis mayor en cada fraccion es
el dafo provocado al tejido sano por lo que al aplicar dosis menores se logra
controlar el tamafo del tumor evitando dafio al tejido sano. Ademas, se tomo6 en
cuenta que con la aplicacion de Radiacion sola no se debe de presentar un efecto
terapéutico significativo que no permita observar el efecto de la combinacién de

tratamientos.

Efecto terapéutico de la combinacién Mifepristona-Temozolamida-Radiacion

en un modelo de xenotransplante de glioma.

Ademas de su uso como un agente anticonceptivo, MF también ha sido
eficaz en el tratamiento para endometriosis, inhibicidon del crecimiento tanto in vivo
como in vitro en meningioma®’, asi como en células de cancer de mama®',

ovario® y prostata® entre otros.

En el caso de glioma, en un estudio previo se reporté que MF disminuy6 el
volumen del tumor en ratones atimicos con xenotransplantes de células de glioma
humanas U87MG, inhibiendo el efecto estimulador del glucocorticoide

Dexametasona sobre la proliferacion de las células, sugiriendo que el efecto
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antiproliferativo de MF se debe a la inhibicion de la unién de los glucocorticoides a

sus receptores®.

Estudios recientes han demostrado que la MF aumenta la citotoxicidad de
diversos agentes antineoplasicos, ya sea debido a un arresto en la fase G2 del
ciclo celular en la cual las células presentan una mayor radiosensibilidad o por la
inhibicion de proteinas que regulan el ciclo celular, la proliferacion celular y la
apoptosis. La inhibicion de cualquiera de las proteinas necesarias para la
reparacion del dano debe conducir a una sensibilizacién celular. Otro mecanismo
es la inhibicion de VEGF el cual es un factor de crecimiento y se ha visto que su
inhibicion aumenta la sensibilidad de las células a la radiacion. En este sentido,
MF podria ser un adyuvante en el tratamiento de glioma aumentando la

sensibilidad de las células tumorales.

En el presente proyecto la combinacion de MF y Radioterapia demostré una
disminucién del crecimiento tumoral con diferencia significativa con respecto al
control y a la radioterapia sola, lo que sugiere un efecto radiosensibilizante de MF
sobre las células tumorales como se muestra en la Figura 5. Ademas, se observd
que al aplicar la triple combinacion, el volumen tumoral fue menor comparado con
los otros tratamientos, mostrando que la estrategia de esta combinacion parece
mejorar los resultados del tratamiento convencional para el glioma a nivel

experimental.

El efecto terapéutico se evalué también, por imagen molecular (Figura 7),
observando resultados similares a los obtenidos con la medicion del volumen
tumoral utilizando un vernier calibrado; lo que indica una correlacion entre lo
observado y su actividad metabdlica al aplicar MF al tratamiento de Radiacion-

Temozalamida.

Algunos de los mecanismos propuestos por los cuales MF puede mostrar

un efecto radiosensibilizante se mencionan a continuacion.
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Uno de los factores celulares que mas intervienen en la radiosensibilidad es
la fase del ciclo celular en que se encuentran las células en el momento de la
irradiacion. Se ha reportado que la radiosensibilidad de las células cambia segun
avanza en el ciclo celular, siendo las células mas sensibles al final de la fase G2-M

mientras la fase G1 y S son mas resistentes a las radiaciones®.

La alteracion del ciclo celular por la radiacion se debe a que ésta provoca
bloqueos en los puntos de control (ATM, Chk2/Chk1) los cuales son mecanismos
moleculares que verifican que se cumplen las condiciones necesarias para permitir

que la célula pueda pasar de una fase del ciclo celular a otra®.

Se ha demostrado que MF induce un arresto en la fase G1 del ciclo celular
en células del cancer de mama y de ovario a través de la inhibicion de la actividad
de Cdk2 la cual se asocia con la disminucion del factor de transcripcion E2F1

relacionado con la proliferacion celular®.

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio mostraron que MF fue
capaz de incrementar el efecto de la Radio-Quimioterapia basada en cisplatino en
una linea celular de cancer cervical (HeLa) incrementandose el porcentaje de
células en la fase G2-M del ciclo celular®. La Mayoria de células tumorales
carecen de la capacidad para bloquear el ciclo celular en G1, sin embargo,
mantienen la capacidad de bloqueo en la fase G2 del ciclo celular siendo crucial

en la sensibilidad celular a la radioterapia.

Ademas, hacia el final de un tratamiento con radioterapia, las células mas
resistentes pueden iniciar un crecimiento acelerado con lo que una parte
importante del efecto de la radiacion se pierde. La administracion de un citostatico
durante esta fase de repoblacion acelerada puede inhibir el crecimiento tumoral y

resultar en un aumento significativo de la eficacia antitumoral de la radiacion.
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Otros mecanismos que pueden estar implicados en la radiosensibilidad es
la inhibicion de las proteinas Hsp90, las cuales tienen funciones vitales como la
regulacion del ciclo celular, la proliferacion celular y la apoptosis, entre otras. La
familia de las Hsp90 se relaciona funcionalmente con los receptores de las
hormonas esteroides regulando su actividad bioldgica; por lo que su inhibicién da
lugar a la pérdida de la funcion de proteccion celular aumentando la sensibilidad

de las células tumorales® 6.

Por otra parte, se ha observado que MF aumenta la sensibilidad de las
células debido a la regulacion de la expresion de Bcl-2 y Bax (proteinas que
participan en el proceso de la apoptosis). Se ha encontrado que en células de
cancer de ovario el uso de MF inhibe Bcl-2, ademas se ha observado que activa la
expresion de Bax (proteina pro-apoptdtica), por lo tanto la relacién Bcl-2/Bax es
clave en la susceptibilidad celular; asi mismo, en células de cancer de mama se le
ha relacionado con la activacion de caspasas 3, 8 y 9, las cuales son mediadores

esenciales en el proceso de apoptosis®” .

Otro posible mecanismo por el cual MF puede tener un efecto
radiosensibilizante es mediante la inhibicion de la expresién del VEGF, el cual es
un factor importante en la angiogénesis. La angiogénesis es un evento clave en la
patologia de los tumores de glioma y es necesaria para la progresion de esta
neoplasia altamente agresiva debido a que las células tumorales requieren la

angiogeénesis para establecer una fuente de nutrientes y oxigeno.

En la angiogénesis los vasos formados presentan un flujo sanguineo
alterado y una permeabilidad alta provocando un suministro de oxigeno y
nutrientes desbalanceado, creando zonas de hipoxia que son resistentes a la
radiacion. Se sabe que se obtiene un mejor resultado a la radioterapia cuando hay
presencia de oxigeno provocando asi un mayor dafio a las células tumorales por
la inhibicién del VEGF, resultando en una estrategia atractiva de tratamiento para

glioma.
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Varios estudios han demostrado que MF participa en la inhibicion de la
expresion del VEGF. En la linea celular PC-3 de cancer de prostata se observo
que MF puede inhibir la secrecion del VEGF a través del bloqueo del RG. Se sabe
que las formas sintéticas y las naturales de la progesterona inducen expresion y
secrecion de VEGF en células de cancer de mama en una manera dependiente de
RP, observando en un estudio realizado por Hyder y Cols; que este efecto es
bloqueado por MF, aumentando asi el interés por estudiar la inhibicion de VEGF

en células de glioma®®.

En este trabajo se determiné la expresion del VEGF en tumores de glioma
después de cada tratamiento. Nuestros resultados mostraron que la aplicacién de
Radiacion sola inhibié de manera significativa la expresion del VEGF (Figura 9),
sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales utilizadas no fue posible
mostrar la participacién de MF sobre la inhibicion de la expresion de VEGF en los
xenostrasplantes de Glioma al final del estudio. Es probable que la evaluacién de
la expresion de este factor en un curso temporal nos permita observar la
participacion de MF con el tratamiento de Radiacion-Temozolamida sobre la

angiogénesis.
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8.- CONCLUSION.

MF demostré un efecto Radiosensibilizante en un modelo de
xenotransplante de glioma. Ademas, los resultados sugieren que la combinacion
de MF, Temozolamida y Radiacion es eficaz en el tratamiento de glioma debido a
que mostré una mejora en la disminucién del crecimiento tumoral sin observarse
toxicidad sistémica evaluada por la pérdida de peso de los animales

experimentales.

9.- PERSPECTIVAS.

Es necesario estudiar los mecanismos moleculares que puedan estar
participando en la radiosensibilidad de Mifepristona, asi como continuar los
estudios preclinicos que nos permitan proponer a Mifepristona para su inclusién en

el tratamiento actual de glioma.
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