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RESUMEN

VAZQUEZ AGUIRRE ADRIANA. EVALUACION in vitro DE APOPTOSIS Y
AUTOFAGIA EN LA LINEA CELULAR CHP-212 DE NEUROBLASTOMA BAJO
TRATAMIENTO CON CASIOPEINAS®. (Bajo la direccion de: MVZ Héctor
Salvador Sumano Lopez, Dra. Maria del Carmen Mejia Vazquez, Dra. Lena Ruiz
Azuara)

El neuroblastoma (NB) es un tipo de céancer infanti que suele
diagnosticarse de manera tardia; lo que complica la eleccion de un tratamiento,
compromete su efectividad y empobrece el prondstico de los pacientes. Las
Casiopeinas® (Cas) son una familia de compuestos con centro activo de Cobre(ll)
que han demostrado actividad antiproliferativa, citotoxica, citostatica y genotdxica
con un bajo indice de efectos colaterales sobre el paciente, en comparacién con
tratamientos tradicionales de diversas neoplasias. Mediante la técnica de Western
blot se determind el momento en el que se presentan los procesos de apoptosis,
autofagia y sobrevivencia/proliferacion, en cultivos de la linea celular de
neuroblastoma CHP-212 tratada con 3 diferentes Casiopeinas® (ligly, IlIEa vy lllia)
y Cisplatino® como control de muerte celular. Se demostré que a las 2 h de
postratamiento, Gnicamente las Casiopeinas® ligly y lllEa promueven muerte
celular por apoptosis (via intrinseca), mientras que las Casiopeinas® IllEa y lllia
promueven la autofagia celular. A las 10 h postratamiento ninguna Cas proumueve
apoptosis, mientras que las tres Cas promueven la autofagia. Finalmente, los
resultados obtenidos para demostrar el proceso de sobrevivencia/proliferacion no

fueron concluyentes.



|. INTRODUCCION

El neuroblastoma (NB) es una neoplasia que se origina de las células de la
cresta neural y que migra a lo largo del sistema nervioso simpatico (SNS),
estableciéndose frecuentemente en las glandulas adrenales.!? Esta neoplasia se
presenta durante la infancia y representa el 15% de la mortalidad por cancer en
nifios.#**° El comportamiento del NB es muy heterogéneo y va desde un rapido
crecimiento, hasta la regresion espontanea. Se ha propuesto que este ultimo
evento se debe al fenémeno de apoptosis.t*>®’

Tradicionalmente, los tratamientos contra el cancer se han centrado en la
terapia citotoxica mediante el intento de inducir apoptosis. Sin embargo, el cancer
puede mostrar resistencia a la apoptosis promoviendo mutaciones que lleven a la
sobrevivencia a través de la autofagia. Lo anterior marca importantes blancos para
el desarrollo de nuevas terapias antineoplasicas, como la habilidad de inducir
multiples caminos de muerte celular y asi superar aquellas capacidades de
mutagénesis que presentan las células malignas. Idealmente, los agentes
quimioterapéuticos deberian tener como Unico blanco a las células neoplasicas
mediante un efecto citotdxico y/o citostatico con minimos efectos colaterales en las
células normales. Sin embargo, los efectos de la quimioterapia son multiples,
llegando a inducir toxicidad sistémica, falta de especificidad, rapido metabolismo
del farmaco y resistencia al farmaco del tipo adquirido e intrinseco.**%**

Las investigaciones basadas en la utilizacion de compuestos metalicos, origind

el uso del Cisplatino como uno de los antineoplasicos mas exitosos. Sin embargo,



otros metales han sido también empleados para combatir el cancer, entre ellos se
encuentra el cobre.*?

Las Casiopeinas® (Cas) son una familia de compuestos de coordinacién con un
centro activo de cobre (1), que han sido evaluadas en varios modelos tanto in vitro
como in vivo, mostrando actividad antiproliferativa, citotoxica, citostatica y
genotoxica. Diferentes estudios demuestran que las Cas son capaces de inhibir la
proliferaciébn celular y producir muerte por apoptosis, la cual puede ser
dependiente de caspasas o0 bien, estar mediada por la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO’s) y toxicidad mitocondrial promoviendo la ruta

intrinseca de apoptosis.*!t#131415.16.17



[I.  ANTECEDENTES

1. EL NEUROBLASTOMA

La organizacion mundial de la salud (OMS), define al neuroblastoma (NB)
como una neoplasia neuroepitelial periférica (PNET) con diferenciaciéon neuronal
limitada.’” La familia de neoplasias de los PNET’s estd compuesta por células
primitivas neuroepiteliales con apariencia morfolégica embrionaria, originada de
células madre multipotenciales que pueden diferenciarse hacia neuronas,
ependimocitos, células de la glia y posiblemente células mesenquimatosas. Tanto
en animales como en humanos, esta familia de neoplasias desencadena signos
neurologicos como convulsiones, pérdida de la conciencia, aumento de la presion

intracraneal y déficit motor,'819:20:21:22

1.1. EL NEUROBLASTOMA EN MEDICINA HUMANA

El NB representa del 8-10% de todos los tumores pediatricos en nifios
menores de 15 afios; aproximadamente el 80% del mismo se presenta en nifios
menores de 5 afios y es muy raro en nifios mayores de 10 afios.?® Cerca del 40%
de los pacientes tienen enfermedad metastasica refractiva a tratamiento, debido a
que los tumores del SNP frecuentemente contienen alteraciones en las vias
apoptosicas, produciendo enfermedad quimioresistente. Esta neoplasia se
desarrolla en etapa embrionaria o bien en etapas postnatales tempranas, como
resultado de defectos del desarrollo durante la diferenciacion normal de la cresta
neural hacia células neuronales simpéticas, y se presenta con mayor frecuencia

en las glandulas adrenales.® La mayoria de las veces el tumor se diagnostica



porque ha ocurrido un proceso metastasico severo y por lo tanto, su pronostico es
desfavorable; por otro lado, hay neonatos que en la zona de localizacion,
presentan pequefios cumulos de neuroblastos que eventualmente se diferenciaran
hacia células nerviosas y de este modo, no se convierten en células
cancerosas.’*®

El NB se disemina por via sanguinea causando metastasis con mayor
frecuencia en médula 6sea, hueso, higado y piel; o bien, por via linfatica hacia los
linfonodos regionales. Las metéastasis hacia pulmdén son consideradas de tipo
terminal; ya que representan cancer de caracter diseminado. El proceso de
metastasis es tan altamente selectivo y secuencial, que requiere cambios
morfologicos celulares que favorecen la pérdida de la adhesion celular, aumento
de la motilidad e invasividad, entrada y sobrevivencia a factores antineoplasicos
en circulacion sanguinea, salida hacia nuevos tejidos y colonizacion eventual
hacia sitios distantes.»?*%

El comportamiento del NB es variable, algunos tienden a diseminarse
rapidamente, sobre todo en nifios mayores de un afio, mientras que otros crecen
lentamente. Algunas veces en nifios menores de 12 meses, las células
cancerosas sufren regresion espontanea del tumor. Lo anterior sugiere que la
regresion esta parcialmente regulada por muerte celular neuronal programada y/o
por diferenciacion, que es un fendmeno similar a lo que ocurre en células
neuronales simpaticas de manera fisiologica durante el desarrollo. En otros casos,

las células maduran dando origen a la neoplasia conocida como

ganglioneuroma.>*°



CLASIFICACION DEL NB

Debido a que el NB en estado embrionario es una neoplasia del
neuroectodermo derivada de las células de la cresta neural, de acuerdo a sus
caracteristicas morfologicas se clasifica en:

« Neuroblastoma (NB). Morfolégicamente indiferenciado y maligno. 2324%

» Ganglioneuroblastoma (GNB). Es un tumor transicional que contiene células
de tipo mixto. Tiene neuroblastos que pueden crecer y diseminarse anormalmente
de manera similar al NB, y también estd formado por zonas de tejido maduro
similar al ganglioneuroma. 23242°

e Ganglioneuroma (GN). Es un tumor benigno conformado por células
ganglionares maduras y células nerviosas en vaina. Esta neoplasia es usualmente

removida quirdrgicamente y no necesita de otro tratamiento. 2342

ESTADIOS Y GRUPOS DE RIESGO
A mediados de los afos 90’s se ha utilizado el sistema internacional de
estadios del NB (INSS). Los estadios establecen el grado de desarrollo o
diseminacion del tumor. El conocimiento del estadio ayuda a determinar el plan
terapéutico a llevar a cabo. Los estadios del NB son:
» Estadio 1. La neoplasia se encuentra localizada en su sitio de origen en un
solo lado del cuerpo y no ha sufrido metéstasis. Puede ser removida

quirdrgicamente en su totalidad.>?*2>2°



» Estadio 2A. La neoplasia continta localizada en su sitio de origen, sin
embargo, no puede ser removida quirdrgicamente debido a su tamafio y
localizacién. No ha habido diseminacién a linfonodos.>?42>2°

» Estadio 2B. Ha habido diseminacion hacia los linfonodos cercanos del
mismo lado del cuerpo en que se encuentra la neoplasia.>?*?>?°

» Estadio 3. Ha habido diseminacion a partes distantes del cuerpo, pudiendo
incluir linfonodos. La neoplasia no puede removerse quirdrgicamente por
completo, >242>26

» Estadio 4. Hay metéstasis a linfonodos distales y 6rganos como hueso,
higado, piel y médula ésea, entre otros.

» Estadio 4S. Considerado un caso especial y con mejor prondéstico que los
demas estadios. En este caso el paciente es menor de 1 afio de edad al momento
del diagndstico. La neoplasia se encuentra en un lado del cuerpo, puede haberse
diseminado hacia los linfonodos de ese mismo lado y/o hacia higado, piel y/o
médula 6sea pero no hacia los huesos, y no mas del 10% de las células de la

médula 6sea son células neuroblasticas.>***>%°

ASPECTOS QUE INFLUYEN EN LA TASA DE SOBREVIENCIA

La sobrevivencia de un paciente con diagnostico de NB depende de una
gran variedad de factores, principalmente el grupo de riesgo en que se encuentre
el paciente y el estadio de la enfermedad, por lo tanto, aguellos que se encuentran
en el grupo de bajo riesgo tienen una tasa de sobrevivencia de 95%; en los

pacientes que pertenecen al grupo intermedio, la tasa de sobrevivencia es de 80-



90%; sin embargo, los niflos mayores de 1 afio de edad con enfermedad
metastasica ampliamente diseminada o0 con neoplasia localizada de
comportamiento agresivo y de gran tamafo, tienen una tasa de sobrevivencia
pobre a largo plazo que es aproximadamente del 30%, correspondiente a los
pacientes en el grupo de alto riesgo.?*?°

« Edad. Nifios menores a los 18 meses tienen mayor probabilidad de
recuperacion que niflos mayores de esta edad.

» Histologia neopléasica. Basado en el grado de diferenciacion celular,
aquellas neoplasias con mayor cantidad de células normales tienen un mejor

pronéstico; por otro lado, las neoplasias cuyas células estan pobremente

diferenciadas tienen un mal pronéstico.*’

TRATAMIENTO

El tratamiento depende del estadio de desarrollo de la enfermedad, la edad
del paciente y los aspectos que influyen en la tasa de sobrevivencia. Aquellos
pacientes que se encuentran en el estadio 4S, pueden no necesitar tratamiento,
debido a que en estos pacientes se puede presentar regresion tumoral
espontanea.”

Existen varios tipos de tratamiento, los cuales pueden ser utilizados de
forma independiente o combinados:

e Quirdrgico. Este tratamiento es utilizado para remover la totalidad de la

neoplasia o la mayor parte de la misma, dependiendo de la localizacidon de ésta. Si

la neoplasia no se ha diseminado y es posible removerla por completo, este sera



el Unico tratamiento empleado, sin embargo, en caso contrario, sera necesario

llevar una quimioterapia adjunta a este tratamiento.**?>%°
* Quimioterapéutico. Utiliza farmacos antineoplasicos. Generalmente se

aplica una combinacion de farmacos, siendo los mas utilizados la ciclofosfamida o

isofosfamida; cisplatino o carboplatino; vincristina; doxorrubicina. Se suele utilizar

etoposido; topotecan; busulfan y melfalan, cuando se realiza trasplante de médula
6sea.’*®

* Radioterapia. Basado en el empleo de radiacion ionizante.

« Medicina nuclear: Mediante la utilizacién del analogo noradrenalinico de la
aralquilo guanidina, conocido como MIBG (meta-yodobencilguanidina).

* Medicina alternativa: Utilizando retinoides, que son sustancias quimicas
relacionadas con la vitamina A. Particularmente se utiliza la isotretinoina
(acido 13-cis-retinoico), que disminuye el riesgo de recidiva después de
tratamientos con quimioterapia o transpalante de médula 0sea. Se cree que
los retinoides ayudan a la diferenciacion de las células cancerosas en

células normales.

» Trasplante de medula 6sea.

TIPOS CELULARES DE NEUROBLASTOMA
Varias lineas celulares establecidas de NB, contienen variantes morfolégicas que
contribuyen a su heterogeneidad’, dividiéndose en 3 tipos celulares:

« Neuroblasticas (N). Expresan proteinas neurofilamentosas.’



» Planas o sustrato adherentes (S). Crecen en agregados celulares, sintetizan
coldgeno y fibronectina de manera similar a las células de Schwann.
Morfologicamente se parecen a las células progenitoras melanociticas o gliales, a
las células derivadas ectomesenquimales y a las células de Schwann.?’

* Intermedias (I). Expresan proteinas neurofilamentosas, pueden
diferenciarse hacia células tipo neuroblasticas o bien hacia células tipo sustrato

adherente.’

1.2. EL NB EN MEDICINA VETERINARIA

El NB es poco frecuente en animales, hay algunos estudios de su aparicion
principalmente en ganado vacuno y perros, siendo la glandula adrenal su principal
sitio de origen.’® Aunque en humanos el NB es la neoplasia neuroepitelial
periferica mas frecuente en la edad infantil; en animales el meduloblastoma es el
PNET mas comun, principalmente en becerros y perros. También hay estudios de
casos de NB en caballos, cerdos, hurones, borregos, venados, gatos y
ajolotes.19'21'27'28

Hay informes de casos de neuroblastoma en perros de todas las edades y
en becerros prematuros y mortinatos; siendo en ambos casos la aparicion mas
comun en médula adrenal, ganglios simpaticos o tracto olfatorio, caracterizandose
también por su rapido crecimiento, invasividad y metastasis. Los tumores de la
glandula adrenal son dificiles de diagnosticar clinicamente. Aunque el NB es de
rara aparicion, comunmente son lesiones benignas y aisladas en las glandulas

adrenales, encontradas como hallazgos a la necropsia.*2°*
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Si se llega a sospechar de una presentacion en medula adrenal, es
necesario realizar el diagnostico diferencial, o que también representa una
complicacidon para el diagnostico clinico, debido a que la glandula adrenal es un
sitio comun de aparicién de neoplasias en animales.?303!

Ademas de la invasion local y la diseminacién a los linfonodos, el NB tiene
tendencia a diseminarse via sanguinea hacia higado, pulmones y huesos. En
algunos informes de casos, se mencionan como sitios de metéstasis a los
linfonodos regionales, mesenterio, bazo, higado, cerebelo, nasofaringe, piel y
canal vertebral.®> De este modo, los sitos de mayor ocurrencia estan divididos
entre las glandulas adrenales, los ganglios simpaticos del abdomen, pecho o
cuello o los ganglios parasimpaticos de la pelvis.?*>3
En perros, los estudios de NB, se restringen a tumores en el tejido nervioso

del SNC y SNP, incluyendo médula adrenal y red ganglionar simpatica.?303334

HISTOPATOLOGIA

El NB es un tumor muy infiltrante, con formacion de vasos sanguineos
prominentes; se caracteriza por estar formado por pequefias células redondas con
nucleos hipercrométicos, acomodadas alrededor de procesos neuronales
formando pseudorosetas de Homer Wrigth, asi mismo se observan areas con
trabéculas densas y ocasionalmente hay zonas donde las fibras estan dispuestas
en lineas paralelas o en forma de abanico conectandose a las células.?!3%%

Hay muy pocos informes sobre el panel de anticuerpos para NB en

medicina veterinaria.>®
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2. TRATAMIENTOS ANTINEOPLASICOS

Inicialmente el desarrollo de agentes quimioterapéuticos se baso en la
observacion de que las células neoplasicas proliferan méas rapido que las
normales, por lo que se desarrollaron farmacos que interfieren con la replicacion
del ADN o el metabolismo celular; sin embargo, como se pudo predecir, éstos
afectan también a las células normales en division constante como las de médula
6sea y epitelios, por lo que se redujo el uso terapéutico de estos agentes.>**

Los agentes quimioterapéuticos en general, pueden inducir numerosas
respuestas celulares que impactan directamente en la proliferacion vy
sobrevivencia celular. Una de las respuestas mas estudiadas es la apoptosis, que
es la muerte celular fisiologica y programada que controla la proliferacion de las
células normales durante el desarrollo, crecimiento y en la enfermedad. **°

Desarrollos recientes en la quimioterapia dependen de agentes que ademas
de interferir con el ciclo celular de las células proliferantes, disparan la via
apoptosica inhibiendo asi el desarrollo del cancer. En ciertas neoplasias malignas
ocurre muerte por apoptosis de manera espontanea, lo que ha llevado a realizar
estudios que confirman que muchos agentes quimioterapéuticos matan a las
células por esta via.'® Esto ha llevado a la busqueda de nuevos farmacos que
puedan inducir especificamente este proceso.

El desarrollo y uso de antineopléasicos basados en metales, lleva al origen del
cisplatino® como uno de los antineoplasicos mas exitosos para el tratamiento de
neoplasias testiculares y ovaricas. El cisplatino y la segunda generacion derivada

del platino, el carboplatino®, han permitido la generacién de nuevos agentes

basados en metales debido a su actividad antineoplasica. De este modo, farmacos
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basados en compuestos metalicos como el galio, germanio, bismuto, complejos
metéalicos de transicion temprana como el titanio, vanadio, niobio, molibdeno y
renio; y complejos metélicos de transicion tardia como el rutenio, rodio, iridio,

platino, cobre y oro han mostrado potencial quimioterapéutico. *

2.1. CASIOPEINAS®

La busqueda de nuevos agentes antineoplasicos bajo el supuesto de que
los farmacos basados en metales enddégenos son menos téxicos, ha llevado al
desarrollo de farmacos basados en cobre; culminando en la sintesis de una serie
de compuestos de coordinacién con cobre () denominados Casiopeinas® (Cas)
(Figura 1).*3"38 Algunos de estos agentes han demostrado poseer caracteristicas
antineoplasicas en estudios in vivo e in vitro y en una gran variedad de lineas

Cel U|areS neopIésiCas11,13,19,37,39,44,48,49,51,63

(Cuadro 1). Lo anterior sugiere que
estos agentes disminuyen los efectos secundarios.**?*? Estos compuestos tienen

la formula general: [Cu(N-N)(N-O)H,O]NO3 y [Cu(N-N)(O-O)]NOs.

117

Figura 1. Estructura de las Casiopeinas®. A) Cas lIgly, B) Cas lllia, C) Cas IlIEa.
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Se ha observado que las Cas promueven un incremento en las especies
reactivas de oxigeno (ERO’s) que causan un dafio subsecuente a la mitocondria,
seguido de muerte celular por apoptosis a través de sus 2 cascadas de
sefializacion.'®!"383940 gin embargo, ademas del dafio mitocondrial, hay otros
blancos potenciales en los que las Cas pueden tener efecto, como lo es el dafio al
ADN con ligeras diferencias basadas en la estructura de la molécula, el
mecanismo potencial puede ser mediante la promocion de una reaccion parecida
a la de Fenton y Harber-Weiss, asi como a la reduccién del cobre coordinado () a
cobre (I), con la subsecuente generacién de las ERO’s radical superoxido e
hidroxilo, que pueden reaccionar con diferentes moléculas como acidos nucleicos,
proteinas o lipidos de membrana, causando un dafio oxidativo general al interior
de la célula. 12394142

Cuando el cobre(ll) se encuentra en el citosol, se reduce mediante la
interaccion con agentes reductores intracelulares como el dinucleétido de
nicotinamida y adenina (NADH), el dinucleotido de Flavina-adenina (FAD),
glutation (GSH) o superoxido dismutasa (SOD), de modo que eventualmente entra
al nucleo. Se ha propuesto que debido a su estructura plana, las Cas pueden
intercalarse entre las dobles hélices del ADN y mediante la reaccién de Fenton,
generan ERO’s y provocan dafio genético in situ que se expresa como

fragmentacion de ADN,1%13:37.3942
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Casiopeina Linea Celular Tipo de neoplasia Ref.
Cas ligly C6 Glioma 19
A549, H157 Carcinoma de pulmoén 39
Cas ligly
. HCT-15 Adenocarcinoma colorrectal 48
Cas lllia
Daoy Meduloblastoma

Cas ligly y Cas lllia

Cas ligly, Cas lIEa y
Cas lllia

Cas ligly
Cas ligly
Cas ligly, Cas llIEa

Cas ligly, Cas lllia

Cas ligly

Cuadro 1. Casiopeinas y su actividad en el cancer. Estudios

CHP-212, SK-N-SH

L1210
CH1
HelLa
AS-30D
HelLa

SiHa

CaSki

CalLo

C-33A
B-16

LL/2 (LLC1)

desmoplasico cerebelar 49

Neuroblastoma

63
Leucemia linfocitica murina
Linfoma 11
Adenocarcinoma de cérvix 13
Hepatoma murino 37
Adenocarcinoma de cérvix
Carcinoma de cérvix de
células escamosas, grado |l
Cfirqinoma epidermoide de
cérvix
Carcinoma de cérvix de 51

células escamosas, grado II1B
Carcinoma cervical
Melanoma

Carcinoma de pulmoén- Lewis

diferentes lineas celulares de Céancer.

in vivo e in vitro realizados en

3. MUERTE CELULAR PROGRAMADA
La muerte celular programada es un proceso fisiolégico que mantiene la
homeostasis tisular mediante el balance de la regeneracion celular y la eliminacion

de células alteradas tales como aquellas con mutaciones genomicas de potencial
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dafiino, linfocitos autoreactivos y células infectadas con virus.*"*®*° Pueden
definirse dos tipos de muerte celular programada:

. Apoptosis (Muerte celular programada Tipo 1).4"49°°

. Autofagia (Muerte celular programa Tipo 11).49>°
3.1.APOPTOSIS

La apoptosis, también conocida como muerte celular tipo I, es un proceso
activo de muerte celular fisioloégica, donde se describe de manera detallada la
activacion de enzimas catabdlicas (proteasas), en cascadas de sefalizacion que
llevan a cambios de la estructura celular y ultraestructural.>®* Este proceso
culmina con la disminucion del tamafio celular, condensacién nuclear de la
cromatina (picnosis) y fragmentacién nuclear o cariorrexis en unidades
oligonucleosdmicas. Los cambios morfoldgicos y bioguimicos que la caracterizan
son mediados por una familia de proteasas de cisteina que rompen a nivel de un
residuo de aspartato conocidas como caspasas. Estas enzimas existen como
cimogenos conocidos como procaspasas, que se convierten en su forma activa
mediante la ruptura proteolitica interna de los residuos de acido aspartico, lo que
permite la separacion de la caspasa en una unidad catalitica grande (p10) y una
pequefia (p20).%°2>3

El proceso apoptésico se desencadena por una gran variedad de estimulos
como el dafio al ADN, pérdida de la sefalizacion de factores de crecimiento,
toxinas, radiacion, etc. Una vez que se activa la sefial membranal, se produce una
sefalizacion intracelular que deriva en la activacion de las caspasas, que a su vez

romperan sustratos clave y llevardn a las caracteristicas apoptésicas antes

descritas.®!
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De acuerdo a su estructura primaria, las procaspasas pueden dividirse en 2
clases:
a) Iniciadoras, que contienen prodominios largos amino-terminales, entre las
que se encuentran las caspasas -2, -8, -9 y -10.%°1°253

b) Efectoras, que tienen prodominios cortos que incluyen a las caspasas -3, -6

_7.9,51,52,53

y

Se han determinado algunas vias de activacién de caspasas y los receptores
gue intervienen en este proceso (Figura 2):

1. Via Intrinseca o mitocondrial. Esta via intracelular esta mediada
por la familia Bcl-2. Es activada por diversos factores de estrés, por la presencia
de proteinas sin desdoblar y otros estimulos que pueden llevar a la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa. Esto permitira la liberacion
de factores mediadores de la apoptosis (proteinas apoptogénicas) al citosol desde
el espacio intermembranario de la mitocondria, como lo son el citocromo c (cit. C),
el factor inductor de la apoptosis (AIF), las proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAP’s), la segunda proteina mitocondrial activadora de caspasa/proteina de union
directa a las IAP (Smac/DIABLO), la proteasa sérica mitocondrial (HtrA2/0Omi) y la
endonucleasa G (endo G). Una vez liberado el cit. C, jugara un papel primordial en
esta via, pues se activara al interactuar con el desoxiadenosina trifosfato (dATP) y
el factor-1 activador de proteinasas (Apaf-1), uniéndose para formar un complejo
conocido como apoptosoma que junto con nucleotidos de adenina, promovera la
autoactivacion de la procaspasa -9, que a su vez activara a las caspasas -2, -3, -6,

-8y -10,474851.53
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La familia Bcl-2 contiene al menos una region protéica homéloga denomidada BH
(Bcl-2 homdloga). Esta familia se divide en proteinas antiapoptdsicas multidominio
(Bcl-2, Bcl-X. y Mcl-1) que contienen los dominios BH1, BH2, BH3 y BH4; el otro
grupo esta formado por proteinas proapotosicas multidominio (Bax y Bak) que
contienen los dominios BH1, BH2 y BH3; y finalmente el grupo proapoptdsico
uniprotéico BH3 (Bid, Noxa, PUMA, Bad, Bim). Las proteinas BH3 se encargan de
la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial, permitiendo entre otras
cosas la activacion de Bax y Bak para la formacion del poro de la membrana que
permiten la salida de diferentes proteinas al espacio citosélico.®**

2. Via extrinseca . Es activada por sefales de otras células e iniciada
por la asociacion de receptores de muerte transmembranales como el gen
antiapoptoésico no. 1 (FAS/APO1/CD95), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
y su ligando extracelular (FAS-L 6 TNF-aL). En esta asociacién, el receptor
trimeriza y recluta moléculas adaptadoras de muerte en el espacio citosolico de la
membrana mitocondrial. Dicha asociacion llevard a la formacion del complejo
sefalizador inductor de muerte (DISC), siendo su ligando la procaspasa iniciadora
-8 6 -10 que activaran a las caspasas efectoras -7 y -3 (que activara a caspasa -6),
activando a otras proteinas celulares como el factor de fragmentacion de ADN
(DFF), que inducira a la condensacion de la cromatina y ademas actia como una
DNAsa. La ruptura de otras proteinas estructurales incluye laminas nucleares,
actina, a-fodrina, polimerasa de  poliadenosilfosfato-ribosa  (PARP),
ribonucleoproteina U1, etc., facilitando el desensamble estructural de las células

bajo un proceso apoptésico. "+

18



Figura 2. Muerte celular Tipo | o muerte celular por Apoptosis. Vias de sefializacion.

3.2. AUTOFAGIA

En muchos escenarios, la autofagia constituye un proceso de adaptacion al
estrés que evita la muerte celular (suprimiendo el mecanismo de apoptosis);
mientras que en otros casos constituye una via alterna para la muerte celular,
conocida como muerte celular autofagica o muerte celular tipo 11.°%%°

Para que el proceso autofagico se lleve a cabo, se requiere de la formacion
del autofagosoma. Comienza cuando una membrana plana (fagoforo) se elonga y

envuelve una porcidon de citoplasma o carga especifica, formando una doble

membrana conocida como autofagosoma, que posteriormente recibira
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constituyentes lisosomales como proteinas de membrana lisosomal y bombas de
protones, mediante la fusion de los cuerpos multivesiculares o endosomas

tardios.5%?

Finalmente, los autofagosomas se fusionan con los lisosomas
recibiendo el nombre de autofagolisosomas (autolisosoma), y si se fusiona con
endosomas, recibira el nombre de anfisoma El contenido en el interior sera
degradado por hidrolasas y los productos de degradacion son transportados de
vuelta al citoplasma, donde pueden ser reutilizados para biosintesis o produccién
de energia.>®°9606!

Durante una extensiva autofagia el volumen que las vacuolas autofagicas
ocupan, puede ser igual o mayor que los organelos y el citosol libre, es por ello
que es posible que tan alto grado de destruccion pueda llevar a la muerte
celular,%5364

Hay 3 rutas autofagicas conocidas dependiendo de la ruta de entrega del
material citoplasmatico al lumen lisosomal (Figura 3):

1. Macroautofagia o autofagia, donde una porcién del citoplasma que
sera degradado es envuelto en un organelo especializado como el
autofagosoma. %>’

2. Microautofagia, la propia membrana lisosomal secuestra una porcion
del citoplasma por un proceso semejante al pinzamiento de los fagosomas de la
membrana plasmatica.>®>’

3. Autofagia mediada por chaperonas, donde las proteinas que

procesan una sefial son transportadas del citoplasma a través de la membrana

lisosomal hasta el lumen del lisosoma.>’
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La autofagia puede contribuir a la sobrevivencia y establecimiento neoplasico
permitiendo la adaptacion a condiciones metabdlicas adversas o favoreciendo la
quimioresistencia; adicionalmente, concentraciones reducidas o la ausencia de las
proteinas requeridas para el proceso autofagico, se han asociado con la
progresion neoplasica tanto en humanos como en animales, por lo que la
autofagia puede representar un mecanismo de supresién neoplésica.®*®*

Hay al menos 3 hipotesis que pueden explicar en qué momento la autofagia
puede estimular la tumorogénesis:

1. La inhibicibn autofagica aumenta la muerte celular por necrosis
dentro de las neoplasias y por consiguiente, promovera el crecimiento tumoral
mediante el aumento de la inflamacién local, donde las citosinas angiogénicas
contenidas en el citoplasma de las células inflamatorias, induciran la formacion de
vasos sanguineos que proveeran de nutrientes y oxigeno al tumor, para asegurar
el crecimiento y metéastasis tumoral.*

2. Una autofagia comprometida puede promover la inestabilidad
cromosOmica, en particular en células sometidas a estrés metabdlico que puede
llevar a la activacién de oncogenes y a la progresién neoplasica.*®

3. Una deficiencia en el mecanismo autofagico, puede promover
tumorogénesis mediante la acumulacion de organelos viejos o dafiados, que
actuaran como fuente intrinseca tumorogénica y de especies quimicas
genotoxicas; esto significa que si la sintesis proteica predomina a la degradacion,
el crecimiento neopléasico se vera estimulado.*®

Hay mudltiples moléculas que se observan especialmente en autofagia, como

Beclina 1 (BECN1). BECN1 es una proteina que interactia bajo condiciones de no
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estrés con Bcl-2 y sus homologos antiapotésicos (Bcl-X., Bcl-w, Mcl-1). Dado que
BECNL tiene un receptor parecido al BH3, es importante destacar que Unicamente
la proteina Bcl-2 que se une a BECN1 es aquella que se encuentra en el reticulo
endoplasmico (RE).>®®® Particularmente los miembros antiapoptdsicos de Bcl-2
suprimen la autofagia mediante su interaccion con BECNL, inhibiéndola. Es
posible que la liberacién de Bcl-2 y la proteina inhibitoria FLICE (FLIP) de los
complejos de activacion de la autofagia, bloqueen las vias intrinseca y extrinseca
de la apoptosis.**°%®

La unién de BECN1 a moléculas antiapoptdsicas disminuye la actividad de la
fosfoinositol-3 cinasa (P13-K) asociada con BECNL1 inhibiendo la formacion del
autofagosoma. La falta de nutrientes induce la fosforilacion de Bcl-2, que inhibe la
unién de esta a BECN1, y lleva a la activacién del proceso autofagico.>” %18

Cuando la autofagia esta bloqueada, se acelera la apoptosis o en el caso de
apoptosis deficiente, las células atraviesan por una catéastrofe metabolica y
mueren por necrosis. %%

Las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAP o MAPK) son una familia
que coordina la sefal de una variedad de estimulos extra e intracelulares para
regular la expresion génica, el metabolismo celular y la dindmica del citoesqueleto.
Los miembros de las MAPK: MAPK1/ERK2, MAPK8/IJNK y MAPK14/p38a, estan
involucrados en el control del proceso autofagico.”

El desarrollo del fagoforo hacia el autofagosoma, requiere de la integracion
de la cadena ligera proteica-3 asociada al microtubulo (LC3B), sintetizada como

precursor proteico y presente en el citosol.®*®* La proteasa de la cinasa

relacionada a autofagia no. 4 (Atg4) rompe a LC3B en el extremo C-terminal de su
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cadena de aminoacidos, dejando expuesto el aminoacido glicina, para producir
LC3B-I citosolico. Posteriormente, el extremo expuesto es conjugado por Atg7,
Atg3 y el multimero Atgl2-Atg5-Atgl6é con la altamente lipofilica
fosfatidiletanolamina (PE) generando LC3B-Il y promoviendo la integracion de
LC3B-Il dentro de las membranas lipidicas del fagoforo y el autofagosoma. En el
autofagosoma, LC3B-Il tiene un papel seleccionando la carga a degradar y
también promoviendo la fusién de la membrana.>?%%61.64.71

Durante un periodo corto de falta de nutrientes, la cantidad total de LC3B-I
disminuye y la de LC3B-Il aumenta; sin embargo, si las células pasan por un
periodo mas largo de falta de nutrientes, tanto LC3B-I como LC3B-Il desaparecen.
LC3B-Il estd presente tanto en la membrana interna como externa del
autofagosoma. En la membrana interna, LC3B-Il se degradr4 dentro de los

autolisosomas y en la membrana externa, Atg4 lo desconjugard del multimero

Atg12-Atg5-Atgl6 para retornar al citosol 206474727374
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Figura 3. Muerte celular Tipo Il o Autofagia.

4. REGULACION DE LA PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR

Las MAPK son componentes de sefializacion importantes en la respuesta
celular debido a diferentes estimulos extracelulares.

La subfamilia de cinasas extracelulares reguladas por sefiales (ERK), tiene
2 isoformas: ERK1 y ERK2, también conocidas como MAPK p44 (p44ERK1) y p42
(p42ERK?2) respectivamente, y oficialmente nombradas MAPK 1 y MAPK 3. Estas
isoformas son componentes cruciales en la regulacion de la proliferacion celular

normal y maligna (Figura 4).”>"®
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Las MAPK de ERK1 y ERK2 son activadas por mitdbgenos y se encuentran
sobreregulados en neoplasias de humanos.” Otras dos vias de MAPK, la cinasa
Jun N-terminal (JNK) y p38, son activadas por estrés ambiental y genotoxico y
tienen papeles clave en la inflamacién y en la homeostasis tisular, pues controlan
la proliferacion celular, diferenciacion, sobrevivencia y la migracion de tipos
celulares especificos.®*®"

Tanto ERK1 como ERK2, se coexpresan en todos los tejidos pero en
concentracion variable. Sin embargo, se sugiere que puede haber diferencias
cuantitativas en su dindmica, lo cual juega un papel importante en su regulacion.
Se sugiere que ERK1 actia en complejo, atenuando la actividad de ERK2. La
inhibicion de ERK2 reduce dramaticamente el crecimiento celular y la pérdida de
ERK1, facilita significativamente la proliferacion.”’

Dependiendo de la duracion, la magnitud y la localizacién subcelular, la
activacion de ERK controla varias respuestas celulares como proliferacion,
migracién, diferenciacién y muerte.” La fosforilacién y activaciéon de ERK1 y ERK2
(ERK1/2) toma lugar generalmente en la membrana celular en un médulo de
sefalizacion que incluye a la GTPasa Ras, a la proteina cinasa de serina-treonina
Raf y a la cinasa de proteina cinasa activada por mitbgeno MEK en su forma
fosforilada.

La activacion de MEK 1/2 lleva a la fosforilacion de los residuos de treonina
y tirosina de ERK 1/2 con los sitios de reconocimiento Treo-Glu-Tir.”® La actividad
de ERK también puede promover la liberacion del cit. C mediante la modulacion
de la expresion de la familia de proteinas Bcl-2. La actividad de MEK/ERK se ha

asociado con la sobrerregulacion y desregulacion de los miembros proapoptésicos
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de Bcl-2. Adicionalmente, la caspasa -8 activada por ERK, induce la liberacion de
cit. C a través de la activacion proteolitica de Bid (tBid).">"87%#°

El secuestro citoplasmico de ERK se ha asociado a diferentes formas de
muerte celular, cuando ocurre mediante la unién con la proteina astrocitica-15

(PEA-15) promueve autofagia; mientras que la actividad sostenida de ERK

citoplasmico, induce senescencia en fibroblastos primarios de humanos.”

— @& ——®
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:/
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Regulacién Reﬁ“"‘dé" del Regulacién de la transcripcion
negativa ciclo celular
Nucleo

GRB2

Figura 4. Via de sefializacién de ERK 1/2.
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El factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de células B (NF-
KB) regula la expresion de una variedad de genes criticos para la proliferacion
celular, angiogénesis, replicacion viral, tumorigénesis, metastasis, inflamacion,
ciclo celular, antiapoptosis y varias enfermedades autoinmunes 3828384858087 gy
células no estimuladas o en reposo, el NF-kB inactivo se encuentra presente en el
citoplasma como un heterodimero de 2 subunidades (p50 y p65) y esta unido a
proteinas inhibidoras conocidas como IkB, dentro de las que se encuentran: IkBa,
IkBb, IkBg y el protooncogen Bcl-3.3°%78889 Cuyando IkB es fosforilado y
subsecuentemente degradado proteoliticamente por el proteosoma 26S, NF-kB es
liberado de su anclaje junto con IKB y se trasloca hacia el nucleo, donde regula la
expresion génica.®>#88

Hay tres caminos de sefalizacion de NF-kB con diferentes estimulos y
blancos transcripcionales:

1. Clasico: Esta via de sefalizacion se lleva a cabo mediante dimeros
de Rel Ay NF-kBa 83858788

2. Alternativo : Esta via es requerida para la organogénesis linfocitica e
involucra a dimeros de Rel B - NF-kB2.838’

3. Hibrido : Se postula un nuevo mecanismo para la activacion de NF-
kB (p100) en la via canonica de dimerizacion y su potencial para su interrelacion
con otros caminos de sefalizacion.®®

La mayoria de los agentes quimioterapéuticos causan apoptosis en células

cancerosas; sin embargo, algunas células neoplasicas suelen evadir este

mecanismo mediante la sobrexpresion de proteinas como Bcl-2, NF-kB y la
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proteina cinasa A (Akt).2-%° Akt suprime la apoptosis mediante la activacién de NF-
kB.®! Por otro lado, al igual que la quimioterapia, la radioterapia también puede
inducir la fosforilacion de IkBb, resultando en la translocacion de NF-kB hacia el
nucleo, activando genes involucrados en la sobrevivencia y proliferacion celular.
La sensibilidad a la quimioterapia esta determinada por los genes Bcl-2 y Bcl-X,
que regulan el proceso apoptésico y que a su vez estan reguladas por NF-kB,
donde este factor de trascripcion se encuentra sobrerregulado en muchas
neoplasias.?*® La activacion de NF-kB estimula la angiogénesis y promueve por
tanto la sobrevivencia neoplasica.?”*

El gen supresor tumoral p53 tiene un papel importante, demostrandose que
el bloqueo de NF-kB induce la expresion de p53 derivando en la regulacién de

proteinas proapoptosicas como PUMA, cuya activacién por dafio al ADN depende

de p53.%°

5. JUSTIFICACION

Diversos estudios han demostrado que las células neoplésicas tienen la
capacidad de promover mutaciones que permitan su sobrevivencia. Lo anterior ha
generado la necesidad de desarrollar nuevas terapias anticancerosas en las
cuales los farmacos induzcan la muerte celular al activar diferentes rutas de
sefalizacion para conseguir la destruccion de las células neoplésicas, superando

sus mecanismos de sobrevivencia.'>®’

Sin  embargo, diversos estudios
demuestran que la quimioterapia es poco especifica afectando también a las

células no cancerosas.'**’*® De ahi que se hayan iniciado nuevas lineas de

28



investigacion para evaluar la eficiencia de nuevos farmacos como los basados en
compuestos metélicos. Entre estos farmacos se encuentran las Casiopeinas®,
aunque su valor en el proceso autofagico, aun no ha sido evaluado.

La efectividad y mecanismo de acciéon especifico de las Cas sobre el NB,
aun debe ser dilucidado para establecer las bases que fundamenten su utilizacion

como alternativa en el tratamiento de este tipo de cancer.

6.  HIPOTESIS

El tratamiento de la linea celular de neuroblastoma CHP-212 con tres
diferentes Casiopeinas®, permitira evidenciar los fenémenos de apoptosis,
autofagia y proliferacion/sobrevivencia in vitro a través de una cinética de tres

tiempos, en un estudio de tipo experimental.

7. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de los procesos apoptésico, autofagico y de
proliferacién/sobrevivencia, in vitro, en la linea celular de neuroblastoma CHP-212,
bajo el tratamiento con la concentracién inhibitoria media de las Casiopeinas® ligly,

[liay lEa.

7.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evidenciar mediante una cinética de tres tiempos, la presencia de
apoptosis, in vitro, en la linea celular CHP-212 de neuroblastoma, luego del
tratamiento independiente con la concentracion inhibitoria media (Clso) de las

Casiopeinas® ligly, lllia y lIEa.
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b) Evidenciar mediante una cinética de tres tiempos, la presencia de
autofagia, in vitro, en la linea celular CHP-212 de neuroblastoma, luego del
tratamiento independiente con la concentracion inhibitoria media (Clso) de las
Casiopeinas® ligly, lllia y IlIEa.

C) Evidenciar mediante una cinética de tres tiempos, la
proliferacién/sobrevivencia celular, in vitro, en la linea celular CHP-212 de
neuroblastoma, luego del tratamiento independiente con la concentracion

inhibitoria media (Clso) de las Casiopeinas® ligly, Illia y llIEa.
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1. MATERIAL Y METODOS

1. CULTIVO CELULAR

Se prepar6 el medio de cultivo DMEM/F-12 (GIBCO®) en polvo (1 L),
(procedimiento D, de la hoja de indicaciones de GIBCO®) y se suplementé con
10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO®), 1% de amino&cidos no esenciales
(GIBCO®) y 1% de antibi6tico-antimicético (anti-anti) (GIBCO®). El medio se
conservo en refrigeracion a 4°C.

El cultivo celular se comenzé a partir de un stock congelado y mantenido en
N2 liquido. Se descongelaron las células conforme al protocolo y se determiné la
viabilidad celular de las mismas mediante tincion con azul de tripano en camara de
Neubauer (Figura 5). El conteo de células vivas se realizé por duplicado en ambos

lados de la camara y en sus cuatro cuadrantes.

20 pL
Células - 20 L

resuspendidas

80 pL
Azul tripano

-

i
f

mproves CE

i
E

|

Figura 5. Procedimiento para realizar el conteo celular en camara de Neubauer. En un vial se
homogenizan 20 pL de la solucién de células previamente resupendidas y 80 ML de azul
tripano. De la suspensién obtenida se colocan 10 ML en cada lado de la camara de Neubauer
y se realiza el conteo al microscopio éptico a un aumento de 10X.

Se obtuvo la media de los resultados del conteo para conocer el nimero de

células vivas por mililitro, mediante la siguiente ecuacion:
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No.de células/ml = (x)(FC)(FD)

= Media del conteo celular
FD= Factor de disolucion, 100/20
FC= Factor de conversion de la camara, 10°

Ecuacién 1. Formula para determinar el No. de células vivas por mililitro en la cAmara de
Neubauer.

Se sembraron las células en cajas de Petri o botellas de cultivo con
suficiente medio, para asegurar su crecimiento y se llevaron a incubacién con las
siguientes condiciones: 5% CO,, 37°C.

El crecimiento celular se verificé cada 2-3 dias. Para las cajas de Petri de
55 cm? (Corning®), se utiliz6 un volumen de recambio de 8 mL de medio
suplementado con SFB 10%, mientras que para las botellas de cultivo (Corning®)
de 25 cm?, 75 cm? y 175 cm?, se utilizaron volimenes de recambio de 5, 12 y 18
mL de medio suplementado, respectivamente.

La propagacion celular en cajas de Petri de 55 cm? y botellas de cultivo de
25 c¢cm? a botellas de cultivo de 75 cm? y 175 cm? se hizo mediante el uso de
tripsina al 0.25% (GIBCO®), utilizando de 1 a 3 mL de tripsina, previo retiro del
medio de cultivo y lavado con PBS 1x estéril (GIBCO®).

El ciclo incubacion-mantenimiento/crecimiento celular-propagacion, se
continué hasta obtener la confluencia requerida (60x10° células) para cada tiempo

en la cinética y para cada variable de tratamiento.

2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE TRABAJO
Una vez que se obtuvo la confluencia celular adecuada, se propag0 a cajas
de Petri de 55 cm? que fueron utilizadas para colocar los tratamientos. El esquema

de siembra en las cajas de cultivo correspondié a dos cajas de Petri para cada
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tratamiento (control, cisplatino, Cas ligly, Cas IIEa, Cas lllia), conteniendo 10x10°
células por variable. Este esquema se siguié por cuadruplicado para cada punto

de la cinética.

3. PREPARACION DE LOS TRATAMIENTOS

Se utilizaron las Casiopeinas® ligly, lllia y lllEa (provistas por la Dra. Lena
Ruiz Azuara del Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear, de la Facultad de
Quimica de la UNAM), asi como Cisplatino® (Sigma® empleado como control
positivo de muerte celular. Las dosis utilizadas correspondieron a las Clsg

previamente reportadas para estos compuestos (Tabla 1).%

Clso
(Mg/mL) pmol
Cisplatino ® 68 226.7
Casiopeina ® ligly 14 31.5
Casiopeina ® lllia 21 47.2
Casiopeina ® llIEa 8 18.6

Tabla 1. Clsy reportadas para las Cas ligly, Cas lllEa y Cas lllia en la linea celular de
neuroblastoma CHP-212, a las 24 h de tratamiento.

Se prepar6 un stock de 2 pg/mL de cada Casiopeina® y de 0.02 pg/mL de
Cisplatino®, en un volumen final (V,) de 10 mL, utilizando agua bidestilada para
disolver cada tratamiento. Se determiné el volumen de cada Cas y Cisplatino® que
se debia tomar del stock, para obtener la Clso de cada tratamiento en determinado
volumen (Ecuacion 2).

Una vez obtenido el V; para cada tratamiento, este se filtro y se llevé a su

respectivo Vs.
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Los tratamientos fueron preparados el dia de su administracion.
Vi = (VZCZ)/CI
V1= Volimen inicial Vo= volumen final

C,= Concentracion inicial C,= Concentracion final

Ecuacién 2. Férmula para determinar el volumen final (V ) o inicial (V ;) de una sustancia.

4. ADMINISTRACION DE LOS TRATAMIENTOS E INCUBACION

Los diferentes tratamientos se aplicaron 24 h después de la siembra de las
cajas de cultivo, para permitir asi la recuperacion de las células tras el proceso de
tripsinizacion.

Se verifico la homogeneidad y adhesion de las células al microscopio y
posteriormente se cambi6 el medio de cultivo a razén de 90% de medio y 10% del
tratamiento. Asi, para un V, de 8 mL, se colocaron 7.2 mL de medio y 0.8 mL de
tratamiento, homogenizando posteriormente.

Para cada tiempo de la cinética, se trabajaron a la vez 10 cajas de cultivo,

hasta obtener las muestras por triplicado.

5. FRACCIONAMIENTO CELULAR

El fraccionamiento celular se llevé a cabo conforme a protocolo (BIO-RAD®)
con la siguiente modificacion: homogenizacién de las células por mezclado de
vortice continuo (manteniendo la cadena fria). Todas las determinaciones

proteicas se llevaron a cabo en la fraccion citosdlica.
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6. CUANTIFICACION PROTEICA

La determinacion de la concentracion de la proteina se llevo a cabo mediante
el método de Lowry por duplicado en una placa de 96 pozos (Corning®), se utiliz el
kit Bio-Rad DC Protein Assay (BioRad Laboratories). Posteriormente se leyo la
absorbancia en un lector de placa (DYNEX OPSYS™, DYNEX TECHNOLOGIES™) a
630 nm.

Una vez obtenidos los resultados se calcul6 la media para los valores de la
curva patron y se graficé por dispersion, obteniendo la linea de tendencia, regresion
lineal y la ecuacién de la recta, donde mediante despeje y sustitucion, se obtuvo la

concentracion proteica de las muestras de interés expresada en pg/mL.

7. WESTERN BLOT
Electroforesis

Utilizando la técnica de SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato sodico), se prepararon los geles separadores y concentradores
como se describe en la tabla 2.

Se montd la unidad de electroforesis adicionando buffer de corrida (Tris-
Glicina) y se colocaron las muestras previamente desnaturalizadas durante 5 min a
94°C y adicionadas con buffer de carga en los pozos a razon de 10 ug de proteina
por pozo. En paralelo se cargd el marcador de peso molecular de alto rango (12-225
KDa) (Rainbow, GE Healtchare®).

La electroforesis se llevo a cabo en cuarto frio (4°C), con los siguientes
ajustes a la fuente de poder (GE Healthcare Life Sciences®): a 200 V, mA variable,

durante 45 — 90 min, para 2 0 4 geles respectivamente.
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GEL SEPARADOR

Reactivos 10%/8 mL*  10%/16 mL*
Bis/Acrilamida 0.8%/30% (Bio Rad ©) 2.67 mL 5.34 mL
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 2 mL 4mL
ddH O 3.17 mL 6.34 mL
10% SDS 80 uL 160 pL
TEMED (Bio Rad ®) 5 uL 10 uL
APS (Bio Rad ) 60 uL 120 pL
GEL CONCENTRADOR
Reactivos 4%/3 mL* 4%/6 mL*

Bis/ Acrilamida 0.8%/30% (Bio Rad®) 400 pL 800 pL

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 750 uL 1.5 mL

ddH,0 1.8 mL 3.6 mL

10% SDS 30 pL 60 uL

TEMED (Bio Rad ®) 5 uL 10 uL

APS (Bio Rad ®) 20 pL 40 pL

Tabla 2. Caracteristicas de los geles concentradores y separadores para la técnica de SDS-
PAGE.

Transferencia
Se llevé a cabo utilizando membranas de nitrocelulosa (Bio Rad®), en
transblot (GE Healthcare Life Sciences®) con buffer de transferencia (Tris-Glicina)
1X. Se cumplié con las siguientes caracteristicas: 200 V y 400 mA / 50-75 min en el
caso de 2 o cuatro pilas de montaje (papel filtro grueso, papel filtro delgado,
membrana de nitocelulosa, gel de electroforesis, papel filtro delgado, papel filtro
grueso) empapadas en buffer de transferencia respectivamente. Se comprobo la
transferencia mediante tincion con rojo de Ponceau, aplicAndolo sobre las
membranas de nitrocelulosa para evidenciar las bandas de proteina y
posteriormente se lavaron con PBS 1X.
Bloqueo
Se cubrieron las membranas con solucion de blogueo: PBS 1x—leche (Svelty
polvo 0% grasa) 2% y se incubaron a 4°C durante toda la noche en agitacion

continua en rocker (Daigger®).
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Anticuerpos

Las membranas se lavaron 3 veces con PBS 1X—Tween 20 (Sigma®) al 0.2%
en agitacion continua y en cuarto frio. Se coloco el anticuerpo primario en solucién
PBS 1X-Tween 20 (Sigma®) 0.2% -leche (Svelty polvo 0% grasa) 2% en la
proporcion 1:1000 de anticuerpo por solucion. Se incubaron las membranas en
agitacion continua y en cuarto frio, durante toda la noche. Las membranas se lavaron
nuevamente [con PBS 1X-Tween 20 (Sigma®) al 0.2%] y se colocé el anticuerpo
secundario marcado para HRP, en una solucién PBS 1X —Tween 20 (Sigma®) 0.2%-
leche (Svelty polvo 0% grasa) 2%, en una proporcion 1:2500 de anticuerpo
secundario por solucion. Las membranas se incubaron en agitacién continua en
cuarto frio durante toda la noche.

Para cada membrana se utiliz6 un anticuerpo diferente repitiendo el mismo
procedimiento (Cuadro 2).
Deteccién

Se detectd la expresion de los anticuerpos por quimioluminiscencia (Pierce®)
en cuarto oscuro, realizando el proceso por triplicado sobre placas de rayos X
(Amersham®).

Analisis

Una vez obtenidas las placas de Western blot mediante revelado por
quimioluminiscencia, se procesaron utilizando el programa ImageJ® v. 1.47e, para
obtener la densidad Optica de las bandas correspondientes al peso molecular
indicado para cada anticuerpo (B-tubulina, Bax, Bcl-2, Caspasa -3, Caspasa -7,

Caspasa -10, citocromo C, BECN1, Map LC3-B, ERK 1/2, p-38 a, NF-kB) en todos

37



los tratamientos. La densidad éptica, se expresé en unidades relativas, lo cual

permitié cuantificar indirectamente la concentracion de las moléculas y realizar el

analisis estadistico.

ANTICUERPO PRIMARIO

ANTICUERPO SECUNDARIO

Anticuerpo Descripcion Anticuerpo | Descripcion
B-Tubulina ( Santa Cruz Policlonal de conejo
Biotechnology © H-235) | 1gG
Caspasa -10 (Sigma®) Policlonal de IgG de burro anti-conejo.
conejo (Santa Cruz Biotechnology®
Anti MAP cinasa Policlonal de sc-2313).
ERK1/ERK2 conejo

(Calbiochem ©, 333-367)

Bax (Santa Cruz

Monoclonal de ratéon

Biotechnology ©, B-9) 19Gap
Bcl-2 (Santa Cruz Monoclonal de raton
Biotechnology ®©, C-2) 1gG1

Caspasa -7 (Santa Cruz
Biotechnology ®, B-5)

Monoclonal de
raton, p20 IgG

NFkB (Santa Cruz

Monoclonal de ratéon

Burro anti-ratén (Santa Cruz
Biotechnology® sc-2313).

Biotechnology ©, E-10) p50 1gG1

Caspasa -3 (Santa Cruz Policlonal de cabra

Biotechnology ®©, k-19) pll IgG

BECN1 (Santa Cruz Policlonal de cabra | Burro anti-cabra IgG (Santa
Biotechnology ©, D-18) 1gG Cruz Biotechnology® sc-2020).

MAP-LC3 (Santa Cruz
Biotechnology ©, N-20)

Policlonal de cabra
19G

Cuadro 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para deteccion de la expresion de
apoptosis, autofagia y sobrevivencia/proliferacién en la linea celular CHP-212 de NB como
resultado del tratamiento con diferentes Cas, Cisplatino

8. ANALISIS ESTADISTICO

®y células sin tratar.

Se procesaron los datos obtenidos mediante el programa ImageJ® v. 1.47e,

utilizando el programa IBM® SPSS® Statistics versioén 20, se obtuvo para cada
variable la media, desviacién estandar y se llevé a cabo una prueba paramétrica

mediante el analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de p< 0.05.
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IV. RESULTADOS

A partir de cultivos de la linea celular de neuroblastoma CHP-212 tratados
con diferentes Casiopeinas® (ligly, lllEa y Illia), Cisplatino® (control de tratamiento)
y un grupo control de células sin tratar, se extrajo la fraccion citosélica a las 2, 10
y 24 horas posteriores al tratamiento, con la finalidad de determinar el momento en
el que se presentan los procesos apoptésico, autofagico y de proliferacion. Se
empled la técnica de Western blot para determinar la presencia de diferentes
moléculas que intervienen en estos procesos. Cada experimento se realizd por
cuadruplicado. Utilizando el programa ImageJ® v. 1.47e se obtuvo la densidad
relativa de cada placa de Western blot y se llevo a cabo una prueba paramétrica
de andlisis de varianza (ANOVA), utilizando el programa IBM® SPSS® Statistics

version 20, con un nivel de significancia de p< 0.05.

1. EVALUACION DE APOPTOSIS

Se determind la presencia de las moléculas: Bax, Bcl-2, procaspasa -3,
caspasa -3, procaspasa -7, caspasa -7, procaspasa -10, caspasa -10 y citocromo
C.

<& Expresién y ruptura de procaspasa -7.

. 2,10 y 24 horas postratamiento
a) No se encontr6 la presencia de esta molécula ni de su forma activa

(caspasa -7) en el espacio citosélico bajo tratamiento con Cas ligly, Cas llIEa, Cas

lllia, Cisplatino®, ni en el grupo control (Figura 6).

39



X Expresion y ruptura de procaspasa -10.
. 2y 10 horas postratamiento

a) Después de los diferentes tratamientos asi como en el grupo control, se
evidencié la presencia de esta molécula (Figura 7 y 8); sin embargo, el estimulo de
la expresion de esta procaspasa no indujo la ruptura de la misma hacia su forma
activa, la caspasa -10 (Figura 6).

. 24 horas postratamiento

a) Unicamente se encontré la expresion de esta molécula bajo el tratamiento
con Cas ligly y Cas lllEa (Figura 9). No hay evidencia de la ruptura de la
procaspasa -10 a su forma activa la caspasa -10 (Figura 6).

<& Expresion y ruptura de procaspasa -3.
. 2 horas postratamiento

a) Bajo tratamiento con Cas ligly, Cas IlIEa, Cisplatino® y en el grupo control,
se demostro la presencia de procaspasa -3, asi como su ruptura y conversion a la
forma activa, caspasa -3 (Figura 7).

b) El tratamiento con Cas lllia, mostrd la presencia de procaspasa -3; sin
embargo, no hay evidencia que demuestre la ruptura de esta hacia su forma activa
(Figura 7).

. 10 y 24 horas postratamiento

a) Bajo la administracion de los diferentes tratamientos (Cas ligly, Cas llIEa,

Cas lllia, Cisplatino®) asi como en el grupo control, se determiné que no hay

expresion de procaspasa -3 ni de su forma activa (Figura 8 y 9).
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X Expresion de citocromo C.
. 2 horas postratamiento
a) En todos los tratamientos, se demostré la presencia de cit. C (Figura 8). La
expresion de esta molécula, puso de manifiesto que la via de apoptosis favorecida
es la intrinseca o mitocondrial, aunado a la expresion de la caspasa efectora -3y a
la asusencia de la caspasa -10, que es indicativa de la via extrinseca de la
apoptosis.
b) El grupo control no mostré la presencia de cit C citosélico (Figura 7).
. 10 horas postratamiento
a) Tanto para los diferentes tratamientos (Cas ligly, Cas IllEa, Cas lllia,
Cisplatino®), como para el grupo control; se observé la presencia de cit. C (Figura
8). Sin embargo, la expresion de este marcador no ayudd a inducir la muerte
celular por apoptosis, dada la ausencia de las caspasas efectoras -3y -7.
. 24 horas postratamiento
a) Bajo la administracion de los diferentes tratamientos (Cas ligly, Cas IlIEa,
Cas lllia, Cisplatino®) y en el grupo control, no se observé la expresién de cit. C
(Figura 9).
<& Expresion de miembros de la familia Bcl-2.
. 2 horas postratamiento
a) Los diferentes tratamientos y el grupo control, mostraron la presencia de

las moléculas Bax y Bcl-2 (Figura 7).
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b) La proporcion de Bax/Bcl-2, determina la sensibilidad a la apoptosis, ya
que actla como un reéstato (Figura 10). La expresion de esta relacion entre
tratamientos y grupo control corresponde a:

Control > Cisplatino > Cas llgly > Cas lllia > Cas llIEa
. 10 y 24 horas postratamiento

a) Tanto para los diferentes tratamientos (Cas ligly, Cas lllEa, Cas lllia,
Cisplatino), como para el grupo control; no se encontrd la presencia de las
moléculas Bax y Bcl-2 (Figura 8 'y 9).

<& Prueba de ANOVA (p< 0.05)
. 2 horas postratamiento

a) Tratamiento con Cas ligly. Se determin6 que las moléculas que
demostraron diferencia estadisticamente significativa en su expresion entre
tratamientos son: Bcl-2, procaspasa -3, caspasa -3, procaspasa -10 y cit. C; por
otro lado, la molécula que no demostro esta diferencia en su expresion entre
tratamientos fue Bax en comparacién con Cisplatino y Cas llIEa (Tabla 3).

b) Tratamiento con Cas IllEa. Se evidenci6 que las moléculas que
demuestran expresion estadisticamente significativa entre tratamientos son Bcl-2,
procaspasa -3, caspasa -3, procaspasa -10 y cit. C; la expresion de la molécula
gue no muestra diferencia estadistica entre tratamientos es Bax comparada con
los tratamientos Cas ligly y Cas lllia (Tabla 3).

c) Tratamiento con Cas lllia. Se demostré que la expresion de las moléculas
Bcl-2, procaspasa -3, procaspasa -10 y cit. C son estadisticamente diferentes;

mientras que la expresion de las moléculas que no demostraron diferencia
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estadistica entre tratamientos son: Bax al ser comparado con Cas IlIEa y caspasa
-3 al compararse con el grupo control (Tabla 3).

d) Tratamiento con Cisplatino. Se demuestra que no hay diferencia
estadisticamente significativa en la expresion de Bax y al ser comprada con el
tratamiento con Cas ligly. Para la molécula Bcl-2 no hay diferencia estadistica en
Su expresion en comparacion con el grupo control. La expresion de las moléculas
procaspasa -3, caspasa -3, procaspasa -10 y cit. C son diferentes
estadisticamente entre tratamientos (Tabla 3).

e) Grupo control. Se demuestra que hay diferencia estadistica en la expresion
de las moléculas Bax, procaspasa -3, procaspasa -10 y cit. C; mientras que no hay
diferencia estadistica para Bcl-2 en comparacion con el grupo tratado con
Cisplatino; asi como no lo hay para caspasa -3 en comparacion con el tratamiento
Cas lllia donde no hay expresion de esta molécula (Tabla 3).

Apoptosis 2 h

Control Cisplatin o Cas ligly Cas llIEa Cas lllia
Bax 38141.35°  25060.82° 25630.10°° 27308.79°°  28877.58°
Bcl -2 12297.03*  12506.87%° 19075.22° 24464.79°  21921.71°
Procaspasa -3 5753.10°  19601.00° 27108.44° 10317.71°  15558.48°
Caspasa -3 316.12°  22996.78" 30224.79° 24699.18° 0?
Procaspasa -10 29775.07°  36894.46°  8008.26°  14031.29° 0°
Citocromo C 0? 9366.89° 11823.49° 27576.15° 45796.35°

Tabla 3. Andlisis estadistico ANOVA (p< 0.05). Comparacién entre tratamientos a las 2 h de
tratamiento para la densidad relativa de cada molécula. Las literales diferentes entre
variables de la misma fila poseen diferencia estadisticamente significativa.
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. 10 horas postratamiento

a) Tratamiento con Cas ligly. Se demuestra que la expresion de procaspasa
-10 es significativa en comparacion con los otros grupos de tratamiento; sin
embargo, en la expresion de cit. C no hay diferencias estadisticas al comparar con
el grupo control (Tabla 4).

b) Tratamiento con Cas llIEa. Se determina que la expresion de procaspasa
-10 no muestra diferencia estadistica al compararse con el tratamiento con Cas
lllia; la expresion de cit. C es diferente estadisticamente al compararse con los
otros grupos de tratamiento (Tabla 4).

c) Tratamiento con Cas lllia. Se demuestra que cit. C es estadisticamente
diferente al comparar con los otros grupos de tratamiento, mientras que la
expresion de procaspasa -10 no es estadisticamente diferente en comparacion
con los tratamientos con Cisplatino y Cas IlIEa (Tabla 4).

d) Tratamiento con Cisplatino. Se demuestra diferencia estadisticamente
significativa para la expresion de las moléculas procaspasa -10 y cit. C al
comparar con los otros grupos de tratamiento (Tabla 4).

e) Grupo control. Se evidencia que la procaspasa -10 es estadisticamente
significativa; sin embargo, el cit. C no demuestra diferencia estadistica comparado
con Cas llgly pero si al compararlo con el resto de los tratamientos administrados.

(Tabla 4).
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Apoptosis 10 h

Control Cisplatino Cas ligly Cas lllIEa Cas lllia
Procaspasa -10 26105.03°  30834.85"  37709.84°  33743.12°  31374.07"¢
Citocromo C 9409.59°  26539.30°  10695.74% 5889.14° 17600.39°

Tabla 4. Andlisis estadistico ANOVA (p< 0.05). Comparacion entre tratamientos a las10 h de
administracion, para la densidad relativa de cada molécula. Las literales diferentes entre
variables de la misma fila poseen diferencia estadisticamente significativa.

. 24 horas postratamiento
a) Tratamiento con Cas ligly y Cas lllEa. Se mostré que la expresion de

procaspasa -10 es estadisticamente significativa entre tratamientos (Tabla 5).

Apoptosis 24 h
Control Cisplatino Cas ligly Cas llIEa Cas lllia
Procaspasa -10 0? 0*  36990.09" 22358.35° 0?

Tabla 5. Analisis estadistico ANOVA (p< 0.05). Comparacién entre tratamientos a las 24 h de
administracion, para la densidad relativa de cada molécula. Las literales diferentes entre
variables en la misma fila son estadisticamente significativas.
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Figura 6. Determinacion de los marcadores de apoptosis (Procaspasa -7, Caspasa -7 y Caspasa -10) en la linea celular CHP-

212.Utilizando la fraccion citosélica, con Cisplatino
control.

® (control positivo) y las Cas ligly, lllEa, Cas lllia y células sin tratar como grupo
B-Tubulina como control de carga. A) Ausencia de la expresion de los marcadores a 2 h de tratamiento. B) Ausencia de la

expresion de los marcadores a 10 h de tratamiento. C) Ausencia de la expresion de los marcadores a 24 h de tratamiento.
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WCasllEa | 2730879 = 2446479 = 10317.71  24699.18  14031.29  27576.15
MCasllia  28877.58 2192171 1555848 000 000  45796.35

Figura 7. Muerte celular por apoptosis en la linea celular CHP-212 de NB, utilizando la fraccién citosdlica, a 2 h de tratamiento con
Cisplatino como tratamiento control y las Cas lligly, llIEa y lllia, utilizando células sin tratar como grupo control, mediante la técnica de

Western blot. A) Expresién de los marcadores apoptésicos Bax, Bcl-2, Procaspasa -3, Caspasa -3, Procaspasa -10 y cit. C, ademas de B-
Tubulina como control de carga. B) Los resultados muestran la X + DE (n=4) en unidades relativas de las moléculas apoptésicas.
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uiCas Ilgly | 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 37709.84 | 10695.74
M Cas llIEa 0.00 0.00 0.00 0.00 33743.12 5889.14

i Cas lllia 0.00 0.00 0.00 0.00 31374.07 17600.39

Figura 8. Muerte celular por apoptosis en la linea celular CHP-212 de NB. Utilizando la fraccion citosolica de células con 10 h de
tratamiento con Cisplatino  ©, y las Cas ligly, lllEa y lllia, utilizando células sin tratar como grupo control. A) Expresién de los marcadores
apoptosicos Procaspasa -10 y cit. C, asi como B-Tubulina como control de carga. B) Los resultados muestran la X + DE (n=4) en
unidades relativas de las moléculas apoptésicas expresadas por Western blot.

48



A)

: 20 kDa <~ Caspasa 3

h 59 kDa Procaspasa 10

15 kDa

b . /
51kDa’ ‘ '

Cit. C

B-Tubulina

23 kDa Bax
26 kDa Bcl-2
32 kDa«_ Procaspasa 3

B)

50

45

35
30
25
20
15 |

10

H Control

™ Cisptatino_'
|l Cas ligly |
M Cas llIIEa

 Cas lllia

0.00

0.00
0.00
0.00
0.00

Bel-2

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

Procaspasa 3 Caspasa 3 Procaspasa 10  Citocromo C
24h
000 000 | 0.0 0
000 000 000 0
000 000 | 36990.09 0
000 | 0.0 22358.35 0
000 000 000 0

Figura 9. Muerte celular por apoptosis en la linea celular CHP-212. Utilizando la fraccién citosélica después de 24 h de tratamiento con
Cisplatino ® como control positivo y las Cas ligly, llIEa y lllia, utilizando células sin tratar como grupo control. A) Expresion del marcador

apoptdsico Procaspasa -10 y  B-Tubulina como control de carga. B) Los resultados muestran la

expresion de las moléculas apoptésicas.
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0 Bax/Bcl-2 Bax/Bcl-2 Bax/Bcl-2
2h 10h 24 h
H Control 3.10 0.00 0.00
M Cisplatino 2.00 0.00 0.00
i Cas ligly 1.34 0.00 0.00
M Cas llIEa 1.12 0.00 0.00
i Cas lllia 1.32 0.00 0.00

Figura 10. Los resultados muestran la X * DE en unidades relativas de la relaciénn Bax/Bcl-2 a las 2, 10 y 24 h después de aplicados los
tratamientos con Cisplatino ® (control positivo) y las Cas ligly, llIEa y lllia, utilizando como control células sin tratar.
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2. EVALUACION DE AUTOFAGIA
Se determind la presencia de los marcadores de autofagia: BECN1, LC3B-I,
LC3B-II.
<& Expresion de BECNL1.
. 2y 10 horas postratamiento

a) Bajo tratamiento con Cas llgly, Cas llIlEa, Cas lllia, Cisplatino y en el grupo
control, se encontrd la expresion de esta molécula. La presencia de BECN1 es
indicativa de la activacién del proceso autofagico (Figura 11y 12).

. 24 horas postratamiento

a) No se observo la expresion de este marcador bajo tratamiento con Cas
ligly, Cas llIEa, Cas lllia, Cisplatino y en el grupo control (Figura 13).

< Expresion de LC3B-l y LC3B-II.
. 2 horas postratamiento

a) En el citosol de los grupos control y tratado con Cas ligly, no se encontro la
expresion de estos dos marcadores (Figura 11).

b) El tratamiento con Cas llIEa, Cas lllia y Cisplatino, permitio la expresién de
estos marcadores (Figura 11). La proporcién de conversion de LC3B-I a LC3B-II,
es indicativo de la acumulacion de vesiculas autofagicas (Figura 14).
Comparativamente, el grado de conversion entre tratamientos es:

Cas lllIEa > Cisplatino > Cas lllia >Cas ligly = Control
. 10 horas postratamiento
a) El tratamiento con Cas ligly, Cas lllEa, Cas lllia, mostro la expresion de

ambos marcadores (Figura 12). La proporcion de conversion de LC3B-1 a LC3B-II
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indica la acumulacion de vesiculas autofagicas, siendo este grado de conversion
mas elevado en las células tratadas con Cas ligly y en menor grado en las células
tratadas con Cisplatino (Figura 14):

Cas ligly > Cas llIEa >Cas lllia > Cisplatino > Control

b) En el grupo control no se encontro la presencia de estos marcadores, por lo
cual no hay evidencia que indique la acumulacion de vesiculas autofagicas (Figura
12).

. 24 horas postratamiento

a) No se demostrd la presencia de este marcador, bajo tratamiento con Cas

ligly, Cas IlIEa, Cas lllia, Cisplatino ni en el grupo control (Figura 13).
« Prueba de ANOVA (p< 0.05).
. 2 horas postratamiento

a) Bajo tratamiento con Cas ligly, se demostré que la expresion de BECN1 es
estadisticamente significativa en comparacion con otros tratamientos (Tabla 6).

b) Bajo tratamiento con Cas IllEa y Cisplatino, se encontr6 que los 3
marcadores (BECN1, LC3B-I y LC3B-ll) muestran diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos (Tabla 6).

c) El tratamiento con Cas lllia, mostré6 que los 3 marcadores tuvieron
diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos (Tabla 6). Esto
concuerda con la ausencia de apoptosis a las 2 horas después de administrados

los tratamientos.
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Autofagia 2 h

Control Cisplatino Cas ligly Cas lllIEa Cas lllia
BECN1 25281.42°  33537.06° 31185.12° 8546.77"  13174.25°
LC3B-I 0* 21776.05° 0°  38228.93° 8022.76°
LC3B-II 0°  19324.55° 0°  31095.92°  16526.35°

Tabla 6. Andlisis estadistico ANOVA (p< 0.05). Comparacién entre tratamientos a las 2 h de
administracion, para la densidad relativa de cada molécula. Las literales diferentes entre
variables en la misma fila, son estadisticamente significativas.

. 10 horas postratamiento

a) El tratamiento con Cas ligly, mostré que para las moléculas LC3B-l y LC3B-
Il hay diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos; sin embargo, la
molécula BECN1 comparada con el grupo control, no muestra diferencia
estadisticamente significativa (Tabla 7).

b) Las células tratadas con Cas lIEa, muestran diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos para los marcadores LC3B-I y LC3B-II; sin embargo
BECN1 no muestra esta diferencia en comparacién con el grupo tratado con
Cisplatino (Tabla 7).

c) En el tratamiento con Cas lllia, el andlisis estadistico muestra diferencia
significativa entre tratamientos para los 3 marcadores (Tabla 7).

d) Bajo tratamiento con Cisplatino, se demuestra diferencia estadisticamente
significativa de los marcadores LC3B-l y LC3B-Il en comparacion con otros
tratamientos; en tanto que la molécula BECN1 no muestra diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con el grupo tratado con Cas IlIEa

(Tabla 7).
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e) En el grupo control, se observa que la expresion de BECN1 no es muestra

diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo tratado

con Cas ligly (Tabla 7).

Autofagia 10 h

Control Cisplatino Cas ligly Cas llIEa Cas lllia
BECN1 |14510.03% 22649.22° 14176.42%  23175.65° 10052.51°
LC3B-I 0? 8484.03° 52472.95°  49844.03° 27460.09°
LC3B-II 0° 23074.28° 30266.96°  45557.76° 26362.07°

Tabla 7. Analisis estadistico ANOVA (p< 0.05). Comparacién entre tratamientos a las 10 h de
administracion para la densidad relativa de cada molécula. Las literales diferentes entre
variables en la misma fila son estadisticamente significativas.
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Figura 11. Determlnacmn de autofagia en la linea celular CHP-212 de NB. Utilizando la fraccion citosdlica, a las 2 h de tratamiento con
C|splat|no como control positivo y las Cas ligly, lllEa y lllia, asi como células sin tratar como grupo control. A) Expresién de los
marcadores autofagicos BECN1, LC3B-I, LC3B-1l y  B-Tubulina como control de carga. B) Los resultados muestran la X + DE (n=4) en
unidades relativas de las moléculas apoptésicas.
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Figura 12. Determmacmn de autofagia en la linea celular CHP-212. Utilizando la fraccion citosélica a las 10 h de tratamiento con
Clsplatlno (control positivo) y las Cas ligly, llIEa y lllia, ademas de celulas sin tratar como grupo control. A) Expresion de los
marcadores autofagicos BECN1, LC3B-I y LC3B-Il, asi como B-Tubulina como control de carga. B) Los resultados muestran la X = DE

(n=4) en unidades relativas de las moléculas apoptdsicas.
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Figura 13. Ausencia de los marcadores de autofagia (BECN1, LC3B-I y LC3B-Il) en la linea celular CHP-212 de NB. Utilizando la fraccion
citosolica a las 24 h post tratamiento con Cisplatino ® (control positivo), Cas ligly, Cas IllEa, Cas lllia y células sin tratar como grupo
control. B-Tubulina como control de carga.
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i Control 0 0 0
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Figura 14. Los resultados muestran la X * DE en unidades relativas de la proporciéon LC3B-II/LC3B-l a las 2, 10 y 24 h después de
aplicados los tratamientos con Cisplatino ® (control positivo) y las Cas ligly, llIEa y lllia, utilizando como control células sin tratar.
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3. EVALUACION DE SOBREVIVENCIA/PROLIFERACION CELULAR
Se determind la presencia de los marcadores de sobrevivencia: ERK1,
ERK2 y NF-kB.
« Expresion de marcadores de sobrevivencia.
. 2y 10 horas postratamiento

a) En las células tratadas con Cas ligly, Cas llIEa, Cas lllia, Cisplatino y en el

grupo control, no se observo la expresion de estos marcadores (Figura 15).
. 24 horas postratamiento

a) En todos los grupos: tratamiento con Cas ligly, Cas llIEa, Cas lllia,
Cisplatino y el grupo control, se demostro la presencia de los 4 marcadores en el
espacio citosolico (Figura 16).

« Prueba de ANOVA (p< 0.05).
. 24 horas post tratamiento

a) Bajo tratamiento con Cas llgly, se demuestra que ERK1l es
estadisticamente diferente comparado con los otros tratamientos; ERK2 no
muestra diferencia estadisticamente significativa comparado con el control ni con
Cas lllia; la expresion de NF-kB no es estadisticamente diferente en comparacion
con Cisplatino (Tabla 8).

b) El tratamiento con Cas IllEa, demuestra que la expresion de las tres
moléculas presenta diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con los otros tratamientos (Tabla 8).

c) El andlisis del tratamiento con Cas lllia no mostr6 diferencia

estadisticamente significativa de la expresion de ERK1 en comparacion con el
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grupo control; la expresion de ERK2 no es estadisticamente diferente en
comparacion con el grupo tratado con Cas lligly; la expresion de NF-kB es
estadisticamente diferente en comparacion con los demas grupos de tratamiento
(Tabla 8).

d) EI tratamiento con Cisplatino, revela evidencias de diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de las moléculas ERK1 y ERK2 en
comparacion con los otros grupos de tratamiento; no se demostré diferencia
estadisticamente significativa de la expresion de NF-kB en comparacion con Cas
ligly (Tabla 8).

e) En el grupo control, se encontré diferencia estadisticamente significativa en
la expresion de NF-kB en comparacion con los otros tratamientos; no hay
diferencia estadisticamente significativa en la expresion de ERK1 con

comparacion con Cas lllia ni de ERK2 en comparacién con Cas ligly (Tabla 8).

Sobrevivencia 24 h

Control Cisplatino Cas ligly Cas llIEa Cas lllia

ERK1 23916.58% 31714.13° 29150.02° 16585.52¢ 22738.52°
ERK2 29232.81* 32774.76° 28730.21*°  14208.38° 26028.54°
NF-kB | 21703.92° 19528.71° 20211.92° 8634.18° 2359.88¢

Tabla 8. Analisis estadistico ANOVA (p< 0.05). Comparacién entre tratamientos a las 24 h de
administracion, para la densidad relativa de cada molécula. Las literales diferentes entre
variables en la misma fila son estadisticamente significativas.
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Figura 15. Ausencia en la expresién de los marcadores de sobrevivencia/proliferacion (ERK1, ERK2 y NF- KB) en la linea celular CHP-212.
Utilizando la fraccién citosdlica, a las 2 y 10 h post tratamiento con Cisplatino ® (control positivo), Cas ligly, Cas IllEa, Cas lllia y células

sin tratar como grupo control.  B-Tubulina como control de carga.
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Figura 16. Determlnacmn de sobrevivencia en la linea celular CHP-212. Utilizando la fraccmn citosdlica, a las 24 h de tratamiento con
Clsplatlno (control positivo) y las Cas ligly, lllEa y lllia, utilizando células sin tratar como grupo control. A) Expresion de los
marcadores ERK1, ERK2 y NF- kB, ademas de B-Tubulina como control de carga. B) Los resultados muestran la X + DE (n=4) en
unidades relativas de las moléculas apoptdsicas.
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V. DISCUSION

Entre los farmacos antineoplasicos mas importantes que inducen muerte
celular por apoptosis, se encuentran aquellos que tienen centro metalico.*” En el
presente estudio se llevaron a cabo experimentos en donde se midieron los
niveles de expresion de diferentes proteinas como marcadores de apoptosis,
autofagia y sobrevivencia celular, para determinar como actuan 3 diferentes
Casiopeinas® (llgly, lllEa y lllia) sobre la linea celular de neuroblastoma CHP-212
a 3 diferentes tiempos después de su administracion (2, 10 y 24 h).

Las evidencias demuestran que las Casiopeinas® tienen efectos de tipo

12,15,37,45

antiproliferativo, citotoxico y citostatico comprobandose que la via de

induccion de apoptosis es la via intrinseca.*® En concordancia con los resultados

obtenidos por Gutiérrez-Rodriguez et.al*

, Se encontré que la muerte celular por
apoptosis ocurre 2 h posteriores a la aplicacién del tratamiento con Cisplatino® y
Casiopeinas® ligly y IllEa, sin embargo no se presentd apoptosis con el
tratamiento con Cas lllia. La ausencia de apoptosis a las 2 h de tratamiento con
Cas lllia concuerda con la presencia de autofagia en este mismo periodo de
tiempo, lo que fue determinado por la elevada conversion de LC3B-I a su forma
activa LC3B-Il y la presencia de BECN1 que juega un papel importante en la
induccién de la formacién del autofagosoma.*°

La ausencia de autofagia 2 horas posteriores a la administracion del

tratamiento con Cas ligly concuerda con la presencia de la muerte celular por

apoptosis determinada por la expresion de la caspasa efectora -3 y de otros
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factores desencadenantes como la liberacion de cit C al espacio citosadlico,
caracteristicas de este mecanismo de muerte celular.*®>%

En el caso del tratamiento con Cas llIEa, se demostré la presencia de
ambos procesos al mismo tiempo, lo que es respaldado por evidencia de que
estos procesos ocurren de manera concomitante y que se autorregulan
mutuamente.>%%9°

Diferentes estudios demuestran que la generacion de ERO’s son un factor
detonante para la activacion de ambos mecanismos.*?"%9%° particularmente,
estudios realizados utilizando diferentes Casiopeinas®, han demostrado la
presencia de ERO’s como parte del mecanismo de accion en diferentes tipos de
cancer como glioblastoma multiforme (GBM)™, glioma C6%°, hepatoma AS-30D* y
Adenocarcinoma colorectal (Duke tipo C)*. La evidencia anterior apoya el hecho
de la coincidencia en la expresion de diferentes marcadores de apoptosis y
autofagia a las 2 y 10 h después de la aplicacion de los diferentes tratamientos,
observandose sobre todo la expresion constate de cit C. Esto es el resultado del
estrés mitocondrial producido por las ERO’s, asi como la presencia de BECN1
como respuesta a esta sefal de estrés.

Auln cuando los resultados obtenidos en este estudio no demuestran el tipo
de autofagia que se presenta, hay evidencia de la presencia de este proceso
determinado por BECNL1 y la conversion de LC3B-I a su forma activa LC3B-II, lo
que significa que hay acumulacion de vesiculas autofagicas. Los tratamientos que
provocaron mayor acumulacion de vesiculas 2 h posteriores a la administracion

del tratamiento son: Cas IllEa > Cas lllia, mientras que para Cas ligly la

acumulacién fue nula. Por otro lado, 10 h posteriores a la admistracion del
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tratamiento, la acumulaciéon autofagica se dio de la siguiente manera: Cas ligly >
Cas lllEa > Cas lllia.

Las respuestas celulares provocadas por las Casiopeinas, pueden deberse
a la diferencia en sus propiedades fisicoquimicas, de modo que se ve afectada su
selectividad y el grado de actividad biolégica mostrada. En un estudio donde se
demuestra la Relacion Estructura Quimica Actividad-Biologica (QSAR) de las
Casiopeinas, se encont6 que los compuestos que tienen como ligando donador a
la fenantrolina (Cas llgly y Cas IlIEa) son aproximadamente 2.5 veces mas toxicos
que aquellos que tienen como ligando a la bipiridina (Cas lllia). Por otro lado,
mientras mas hidrofébicos sean los compuestos con acetilacetonato (Cas lllIEa y
Cas lllia), tendran mayor actividad que aquellos con glicinato (Cas ligly), ya que la
alta hidrofobicidad incrementa el transporte pasivo del cobre al interior de la
célula. >
Un problema importante fue determinar el papel que juegan los marcadores
ERK1, ERK2 y NF-kB, debido a que la actividad de éstos ocurre al interior del

n l]Cleo77'80'85'86

y en este estudio en particular, la medicion de tales marcadores se
realizé en la fraccidn citosolica. Por otro lado, diferentes estudios demuestran que
ERK juega un papel importante en la promocion de la muerte celular y
senescencia.” Las vias por la cuales ERK sefializa estos procesos no esté
totalmente dilucidada.

Se sabe que la causa principal de la activacion sostenida de ERK, es la

presencia de ERO’'s y que requiere de ellas para producir muerte celular.®? La

activacion de ERK debida al dafio del ADN en baja intensidad, causa arresto del
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ciclo celular; mientras que un dafio extensivo, provoca muerte celular por
apoptosis.’”’ Lo anterior coincide con los resultados obtenidos 2 h posteriores a la
administracion del tratamiento, donde se observa muerte celular por apoptosis y la
ausencia de ERK en las células tratadas por Cas ligly y Cas llIEa; por lo que se
podria concluir que esto corresponde a un dafio extenso producido al ADN. No
existe evidencia del tipo de autofagia que se presenta debido a que se desconoce
el tipo de dafio al ADN que pudiera provocar la ausencia de ERK.

La activaciéon de ERK ha demostrado que afecta directamente a la funcion
mitocondrial, disminuyendo su respuesta y el potencial de membrana con la

178 1o cual

consecuente disrupcion y salida de cit C al espacio citosélico,
concuerda con la presencia de este marcador a las 2 y 10 h de tratamiento.

ERK1 y ERK2 se localizan en el nucleo en células proliferantes y/o quiescentes;
sin embargo, una considerable porcién se encuentra en citoplasma.’ Con base en
lo anterior, se puede justificar la presencia de estos marcadores a las 24 h de
administracion del tratamiento, pero al no tener evidencia de la presencia de los

mismos en el nucleo, es dificil determinar si las células estan en estado basal o

han sido activadas.
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VI. CONCLUSIONES

1. En comparacién con el Cisplatino®, las 3 diferentes Casiopeinas®

requieren de menores dosis para que se presenten los procesos de apoptosis y
autofagia, por lo que las Casiopeinas® son mas efectivas.

2. La muerte celular por apoptosis ocurre 2 h posteriores a la
administracion del tratamiento con Cas ligly y llIEa siendo la via intrinseca la que
rige este proceso. La Cas ligly es la que presenta mayor indice de apoptosis.

3. En base a los resultados obtenidos en la prueba ANOVA, dada la
expresion de caspasa -3, se concluye que las Casiopeinas ligly y IlIEa son mas
eficaces que el Cisplatino para producir muerte celular por apoptosis a las 2 horas
post tratamiento:

Cas ligly > Cas llIEa > Cisplatino > Cas lllia

4, El proceso autofagico ocurre de manera concomitante al proceso
apoptosico 2 h después del tratamiento Cas IllIEa, ya que hay expresion de los
marcadores: caspasa -3 (determina el proceso apoptésico), BECN1 y de LC3-II
(determinan el proceso atutofagico). Los 3 marcadores expresados tienen
diferencia estadisticamente significativa.

5. Bajo tratamiento con Cas lllia, el Unico fendmeno presente a las 2 h
post tratamiento es el de autofagia.

6. Bajo tratamiento con Cas ligly, el unico fendmeno presente a las 2 h

post tratamiento es el de apoptosis.
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7. Las células tratadas con Cas lllEa presentan mayor indice de
autofagia 2 h después de administrado el tratamiento, mientras que a las 10 h es
la Cas llgly quien presenta mayor indice de autofagia.

8. La Casiopeina IllEa es mas eficaz que el Cisplatino para estimular la
conversion de LC3B-1 a LC3B-Il, 2 horas postratamiento:

Cas lllIEa > Cisplatino > Cas lllia > Cas ligly

9. Las 3 Casiopeinas son mas eficaces que Cisplatino para estimular la
conversion de LC3B-1 a LC3B-Il, 10 horas postratamiento:

Cas ligly > Cas llIEa > Cas lllia > Cisplatino

10. No hay evidencia suficiente para determinar si la autofagia que
sufren las células es un proceso adaptativo o una forma de muerte celular.

11. A las 24 h de tratamiento con Casiopeinas®, no hay presencia de los
marcadores de apoptosis ni autofagia, Unicamente de los marcadores de
sobrevivencia/proliferacion celular pero esto no es concluyente para afirmar que

en su lugar, haya proliferacion celular.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AIF: Factor inductor de apoptosis.

Akt: Protein cinasa A.

ANOVA: Analisis de varianza.

anti-anti: Antibiotico-antimicotico.

Apaf-1: Factor-1 activador de proteasas apoptoésicas.
APO-1: Gen antiapoptdsico no. 1, conocido también como CD95 o FAS.
APS: Persulfato de amonio.

Atg: Cinasa relacionada a autofagia.

Atgl2: Cinasa-12 relacionada a autofagia.
Atgl6: Cinasa-16 relacionada a autofagia.

Atg4: Cinasa-4 relacionada a autofagia.

Atg5: Cinasa-5 relacionada a autofagia.

Bcl-2: Célula-B CLL/linfoma 2

BECN1/Bec-1: Beclina 1.

BH3: Dominio homélogo de Bcl-2 no. 3

BID/Bid: Dominio de muerte interactivo con BH3.
Ci: Concentracion inicial.

C,: Concentracion final.

Cas ligly: Casiopeina® ligly.

Cas lllEa: Casiopeina® IlIEa.

Cas lllia: Casiopeina® lllia.
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Cas: Casiopeinas®.

CD95: Grupo de diferenciacion 95, conocido también como FAS o APO-1.
CHP-212: Linea celular de neuroblastoma humano de tipo adherente y morfologia
neuroblastica.

Clso: concentracion inhibitoria 50 o concentracion inhibitoria media.
cit. C: citocromo C.

dATP: desoxiadenosina trifosfato.

DFF: Factor de fragmentacion del ADN.

DISC: Complejo sefializador inductor de muerte.

DMEM: medio de cultivo- medio minimo esencial modificado.

endo G: Endonucleasa G.

ERK: cinasa extracelularregulada por sefiales.

ERO'’s: Especies reactivas de oxigeno.

FAD: dinucleétido de flavina-adenina.

FAS: Receptor FAS, conocido también como APO-1 o CD95.
FAS-L: FAS ligando o CD95L.

FC: Factor de disolucion.

FD: Factor de conversion.

FLICE: Enzima conversora beta tipo interleucina FADD

FLIP: Proteina inhibidora tipo FLICE.

GBM: Glioblastoma multiforme.

Glu: Glutamina.

GN: Ganglioneuroma.

GNB: Ganglioneuroblastoma.
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GSH: Glutation.

GTP: guanosin-trifosfato.

HPR: Peroxidasa de rabano.

HtrA2/Omi: Serina proteasa localizada en la mitocondria.

I: Tipo celular de neuroblastoma intermedio compuesto de célulasintermedias.
IAP’s: Proteinas inhibidoras de apoptosis.

INSS: Sistema internacional de estadios del neuroblastoma.

JNK: Cinasa Jun N-terminal.

LC3: Cadena ligera protéica-3 asociada al microtubulo.

LC3B-Il: Forma lipidada de LC3B.

mA: Miliamperes.

MAP: Protein cinasa activada por mitdgeno.

MIBG: Meta-yodo-bencil-guanidina.

N: Tipo celular de neuroblastoma, referente a células neuroblasticas.
Ny: nitrégeno

NADH: Dinucleétido de nicotinamida y adenina.

NB: Neuroblastoma.

NF-k-B: Factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de células B o
Factor de transcripcion nuclear k-3.

OMS: Organizacion mundial de la salud.

p53: Gen supresor tumoral con un peso molecular de 53 KDa.

pAb: Anticuerpo policlonal.

PARP: Polimerasa de poli-Adenosina fosfato ribosa.
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PBS: Buffer de fosfatos salinos.

PE: Fosfatidil etanolamina.

PEA-15: Proteina astrocitica-15.

PI3K: Fosfoinositol-3 cinasa.

PNET: Neoplasia neuroepitelial periférica.

PUMA: Modulador de apoptosis sobre-regulado por p53.

QSAR: Relacion Estructura Quimica Actividad-Biologica

Rel A: Factor de transcripcion-65 o factor nuclear NF-k- subunidad p65.

S: Tipo celular de neuroblastoma compuesto de células planas o sustrato
adherentes.

SDS: Dodecil sulfato sodico.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de proliacrilamida con dodecilsulfato sédico.
SFB: Suero fetal bovino.

SK-N-SH: Linea celular de Neuroblastoma, de tipo adherente y morfologia
epitelial.

Smac/DIABLO: Segundo activador de caspasas derivado de mitocondria/
Proteina de union directa a IAP con bajo punto isoeléctrico

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico.

SNS: Sistema nervioso simpatico.

SOD: Superoéxido dismutasa

tBid: Bid truncada.

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina.
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Tir: Tirosina.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a.

Treo: Treonina.

Tris: Tris(hidroximetil)aminometano.
V: Volts.

V1: Volumen inicial.

V5, Vi: Volumen final.
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