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Resumen

RESUMEN

Los gliomas son las neoplasias mas frecuentes y agresivas del Sistema Nervioso
Central, siendo el astrocitoma anaplasico y el Glioblastoma Multiforme (GBM) los de
mayor malignidad. La resistencia que presenta el GBM a las diversas terapias, se
debe principalmente a las altas tasas de proliferacion celular, angiogénesis, invasion e
intensa resistencia a la apoptosis, por lo que buscar terapias alternativas es de vital
importancia. Las Casiopeinas®, son compuestos de coordinacion de cobre, que
presentan una actividad antineoplasica en diferentes modelos de cancer. En el
presente trabajo, se determind el efecto anti-proliferativo y anti-invasivo de la
Casiopeina lll-La sobre el glioma experimental humano U-373MG in vitro. Se utilizé
cultivo de la linea celular de glioma humano U-373 MG, el cual fue tratado con Cas llI-
La e incubado por 24 horas. Posteriormente, se determiné la viabilidad y proliferacion
celular por ensayo de MTT vy la expresion de PCNA por WB; la muerte celular fue
observada por ensayo de TUNEL. Para determinar muerte celular por apoptosis, se
observé la expresion de las proteinas Bax y Bcl-2, pBcl-2y activacion de la caspasas-3
por WB. La disminucion de la invasién celular, se evalud por ensayo de invasividad
(Cell Invasion Assay, Chemicon®), y por los niveles de expresién de GSK-3B, pGSK-
3B, B-catenina y pB-catenina. Los resultados muestran que la Cas lll-La ejerce un
efecto anti-proliferativo al disminuir la viabilidad celular y los niveles de expresion de
PCNA; ademas de promover la muerte celular (TUNEL positivio) mediante la
induccién de apoptosis, determinada por el aumento de la proteina pro-apoptotica Bax
y la activacién de la caspasa ejecutora-3; asi como la inactivacion del proceso
invasivo, observada en el ensayo de invasién, activacion de GSK-3[ y degradacién de
B-catenina por WB. Por lo que Cas llI-La es un agente prometedor para el tratamiento

de GBM, dada su capacidad anti-proliferativa, pro-apoptotica y anti-invasiva.
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1. INTRODUCCION

1.2. Glioblastoma
1.2.1. Cancer

El crecimiento anormal de un tejido se conoce como neoplasia, término que proviene
del griego neos= nuevo, plasia=crecimiento. Cuando la neoplasia permanece
localizada es de tipo benigno; ocurre lo contrario cuando invade al tejido en cuyo caso
se denomina maligno o mas comunmente, cancer '. El cancer hace referencia a un
conjunto de enfermedades causada por la alteracion en la expresion de multiples
genes involucrados en la regulacion de la division, diferenciacion y muerte celular, en
donde células anormales se dividen sin control y pueden invadir otros tejidos,
generando dafio en el funcionamiento normal del tejido, lo que conduce a la muerte
del individuo 2. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), a nivel mundial el
cancer es de las principales causas de mortalidad. En México, el cancer ocupa

actualmente la tercera causa de muerte 3, *.

1.2.1.1. Hallmarks del cancer

En las ultimas décadas, el estudio del cancer ha sido un tema de importancia dentro
de la comunidad cientifica. Investigar y entender, las alteraciones y el comportamiento
que presenta éste tipo de células malignas, es de suma importancia para el desarrollo
de tratamientos adecuados y especificos. Hoy en dia, gracias a estos estudios
sabemos que estas células presentan “sellos” o caracteristicas particulares, llamados
“hallmarks”, los cuales permiten diferenciar a las células de cancer del resto de las
células normales °. Muchos de estos hallmarks cuentan con biomarcadores
particulares, que son de importancia para el diagnostico de cualquier tipo de cancer. A
continuacién se mencionan de manera general las caracteristicas que actualmente se

consideran para las células de cancer:

1) Capacidad de activar y mantener sefiales de crecimiento por si solas.
2) Evasién de sefales supresoras de crecimiento.

3) Resistencia a la muerte celular.
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4) Induccién de angiogénesis.

5) Activacion de invasion y metastasis.

6) Activacion de inmortalidad de replicacion.

7) Inmuno-evasion.

8) Inflamacién promotora de tumor.

9) Inestabilidad y mutacion gendémica.

10) Reprogramacion del metabolismo energético.

Las células tumorales presentan la capacidad de evadir las vias de sefalizacion que
conducen a la muerte celular, la cual se da a partir de la inestabilidad y mutacion
genomica, originando la pérdida de la funcion de genes supresores de tumor como
TP53 (Tumor Protein p53) y RB (Retinoblastoma), aumento de la expresién de
reguladores anti-apoptoéticos de la familia de Bcl-2 como Bcel-2 (B-cell lymphoma 2) y
Bcl-XL (B-cell lymphoma extra large), y la regulacion negativa de factores pro-
apoptéticos como Bax (BCL2-associated X protein), Bim y Puma (p53 upregulated
modulator of apoptosis); asi como la sobre-activacion de senales de supervivencia
como IGF1/2 (Insulin-like growth factor 1/2) °.

1.2.2. Gliomas

En cuanto a los tumores del Sistema Nervioso Central (SNC), los tumores primarios
cerebrales comprenden un grupo diverso de neoplasias, que son a menudo malignos y
resistentes al tratamiento. Los tumores de origen neuroepitelial forman una vasta lista
de tumores primarios. Los gliomas son el mayor sub-grupo dentro de la clase de
neoplasias neuroepiteliales y también son los tumores del SNC mas comunes en
adultos °. De los tumores malignos, el 2% corresponde a neoplasias primarias del SNC
’ de éste porcentaje, el 80% de los tumores son de origen glial. La tasa de incidencia
de los gliomas, varia de acuerdo con la edad de diagndstico, género, raza, y pais Los

gliomas se presentan de 4.67 a 5.73 por cada 100,000 personas ®.
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Histolégicamente, los gliomas se clasifican en astrocitomas, oligodendrogliomas vy
oligoastrocitomas. Dentro de los astrocitomas, la OMS clasifica a estos tumores en

cuatro grados, de acuerdo con su grado de malignidad (Tabla 1) %, ™°.

Tabla 1. Clasificacion de los tumores primarios de SNC (OMS 2007)

OMS Clasificacion de los Tumores Primarios del SNC

TUMORES DEL TEJIDO NEUROEPITELIAL
TUMORES ASTROCITICOS Grado
Astrocitoma pilocitico I
Astrocitoma difuso Il
Astrocitoma anaplasico Il

Glioblastoma \Y

1.2.3. Glioblastoma

Dentro de los astrocitomas, los tumores malignos y de mayor grado son el astrocitoma
anaplasico y el glioblastoma multiforme (GBM). Siendo éste ultimo el de mayor grado
(grado IV), es el mas comun y agresivo de los tumores gliales. El GBM se presenta en
0.59 a 3.69 por cada 100,000 personas y corresponde al ~45% de los gliomas ®. El
pronéstico de un paciente con GBM es de aproximadamente un afo después del

diagnéstico, seguido de la terapia estandar ’.

Los gliomas malignos, presenta una poblacion heterogénea con un area central de
necrosis, rodeado de células viables. Macroscépicamente parece ser un tumor bien
delimitado, pero presenta varias zonas de infiltracién celular. Las células invasoras

migran por la membrana basal de los vasos sanguineos y por el espacio perivascular
11

El astrocitoma grado IV o glioblastoma es clasificado en dos tipos: GBM primario que
se desarrolla de novo en individuos previamente sanos y GBM secundario, que
presenta una progresion maligna de un astrocitoma de bajo grado (grado Il o Ill) °. El
GBM primario es mas frecuenta que el secundario, representa el 90% de los gliomas;
se presenta en adultos mayores (mayor a 55 afos), mientras que el GBM secundario

se presenta en adultos jovenes (45 afios o menos) ’, 2.
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En el GBM primario, las alteraciones genéticas presentes son: la sobreexpresion de
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), mutacion de PTEN (Phosphatase and
Tensin Homolog Deleted on Chromosome 10), sobreexpresion de MDM-2 (Murine
double-minute 2 homolog, inhibidor de p53), delecién del Inhibidor de cinasa
dependiente de ciclina 2 (p16); mientras que el GBM secundario presenta mutacion
de p53 y una sobreexpresion de PDGFRa (Platelet-Derived Growth Factor Receptor
a). La sobreexpresion de PDGFRa en GBM secundario promueve la proliferaciéon y
supervivencia celular "%,

En el astrocitoma anaplasico y el GBM, se presentan alteraciones y desregulaciones
de oncogenes y supresores de tumores que participan en la gliomagénesis. Los
oncogenes importantes que participan en este proceso son PDGF, PDGFR, EGF,
EGFR, Cinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4), MDM -2, Ras, proteina cinasa B (Akt
o PKB), mTOR (mammalian Target of Rapamycin). Dentro de los supresores de

y p1

6INK4a 5 INK4b,

tumores participantes en gliomagénesis se encuentran p53,RB, p1
DMBT1 (Deleted in Malignant Brain Tumors 1), y PTEN °.

El resultado de estas alteraciones es la desregulacion de diversos procesos celulares
como proliferacion, supervivencia, ciclo celular, invasion, migracién, y resistencia a la
muerte celular, debido a la sobreactivacion en vias de sefalizacion como
RAS/RAF/MEK/ERK y PISK/PTEN/AKT/mTOR, que son activadas por factores de
crecimiento como EGF, VEGF, PDGF y HGF (Hepatocyte Growth Factor). Siendo
estas moléculas posibles blancos farmacolégicos, para el desarrollo de nuevas y

mejores terapias contra el GBM.

1.2.3.1. Proceso Invasivo

La invasion celular, es un proceso esencial en la tumorigénesis de los gliomas. En
donde, las células tumorales se infiltran a través de la matriz extracelular, dando como
resultado la invasién local del tejido. En gliomas, los de mayor grado, se caracterizan
por ser tumores altamente infiltrantes; por lo que la recesion del tumor mediante
cirugia, no es un tratamiento exitoso, ya que existe una recurrencia del mismo, donde

las células malignas se han infiltrado hacia el area que rodea al tumor °.
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Los gliomas a diferencia de otras neoplasias, no desencadenan invasion hacia otros
tejidos u o6rganos (metastasis), su patrén de invasion se da hacia los vasos
sanguineos y a los axones mas mielinizados que rodean al tumor '°. La desregulacion
de genes que codifican a proteinas de adhesién celular, migracién celular y proteasas
de la Matriz extracelular (MEC), son alteraciones caracteristicas de gliomas durante el

proceso invasivo °.

Los procesos de angiogénesis, crecimiento e invasion, se encuentran altamente
relacionados en gliomas. En gliomas existe una remodelacion de la MEC, que se lleva
a cabo por proteasas como metaloproteasas de matriz (MMPs) entre otras, y sus

respectivos inhibidores °.
El proceso de invasion en gliomas, se realiza a través de cuatro pasos:

a) Separacion de las células tumorales del tumor primario

La pérdida de uniones de contacto célula-célula del tumor primario, es un paso
importante para el proceso invasivo en neoplasias malignas '°. Estas uniones son
mediadas por miembros de la superfamilia de las cadherinas, que comprenden de
glucoproteinas transmembranales, cuyos dominios extracelulares median
interacciones homotipicas, dependientes de calcio extracelular, con las cadherinas de
células adyacentes, proporcionando una especificidad tisular a la unién. EI dominio
citosolico de las cadherinas interacciona con el citoesqueleto de actina (F-actina)
indirectamente, a través de su unién con B- catenina y a-catenina '°. La E(epidermal)-
cadherina es uno de los miembros mas estudiados de ésta superfamilia. En general,
E-cadherina es considerada como un supresor de tumores, por su capacidad de
interaccionar con B-catenina, limitando su concentracion en el citosol, en donde puede
traslocarse al nucleo, unirse a factores de transcripcién de la familia de TCF (T-Cell
Factors)/LEF (Lymphoid Enhancer Factors), e inducir la transcripcion de genes
involucrados en procesos proliferativos (ciclina D, c-myc, c-jun, fra-1) e invasion
tumoral (UPAR, CD44, MMP-9) . La pérdida de E-cadherina, es considerada la razén
principal para la ruptura del contacto estrecho célula-célula, en la progresién de
tumores a un estado invasivo, en carcinomas '®. En gliomas, la baja expresion de E-
cadherina es importante para el crecimiento y la invasividad. En experimentos in vivo,
se ha encontrado correlacionada la expresiéon de E-cadherina con un aumento en la
invasividad del tumor, en ratones xenotrasplantados con una linea celular de glioma 18,

También se ha observado que la disminucion de E-cadherina en gliomas, se encuentra
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relacionada con el grado de malignidad de tumor, a mayor grado de malignidad del

glioma, menos expresion de E-cadherina ™.

b) Adhesion de las células tumorales a las proteinas de la MEC

El reconocimiento de la MEC por las células tumorales, se realiza a través de los
receptores de superficie celular, las Integrinas, que se encargan de la adhesién celular
a los componentes protéicos de la MEC ™. Las integrinas, comprenden una larga
familia de proteinas heterodiméricas de superficie celular, que participan en la
adhesion célula-célula y célula-MEC. Son los receptores principales que reconocen
proteinas de la MEC como laminina, fibronectina, entactina, vitronectina, colageno, etc.
Se encuentran conformadas por dos subunidades, a y 3; cada subunidad cuenta con
un dominio extracelular, una region en membrana y un dominio en el citoplasma, éste
ultimo dominio se encuentra interactuando con moléculas intracelulares, y pude
participar en vias de sefalizacidon; como la reorganizacién del citoesqueleto, la
motilidad celular, la transduccion de sefales, etc. . Ademas se encuentran implicadas
en procesos biolégicos como inflamacion, trombosis, y el proceso de invasion en
células tumorales. Se sabe que la isoforma de la Integrina a3B1, es la que se
encuentra mayormente expresada en gliomas. La Integrina a3B1 participa en la
invasién de las células de glioma, siendo ésta la mas expresada en éste tipo de
tumores al igual que su sustrato, laminina-5. La laminina-5 pertenece a un grupo de
glicoproteinas de la membrana basal, promueve la migracién y adhesion celular en
glioma, de manera dependiente a Integrina a3B1 °. Ademas de la expresion elevada
de a3B1, también se observa un aumento en la expresion de las Integrinas o231,
a6p1, avB1 y avB3 en células de astrocitoma in vivo, en comparaciéon con gliomas de
bajo grado o tejido normal de cerebro ?'.

Las integrinas regulan vias de sefalizacién a través de la activacion de proteinas
tirosina cinasas, como FAK (Focal Adhesion Kinase), cinasas de la familia Src, Abl
(ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase) y la ILK (Integrin-Linked
Kinase). La activacion de FAK, mediante su fosforilacion puede dar lugar a la
activacion de diferentes vias de sefializacion como las rutas de MAPK, y PI3K. PI3K
activa a Akt, que promueve la supervivencia celular, mediante la fosforilacién e
inactivacion de la proteina pro-apoptética Bad y caspasa-9 ?. Ademas Akt induce la
expresion de metaloproteasas mediante la activaciéon del factor transcripcional NF-Kb

(Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells).
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c) Degradacion de la MEC por proteasas secretadas por las células tumorales

En el SNC, tres grupos principales de proteasas y sus inhibidores se encuentran
participando en la degradacién de la MEC: 1) las MMPs y sus inhibidores (TIMPs); 2)
serin proteasas, como uroquinasas, plasminégeno activador (tPA) y los inhibidores de
plasminégeno activador (PAls); y 3) las cisteina proteasas (catepsina, caspasas,
calpainas) 2.

Las MMPs son una familia de enzimas, que degradan varias moléculas de la MEC,
como proteoglicanos y otros tipos de colageno para procesos de cicatrizacion de
herida, crecimiento y reorganizacién ésea, angiogénesis, infiltracion de macréfagos y
el crecimiento del cono axonal. Son sintetizadas como zimogenos inactivos, contienen
Zn*?, y requieren de Ca*? para su actividad proteolitica. Ademas se encuentran
reguladas por sus inhibidores TIMP-1, -2, y 3, que se unen irreversiblemente a las
proteasas '°.

En diferentes tipos de neoplasias, las MMPs tienen un papel importante en el proceso
angiogénico e invasivo. MMP-2 (gelatinasa A, 72 kDa) se sobre-expresa en gliomas.
Presentan una alta actividad enzimatica contra el colageno tipo IV, que es uno de los
componentes principales de la membrana basal ?*. La MMP-2 co-localiza con avf3,
en la superficie de las células invasivas tumorales y en células endoteliales, lo que
facilita la activaciéon de MMP-2 y la migracién celular por av33 % Por otra parte MMP-
2 se activa via MT1-MMP (membrane-type 1 MMP), la cual también se sobre-expresa
en gliomas humanos %.

Las proteasas, activadoras de plasminégeno de tipo uroquinasa (uPA), miembros de la
familia de serina proteasas, participan en la degradaciéon y regeneracion de la
membrana basal y de la MEC, en el proceso invasivo de células tumorales. Al igual
que las MMPs, son sintetizadas como zimégenos; y son activadas a través de sus
receptores UPAR. UuPA cataliza la activacion de plasmindégeno a plasmina. La
activacion de la plasmina, lleva a la liberacién de diferentes enzimas proteoliticas
como gelatinasa, fibronectina, fibrina, laminina. Se ha descrito que, los niveles del
receptor uPAR es mayor en gliomas de alto grado (grado IV), que en los gliomas de

menor malignidad ">
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d) Migracion de las células tumorales

La degradacién de la MEC por proteasas, crea un espacio intercelular, el cual es
invadido por las células tumorales. Estas células migran a través de un mecanismo
activo, que requiere de la sintesis de membrana, la rotacion (turnover) del receptor y el
reordenamiento de componentes del citoesqueleto '

La migracién de las células invasivas tumorales, se realiza a través de la protrusion de
la membrana celular. Estas protrusiones tienen la habilidad de remodelar y degradar la
MEC. Las lamelopodias, estructuras formadas por actina, se forman en la regién
delantera de la célula, se adhieren y se desplazan por las fibras de la MEC %%, Por
otro lado, las invadopodias, son estructuras que degradan la MEC, presentan
proteinas reguladoras de actina, moléculas de adhesion, proteinas adaptadoras,

proteinas de remodelacion de membrana y proteasas de matriz ?” (Figura 1).
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Figura 1. El proceso de invasion en gliomas, se realiza a través de cuatro pasos: a) Separacion de las
células tumorales del tumor primario, b) Adhesion de las células tumorales a las proteinas de la MEC, c)
Degradacion de la MEC por proteasas secretadas por las células tumorales, y d) Migracion de las células

tumorales.
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1.2.3.2. Via GSK/B-catenina

Los gliomas se caracterizan por ser tumores altamente infiltrantes. La cinasa GSK-3f3
(Glycogen synthase kinase-3[3), se encuentra implicada en procesos celulares como
crecimiento, proliferacién, superviviencia, estabilidad del citoesqueleto y apoptosis .
Esta cinasa, se encarga de fosforilar proteinas que participan en diferentes vias de
sefalizacion y procesos metabdlicos como la carboxilasa acetil coenzima A, AMPK
(cyclic adenosine monophosphate (AMP)-dependent protein kinase) y piruvato
deshidrogenasa. También participa en la formacién del complejo de degradacién de (3-

catenina *°.

B-catenina es una proteina que participa en procesos como desarrollo y homeostasis.
Es multifuncional, puede formar uniones adherentes celulares, unida a E-cadherina en
la superficie celular, y con a-catenina en el citosol. E-cadherina estabiliza a $-catenina
mediante a-catenina, evitando que se encuentre libre en citosol. Cuando B-catenina se
encuentra libre en citosol, puede tomar dos caminos, a) ser degradada por el complejo
multiprotéico de destruccion, o b) mediante la activacion del ligando Wnt
(Wingless/int), B-catenina se transloca al nucleo y actua como una oncoproteina
(Figura 2) *'.

La actividad de B-catenina es regulada, por su fosforilacién en residuos serin/treonina,
localizados en la regién amino terminal de la proteina *?. Cuando B-catenina se
encuentra libre en citoplasma, es degradada por el complejo multiprotéico que
comprende CK1a/GSK-3B/ APC/ Axina. La enzima caseina cinasa 1a (CK1a),
fosforila a B-catenina en primer instancia en el residuo Ser*® *; la GSK-3B, fosforila
nuevamente a 3-catenina para ser reconocida por el complejo ubiquitin ligasa E3, para
su posterior degradacién por el proteosoma 26S; la proteina supresora de tumores
llamada APC (Adenoma Polyposis Coli), aumenta la afinidad del complejo para una
efectiva fosforilacion de B-catenina; y la proteina de agregacion Axina, mantiene unido

al complejo **.

B-catenina también actia como una oncoproteina a través de la activacion de la via
Wnt/B-catenina la cual se encuentra alterada en el GBM. Esta via es activada a través
de la interaccion del ligando Wnt con el receptor Fzd/LRP (Frizzled/ Low density
lipoprotein receptor-related protein), formando el complejo Dishevelled (Dvl)-Fzd.
Dishevelled inactiva al complejo de degradacion de B-catenina, a través del secuestro

de Axina y GSK-3B hacia la membrana plasmatica *°. B-catenina libre, puede entrar a
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nucleo y unirse a factores de transcripcién de la familia de TCF/LEF, liberando a la
proteina Groucho del complejo TCF/LEF *', activando la transcripcién de genes como
ciclina D1 y la familia de factores de trancripcién Myc, relacionados con el crecimiento

3

y la proliferacion celular *. La alteracién de ésta via conduce a la proliferacion

neoplasica en varios tipos de cancer, incluido el glioma ***°.

Oftra manera de regular la actividad la cinasa GSK-3f3, es mediante su fosforilaciéon en
residuos de serina/treonina, con un efecto inhibitorio, y en residuos de tirosina, con un
efecto activador *%. Las vias PI3K/AKT/ GSK-3B y Wnt/B-Catenina, son las
encargadas regular a GSK-3B. Akt fosforila a GSK-3f en el residuo de Serina 9,
inhibiendo su actividad catalitica *. Se sabe que éstas vias de regulacion (PI3K/AKT y
Wnt/B-Catenina), se encuentran desreguladas en diferentes tipos de cancer,

incluyendo los gliomas %.
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Figura 2. Via candénica Wnt/ B-catenina. B-catenina es una proteina multifuncional, a) es estabilizada
por E-cadherina, formando uniones adherentes celulares, en donde también interactia con a-catenina,
estabilizando el citoesqueleto; b) Cuando B-catenina es liberada al citosol, es degradada por un complejo
de destruccion, a través de su fosforilacion para ser ubiquitinada y reconocida por proteosoma; c)
También actiia como una oncoproteina, cuando la via Wnt, bloquéa a su complejo de degradacion, con lo
que B-catenina puede translocarse a nucleo y unirse al factor de transcripcion TCF, llevando a la
transcripcion de genes blancos de la via Wnt, que se encuentran implicados en procesos de

morfogénesis, proliferacién y diferenciacion (Modificado de Valenta, Hausmann, & Basler, 2012)
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1.2.3.3. Tratamiento

Hoy en dia el tratamiento que se aplica en pacientes con GBM es la reseccion del
tumor mediante cirugia como intervenciéon inicial, seguida de radioterapia,
quimioterapia e inmunoterapia ‘. La eleccién del tratamiento en éste tipo de gliomas,
depende de varios factores, como por ejemplo, la edad del paciente, el volumen y la
localizacién del tumor La Temozolamida (TMZ) es el farmaco de elecciéon para el

tratamiento de GBM, el cual actia como un agente alquilante del DNA .

La TMZ sufre un cambio con el pH fisiolégico formando un metabolito activo, 1-
triazenoimidazol-4-carboxamida (MITC), éste metabolito metila al DNA en diferentes
posiciones, N’ de la guanina, N* de la adenina y la O° de la guanina, interfiriendo con
la replicacién del DNA °. Este agente es generalmente tolerado por el organismo de
acuerdo con las dosis, pero su uso por tiempos prolongados no es recomendado, ya
que presenta un efecto inmunosupresor. Ademas de que es un farmaco alquilante
potencialmente cancerigeno, por lo que presenta un riesgo al desarrollar neoplasias

%, Estudios clinicos indican que la sobrevida media de

malignas secundarias
pacientes con GBM que reciben tratamiento con temozolomida después de
radioterapia postoperatoria es de 14.6 meses en comparacion con los 12.1 meses de
sobrevida de los pacientes que reciben sélo radioterapia ®. A pesar de haber un ligero
mejoramiento con el tratamiento de TMZ, existe una resistencia a TMZ, debido a la
O°-metil-guanina metil transferasa (MGMT), una proteina reparadora de DNA. Esta
proteina metila el grupo alquilo O° de guanina, reparando las metilaciones formadas
por la exposicién al agente alquilante (TMZ). Creando una resistencia a éste agente '2.
Las células que presentan una mayor expresion de MGMT, son mas resistentes a
agentes alquilantes. Mientras que la pérdida de MGMT o de su expresion, produce una

respuesta favorable al tratamiento con TMZ °.

Existen otros agentes que son utilizados para el tratamiento con quimioterapia para
gliomas malignos como las nitrosureas (BCNU [Carmustine], CCNU [Lomustine]),
compuestos de platino (carboplatino, cisplatino), Bevacizumab (BVZ), tamoxifeno,
erlotinib y Procarbazina (PCV). Actualmente, también se encuentran en estudio
terapias dirigidas como inmunoterapias, terapias génicas, vacunas tumorales, etc. °.
Pese a los diversos tratamientos, la sobrevida del paciente es aun baja, de
aproximadamente 2 afios *. Esto se debe a que el gioblastoma presenta una alta tasa
de proliferacion celular, resistencia apoptosis, angiogénesis y una marcada

invasividad.
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Por lo que estudiar la fisiopatologia e identificar nuevos tratamientos alternativos es de

vital importancia.
1.3. Casiopeinas

En la busqueda de nuevos tratamientos alternativos, con propiedades antineoplasicas
no téxicas, un grupo de investigadores de la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM), encabezado por la Dra. Lena Ruiz Azuara,
disefd una serie de compuestos con actividad antineoplasica, llamados Casiopeinas.
Las Casiopeinas son una familia de compuestos de coordinacién con centro metélico
de cobre (Cu®), donde en su esfera de coordinacién presenta ligantes N-N u O-O.
Donde el donante N-N es un sustituto dimina aromatico (1,10 - fenantrolina o 2,20-
bipiridina); y el donante O-O es (acetilacetonato o salicilaldheidato). Su féormula
general es [Cu (NN) (AA)] NO;, (AA = NO, 0O0) *%. Para el disefio de éstas
moléculas, se basaron en tres factores: 1) los compuestos deben contener un metal
esencial (en éste caso el Cu) logrando una disminucién en la toxicidad del compuesto,
2) contener quelatos que favorecen la configuracion cis alrededor del idn metalico, y 3)

contener quelatos mixtos que presentan diferentes niveles de hidrofobicidad *'.

Actualmente, se tienen descritos diferentes trabajos en los cuales se presenta la
actividad anti tumoral de éstos compuestos en diferentes modelos de cancer tanto /In
vitro como in vivo. Las Casiopeinas han sido probadas y han presentado un efecto
antineoplasico en modelos de carcinoma de ovario humano (CH1) y leucemia murina

(L1210) *', hepatoma de rata (AS-30D) “?, cancer cervicouterino (HeLa) **

46

, glioma

44, 45

murino (C6) , meduloblastoma humano (Daoy) “¢, cancer de colon HCT-15 ¥,

Cancer de pulmon (A549) (H157) “®, melanoma murino B16 *°.

En el presente trabajo, se evalud el efecto antineoplascio de la Casiopeina lllI-La [Cu
(5-6 dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilcetonato)] NO3 (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de Casiopeina lll-La [Cu (5-6 dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilcetonato)] NO3

Hasta el momento, los mecanismos de accién por los cuales estos compuestos de
coordinacion presentan dicha actividad antineoplasica, no se conocen del todo. Pero
se sugiere, que se encuentran participando en reacciones Redox. Kachadourian y
colaboradores, han propuesto que la glutation (GSH) tiene un papel importante en la
produccion de EROs al reaccionar con la Cas ligly. En la Figura 4, se muestra como
GSH reduce al complejo de cobre de la Casiopeina, pasando de Cu?* a Cu; y forma el
radical glutatil (GS’), éste GS™ puede dar lugar a dos reacciones: a) reaccionando con
otro GS’ dando glutatién oxidado (GSSG), o b) GS’ puede reaccionar con GSH y
oxigeno formando anién superéxido (O-) mas GSSG. La superdxido dismutasa
(SOD) convierte a O,-" en perdxido de hidrégeno (H,O,), el H,O, reacciona con la
Casiopeina reducida, formando radical hidroxilo (HO"). Lo que produce un dafio en el
DNA mitocondrial, que desregula la traduccién de proteinas de la cadena respiratoria
mitocondrial, y un aumento del estrés oxidativo, lo que conlleva a una disfuncion
mitocondrial por la disminucién en los niveles de GSH (al ser una proteina

antioxidante), y por el aumento en los niveles de H,0, *.

15



Introduccién

GSH \: _../ Cu (1) 4\ .;/#'DH ——> Dafio mtDNA

Desequilibrio de cadena
respiratoria

|

Disfuncion
mitocondrial

\ GSSG I ,[
GSH+0, — / > 0,

-
N I

Cas ligly

VANVAN

H0; ——

Reduccion de
GsSH

Figura 4. Produccion de EROs a partir de la interaccion de Casiopeinas con GSH. (Modificado de
Kachadourian et al., 2010)

Las especies reactivas de oxigeno inducen un dafio oxidativo en lipidos, proteinas y
DNA, perturbando el equilibrio Redox y a su vez alterando las vias de sefalizacion. La

formacion de EROs también conduce a muerte celular por apoptosis *°.

Por otro lado, éstos compuestos tienen la capacidad de unirse al DNA, vy degradar
DNA y RNA °'. Esta interaccién del compuesto de cobre al DNA, se da a través de la
union de los anillos aromaticos (1-10 fenantrolina y bipiridina) de la Casiopeina >, en
sitios de adenina y timina principalmente *. La unién de las Casiopeinas al DNA,

inducen muerte celular por apoptosis.
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1.4. Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada, que tiene un papel importante
en diferentes procesos biolégicos. Por ejemplo, durante el desarrollo embrionario éste
proceso regula la homeostasis en los procesos de proliferacion y diferenciacion celular
> También cuando las células ya no son necesarias o presentan algun tipo de dafio,

las células tienen la capacidad de “auto-destruirse” a través de la apoptosis *°.

Las células que presentan éste tipo de muerte, se caracterizan por presentar a) una
condensacion del nucleo y citoplasma, b) fragmentacién nuclear, y ¢) inmersion de
restos celulares a fagosomas o cuerpos apoptéticos, que se forman a partir de la
membrana celular, y son fagocitados por macréfagos o células vecinas *°. Ademas
de las caracteristicas morfolégicas que presenta una ceélula en proceso de apoptosis,
existen moléculas caracteristicas que participan en ésta via. Se han identificado cuatro
grupos de moléculas que participan en el proceso de apoptosis, que son las caspasas,
proteinas adaptadoras, miembros de la superfamilia del receptor de factor de necrosis

tumoral (TNF-R), y miembros de la familia de proteinas Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) *°.

1.4.1. Caspasas

Las caspasas (cysteine aspartatic acid proteases) son una gran familia de cistein
proteasas, activadas especificamente en células apoptoéticas, evolutivamente se
encuentra altamente conservadas en diferentes organismos. En mamiferos se tienen

identificadas alrededor de 14 caspasas

. Estas cistein proteasas se encuentran
regulando y activando el proceso de apoptosis. Las caspasas son sintetizadas como
zimoégenos enzimaticamente inactivos o pro-caspasas. Existen dos tipos de caspasas
las iniciadoras (caspasa -8, -9, -10) y las ejecutoras (efectoras) (caspasa -3, -6, -7), la
activacion de las primeras conduce a la activacion proteolitica de las caspasas
ejecutoras, que son las encargadas de degradar proteinas importantes para la
proliferacién, sobrevivencia y reparacion del DNA, como Raf, ERK, PKC§, laminina,
gelsolina, MDM-2 y Poly(ADP-ribose) Polymerases (PARP); asi como la degradacion
de ICAD, un inhibidor de DNasas activadas por caspasas (CAD). Las CADs activadas,
se translocan a nucleo, induciendo el rompimiento del DNA internucleosomal (patron

de escalera) **°®, Existen dos mecanismos de sefializacion por los cuales las células
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pueden llevar a la muerte por apoptosis: la via extrinseca o mediada por receptores de

muerte, y la via intrinseca o via mitocondrial (Figura 5).
1.4.2. Via Extrinseca o via Receptores de Muerte

Esta via es activada a través de senales extracelulares inductoras de muerte,
provenientes de las células vecinas. Y se desencadena por la activacion de los

receptores de muerte y la unién con su ligando.

Los miembros de la superfamilia de receptores de TNF-R (Death Receptors of Tumor
Necrosis Factor), son proteinas de transmembrana, que participan en diferentes
procesos como proliferacion celular, supervivencia, diferenciacion o muerte celular;
esto depende del tipo celular y de las senales que éstos reciben. Los receptores de
muerte DR (death receptor) que participan en el proceso apoptético son CD95
(también conocidos como APO-1 o Fas) y TNF-R1, presentan una region llamada
dominio de muerte DD (death domain) en el citoplasma. También presentan un
dominio extracelular (rico en cisteina), donde son activados por sus respectivos
ligandos. Los ligandos comprenden una familia de ligandos de TNF, se encuentran
estructuralmente relacionados con sus receptores. Algunos de éstos son el TRAIL o
APO-2-L (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand), y para el receptor CD95 (APO-1 o
Fas), su ligando CD95-L (APO-1-L o Fas-L) *. La unién del ligando a su receptor,
conduce a la trimerizacion del receptor y al reclutamiento de proteinas adaptadoras en

los DD. Formandose el complejo DISC (Death-Inducing Signaling Complex).

Las proteinas adaptadoras, se encargan de hacer una conexién entre los receptores
de muerte (reguladores apoptaticos), y las caspasas (efectores de muerte). Esta unién
se establece mediante la interaccion de dominios homologos entre las moléculas
adaptadoras y sus objetivos. En donde, la region DD del DR, se une a su regién
homadloga en las moléculas adaptadoras como FADD (Fas-associated death domain)
para CD95, TRADD (TNF-R1-Associated Death Domain), y la proteina RIP (Receptor-
Interacting Protein). Una vez que se presenta éste entrecruzamiento de los DD
homadlogos entre los miembros de la familia de TNF-R y las proteinas adaptadoras, se
da la agregacién de caspasas y con ello su activacién. EIl reclutamiento y la
agregacion de caspasas se dan en la region DED (Death Effector Domain) de las
moléculas adaptadoras. Algunas caspasas iniciadoras como caspasa-8 y -10
presentan repeticiones de DEDs. La activacion de las casapasas iniciadoras, da lugar

a la activacion de las casapasas efectoras, lo que conduce a la muerte celular . La
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caspasa-8 ademas de activar a la pro-caspasa-3, puede de igual manera activar la via
de muerte mitocondrial. Ya que activa a la proteina pro-apoptética Bid, que se
encuentra en citosol de forma inactiva. Bid; induce la dimerizacion y traslocacion de la
proteina pro-apoptoética Bax, del citosol a la mitocondria, formandose el poro de Bax,
por el cual se libera citocromo ¢ (cyt c), desencadenando todo el proceso de muerte
por la via mitocondrial®’.

Por otra parte Bax inhibe a la proteina anti-apoptética Bcl-2, permitiendo la apertura
del poro de transicion de permeabilidad. La activacion de Bax es esencial para la
formacién del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial, mientras que Bcl-2
activo, bloquea el poro *® Bax sufre un cambio conformacional en su activacion,
llevando a oligodimerizacion, promoviendo la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial. El poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (PTP), es un
complejo multiprotéico, que se situa en el sitio de contacto de las membranas

mitocondriales externa e interna .

El PTP, esta constituido de proteinas de
membrana interna como ANT (adenine nucleotide translocator), y de proteinas de
membrana externa, como porin VDAC (voltaje dependentanion channel) ®'. La proteina
anti-apoptética Bcl-2, previene la formacién del poro, mediante su unién a Bax %. La
apertura de este poro, facilita la liberacién de varios factores pro-apoptéticos, como cyt
c, de mitocondria a citosol, activando la cascada se sefializacion de muerte via

mitocondrial 2.

1.4.3. Via intrinseca o mitocondrial

La activacion de ésta segunda via de muerte celular programada, se activa como
respuesta a sefiales extracelulares (farmacos) e intracelulares (dafio al DNA). Estos

estimulos convergen en la mitocondria, regulando a miembros de la familia de Bcl-2.

La respuesta de la mitocondria a sefales de estrés celular induce la liberacién de cyt
¢, por la apertura del poro de transicién de permeabilidad. La liberacién de cyt c en el
citosol, junto con dATP, Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor 1) y pro-caspasa-
9, forman el complejo “apoptosoma”; éste complejo activa a la caspasa-9, la cual
activa a la caspasa-3 efectora, que es la encargada de desencadenar los procesos de

muerte celular.

Ademas de la liberacion de cyt c al citosol, es liberado AIF (apoptosis-inducing factor),

el cual induce apoptosis por un mecanismo independiente de caspasas. También es
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liberado Smac/DIABLO (second mitocondrial-derived activator of caspases/direct IAP-
binding protein with a low isoelectric point), favoreciendo el proceso de apoptosis a
través de la inhibicion de las (IAPs), que son proteinas inhibidoras de la actividad de

caspasas-8 y -3 °"%¢,

Sefal
Inductora de
muerte

T

Pro-caspasa-8

Ligando de muerte

— i —
2

Smac/
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Figura 5. Via de muerte celular programada: Apoptésis. a) Via extrinseca o de Receptores de muerte
(izquierda), es activada por miembros de la superfamilia de receptores TNF-R. La unién del ligando de
muerte a su receptor, hace que el receptor se trimerice y se forme el complejo DISC. DISC recluta a
proteinas adaptadoras, y pro-caspasa-8, que da lugar a la activacién de caspasa-8 iniciadora. La
caspasa-8, a su vez activa a la caspasa efectora, Casapsa-3, que regula sefiales (MUERTE). b) Via
intrinseca o mitocondrial (derecha), es regulada por miembros de la familia de Bcl-2. A través de un
estimulo de muerte, Bax se transloca de citoplasma a mitocondria, y permeabiliza la membrana externa,
con ello liberando citocromo ¢, AIF, Apaf-1 y Smac/DIABLO. cyt ¢, Apaf-1 y Casapasa-9, forman el
apoptosoma, que conduce a la activacion de la caspasa-3. ¢) Ambas vias convergen en la activacion de la
caspasa ejecutora. La activacion de la caspasa-3 es inhibida por los inhibidores de apoptosis (IAPs),
estos inhibidores a su vez son inhibidos por Smac/DIABLO. Existe un entrecruzamiento entre estas dos
vias, y es dada por la activacion de la proteina pro-apoptética de la familia de Bcl-2, Bid, por la caspasa-8.
Bid activada, se transloca a mitocondria, donde promueve la liberacion de cyt ¢ (A partir de datos en

Hengartner, 2000).
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2. HIPOTESIS

Si la Casiopeina llI-La presenta un efecto antineoplasico, entonces se observara un
efecto pro-apoptoético y anti-invasivo a las diferentes dosis del farmaco en la linea

celular de glioma humano U-373 MG in vitro,
3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto anti-proliferativo, pro-apoptético y anti-invasivo de Cas lll-La en el

glioma experimental de humano U-373 MG in vitro.

3.2. Objetivos especificos

a) Determinar el efecto anti-proliferativo y pro-apoptético del farmaco sobre el
glioma U-373 MG in vitro, mediante la determinacion de la viabilidad celular
usando el ensayo de MTT y cuantificacion de los niveles de expresion del
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) por western blot (WB), asi
como la induccién de apoptosis, analizando los niveles de expresion de la
proteina anti-apoptética (Bcl-2, pBcl-2) y pro-apoptética Bax y la activacion de

la caspasa-3 por WB.

b) Determinar el efecto anti-invasivo del farmaco a través de los ensayos de
Matrigel, asi como la determinaciéon de las moléculas importantes para dicho
proceso tales como: GSK-3f, pGSK-33, B-catenina y pp-catenina por WB.
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4. METODOLOGIA
4.2. Sintesis de Casiopeina lll-La

La Casiopeina lll-La [Cu (5-6 dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilcetonato)] NO; fue
sintetizada en el Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear de la Facultad de

Quimica de la UNAM, tras el procedimiento reportado en las patentes anteriores **4°.

4.3. Manejo de cultivo celular

Se utilizaron células de glioma humano U-373 MG (American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland, USA). Las células fueron sembradas en botellas de cultivo de
75cm? con 10ml de medio de cultivo Dulbecco Modificado (DMEM, Sigma Chemical,
USA), suplementado con 10% SFB (Gibco), mas 1% de ATB (Gibco). El cultivo se

mantuvo a 37°C en 5% CO,y 95% O, sobre condiciones estériles.

Una vez que el cultivo celular presenté aproximadamente el 90% de confluencia, se
formaron grupos de los cultivos de la linea celular U-373 MG de glioma humano.
Grupos tratados con 1.5 (3.32 m M) y 2.5 (5.54 mM) ug/ml de Cas lll-La, disuelta en
agua desionizada estéril, y grupos control, los cuales fueron tratados con DMEM mas
SFB. El tiempo de incubacion de todos los experimentos fue de 24 horas. Todos los

grupos se mantuvieron bajo las condiciones mencionadas anteriormente.
4.4. Ensayo de viabilidad celular

El efecto de Cas llI-La en la supervivencia de las células de glioma humano U-373 MG
se determiné mediante el ensayo colorimétrico de MTT determinado por Mosmann %,
utilizando el Cell Proliferation Kit | (MTT) (Roche Diagnostics, Germany). El colorante
MTT o bromuro 3 [4,5 - dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil-tetrazolio, es reducido por la
enzima oxidoreductasa NADPH (succinato deshidrogenasa); el tetrazolio pasa a
formar cristales de formazan insolubles en solucion acuosa, NADPH rompe el anillo de

6485 | os cristales de formazan formados, son

tetrazolio produciendo formazan
disueltos con una solucion solubilizante (SDS al 10% en HCI 0.01M). La absorbancia
de ésta solucion (color purpura) se cuantifica mediante la medicion de cierta longitud
de onda 570 nm. La absorbancia medida se correlaciona directamente con el numero

de células vivas.
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Para éste ensayo se sembraron 1 x10° células en placas de cultivo de 96 pozos con
DMEM adicionado con 10% de SFB y 1% de ATB, las células se incubaron hasta
alcanzar una confluencia de aproximadamente 90%. Después se expusieron a
concentraciones crecientes de 1.5 y 2.5 yg/ml Cas lll-La durante 24 horas a 37°C,
posteriormente se afiadieron 10 yL de MTT (5 mg / ml) (Cell Proliferation Kit I (MTT)
(Roche)), y las células se incubaron a 37°C durante 4 horas. Los cristales de tetrazolio
se solubilizaron mediante la adicion de 100 yL de solucion solubilizante (10% SDS en
0.01 M HCI) (Cell Proliferation Kit | (MTT) (Roche)) y se incubd la placa durante la
noche a 37°C. La absorbancia fue medida en un espectrofotémetro a una longitud de
onda de 570 nm.

4.5. Muerte celular por TUNEL

Para evaluar la muerte celular en las células de glioma humano U-373 MG, después
de la exposicion a Cas lllI-La, se utilizd el Kit In Situ Cell Death Detection, (Roche
Diagnostics, Germany). Las células se visualizaron en microscopio invertido

Olympus, y para la toma de fotos se utilizé el programa Olympus FluoView 1.7.

La fragmentacion de DNA provocada por la muerte celular, se identifica mediante el
marcaje de los extremos 3°-OH con nucleétidos marcados con Isotiocianato de
fluoresceina (FITC) en una reaccidon enzimatica. Los fragmentos de DNA son
etiquetados por la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), catalizando Ia
polimerizacién de los nucleétidos marcados a los extremos 3°-OH del fragmento de
DNA %%’ La reacciéon de TUNEL marca preferentemente las hebras de DNA que se

rompen durante el proceso de muerte celular.

Se sembraron 1.5x10° células en placas de cultivo de 8 pozos con DMEM adicionado
con 10% de SFB y 1% de ATB, las células se incubaron hasta presentar una
confluencia de "90%, se expusieron a las concentraciones crecientes de Cas lll-La
antes mencionadas durante 24 horas a 37°C. Después del tratamiento se lavaron las
células dos veces con PBS y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4%, se lavaron
con PBS, se permeabilizaron con Citrato de Sodio 0.1M pH 6, y se incubaron en la
mezcla de reaccion de TUNEL durante 1h a 37°C. Las placas fueron lavadas 3 veces
con PBS. Posteriormente, las laminillas se montaron en medio de montaje Vectashield
con DAPI (marcador nuclear). Las células se visualizaron en microscopio invertido
Olympus (objetivo 20x), y para la toma de fotos se utilizd6 el programa Olympus
FluoView 1.7.
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4.6. Western Blot

Se analizaron los niveles de expresion de la proteina Antigeno de Proliferacion Celular
(PCNA) por WB. Las muestras que contienen cantidades iguales de proteina (50 Q)
se mezclaron con un volumen igual de buffer de carga (Tris-HCI 125mM, pH 6.8, 20%
de glicerol, 4% SDS, 0.2% de azul de bromofenol y 10% de 2-mercaptoetanol) y se
hirvieron durante 10 minutos. Las muestras se centrifugaron durante un corto tiempo y
se corrieron en geles de electroforesis SDS-poliacrilamida (PAGE) al 10%-12%,
aproximadamente a 130 V. La proteinas se transfirieron en membranas de
nitrocelulosa durante 2h a 200 mA con buffer Tris-HCI, pH 8.0, glicihna 195mM vy
metanol al 10%. Los sitios inespecificos de las membranas se bloquearon con leche
baja en grasa al 5% diluida en PBS 1% durante 2h, y el anticuerpo PCNA (Cayman
Chemical) se afadi6 a la membrana durante 24h a 4°C. Después de 3 lavados
consecutivos con PBS 1% - Triton 1%, la membrana se incub6 con el Ac secundario
peroxidado anti-mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology) durante 1h a temperatura
ambiente, seguido de 3 con PBS 1% - Tritébn 1%. La quimioluminiscencia se visualizd
usando el Kit de quimioluminiscencia (ECL) (Santa Cruz Biotechnology). La
membrana se expuso a una pelicula Kodak, durante 5 minutos y se reveld. Se utilizé
un procedimiento similar para los anticuerpos primarios Bcl-2, pBcl-2 (Ser 87), Bax,
caspasa-3, GSK-3B, pGSK-3B (Ser-9), B-catenina y pB-catenina (pSer*’). Como

control de carga se empled anti-Bactina.

4.7. Ensayo de Invasion

La capacidad de invasion de las células de glioma humano U-373 MG con los
tratamientos de Cas lll-La, fue analizada mediante el ensayo de invasion QCM™ 24-

Well Cell Invasion Assay (Fluorometric) (Chemicon®).

Este ensayo es usado para evaluar a las células invasivas tumorales. El Kit consta de
una camara de invasion, basada en el principio de camara de Boyden % . Las células
son colocadas en los insertos que se encuentran en las placas del Kit, cada inserto
contiene una membrana de policarbonato con poros de 8um y se encuentran
recubiertas por una fina capa de ECMatrixTM (Matrigel) (Qque es una matriz de
membrana basal reconstituida de proteinas derivadas del tumor de ratéon, EHS

(Engelbreth Holm-Swarm)) ®°. La funcién de la ECM es bloquear el paso de las células
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no invasivas a través de los poros de la membrana, mediante la obstruccion de los
poros; mientras que las células invasivas pueden migrar a través de la capa de ECM, y
adherirse debajo de la membrana de policarbonato. Para la migracion de las células
invasivas, se coloca en el fondo del pozo un agente quimioatrayente (en este caso,
DMEM mas 10% de SFB), que favorecera la migracion de las células invasivas. Las
células invasivas adheridas por debajo de la membrana de policarbonato, son
disociadas con Buffer de Desprendimiento Celular, lisadas con Buffer de Lisis Celular
(Cloruro de Sodio, Tritén X-100, Fosfato de Hidrogeno Disédico e Hidréxido de Sodio)
y detectadas por el colorante CyQUANT® GR (Dimetil Sulféxido y colorante
CyQUANT® GR) (Figura 6).

Se sembraron aproximadamente 125, 000 células en los insertos de las placas de 24
pozos del Kit de Invasién con DMEM sin SFB, para grupos tratados se agregé 0.75 y
1.5 pg/ml de Cas llI-La. En la parte inferior de la camara del inserto se colocaron 500yl
de DMEM adicionado con 10% de SFB, como quimioatrayente para las células
invasivas de la linea celular de glioma U-373 MG. La placa se incubd durante 24h a
37°C en una incubadora de CO, al 4%. Posterior al tiempo de incubacién, los insertos
fueron colocados en una placa nueva y se colocaron a cada uno 225ul de Solucién de
Despego (Kit), se incubd durante 30 min a 37°C. Se agregaron 75 ul de Solucion de
Lisis/ CyQUANT® GR (Kit) a cada pozo y se incubé 15 minutos a temperatura
ambiente. Se transfirieron 200 pl de cada muestra a una placa para fluorescencia de

96 pozos. La placa fue leida a 480/520 nm.
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a)

b)

<)

O

d)

Figura 6. Ensayo de Invasidn celular. a) Las células son colocadas dentro de la cdmara; b) Las células invasoras
migran a través de la membrana y se unen a la parte inferior de ésta, las células no invasivas se mantienen por
encima; c) Las células invasivas son disgregadas con el Buffer de Desprendimiento Celular; y d) Las células invasivas
son lisadas con Buffer de Lisis Celular, e identificadas con el colorante CyQUANT® GR. (Modificado de QCM™ 24-

Well Cell Invasion Assay)

4.8. Analisis estadisticos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos de los experimentos se

analizaron con una prueba de ANOVA de dos vias, seguido por la prueba de

comparacion multiple de Tukey. Un valor de p <0.05 fue considerado significativo.
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5. RESULTADOS
5.2. La Cas lll-La disminuye la viabilidad y la proliferacion celular

Para analizar la viabilidad celular de la linea U-373 MG en presencia de Cas lll-La se
realizé el ensayo colorimétrico de MTT determinado por Mosman . Los cultivos de la
linea celular fueron tratados con Cas lll-La a las concentraciones de 1.5 y 2.5 uyg/ml e
incubados por 24 horas, y a los grupos control sélo se les adicion6 DMEM mas SFB.
En el ensayo de MTT, se observd una disminucion de la viabilidad celular dosis
dependiente con la Casiopeina, en dénde a la dosis de 1.5 pug/ml la viabilidad celular
disminuye un 33.82%, y a la dosis de 2.5 pg/ml un 65.69% comparadas con control

respectivamente, los resultados fueron estadisticamente significativos (Fig. 7).

El analisis de la expresion de PCNA por WB, muestra que los niveles de PCNA
disminuyeron de manera significativa en los grupos con el tratamiento de Cas lll-La
(Fig. 8). Estos resultados muestran que la Cas lll-La presenta un efecto antineoplasico
en las células de glioma U-373 MG a través de la inhibicion de la proliferacién celular,

en un mecanismo que aparentemente involucra la muerte celular por apoptosis.
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Figura 7. Cas lll-La disminuye la viabilidad de U-373 MG. Efecto dosis-dependiente de Cas lll-La en la
viabilidad celular en células de glioma humano U-373 MG determinado por ensayo de MTT, donde la
concentracion de 2.5 ug/ml ejerce un mayor efecto; los datos representan la media + DE (*p< 0.05 y ***p<

0.001) para tres experimentos independientes.

27



Discusion

Cas lll La (ug/ml)
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Figura 8. Cas lll-La inhibe la proliferaciéon celular de U-373 MG. Efecto dosis dependiente de la
expresion de PCNA en lisados celulares de células de glioma humano U-373 MG, controles y tratamientos

fueron determinados por WB. Figura representativa de tres experimentos independientes.

5.3. Cas lll-La induce apoptosis

Para investigar si la disminucién en la viabilidad celular con los tratamientos de Cas
lll-La, fue debido a un mecanismo de muerte celular, los tratamientos con Cas lll-La

fueron analizados mediante la técnica de TUNEL (Roche).
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Figura 9. El tratamiento de Cas lllI-La induce muerte celular en células de glioma. Muerte celular fue determinada
por el ensayo de TUNEL. Las células se visualizaron en microscopio invertido, objetivo 20x, (fluoresceina = verde y
DAPI = azul). Las flechas rojas, sefialan la morfologia que presentan las células tratadas con Cas Ill-La, semejante a
una célula en proceso de muerte apoptética.

La Figura 9 muestra los nucleos celulares marcados con el marcador fluorescente
DAPI en los tres grupos en la primera fila. En la segunda fila, se observan las células
marcadas con FITC, que presenta a las células en proceso de muerte; el marcaje con
FITC es mayor en los grupos tratados con Cas lll-La en comparacion al grupo control,
ademas de que las células de los grupos tratados con Cas lll-La presentan una
morfologia tipica de apoptosis como es la condensacion del nicleo y citoplasma, y la
localizacién de FITC a nivel nuclear. En la ultima fila, se observa la superposicién de
los marcadores DAPI y FITC, en los grupos tratados con Cas lll-La se observa un
mayor numero de células que sobreponen con ambos marcadores, lo que nos indica

que el marcador FITC se encuentra principalmente en los nucleos.
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En el proceso de la apoptosis, se encuentran participando multiples moléculas
intracelulares, miembros de familia Bcl-2 juegan un papel muy importante durante éste
proceso, ya que participan como mediadores pro y anti-apoptoticos. Como ejemplo,
Bax una proteina pro-apoptotica, que en respuesta a una sefal pro apoptética se
transloca a la mitocondria, causando la liberacion del cyt ¢, para la formacién del
apoptosoma, que activa a la caspasa-3 iniciando la ejecucién de la apoptosis **. La
posible participacion de las proteinas anti y pro-apoptéticas Bcl-2, Bax y caspasa-3 en
el efecto antineoplasico de las Cas lll-La en las células de glioma U-373 MG, fueron
examinadas por WB. La Figura 10 muestra un aumento en la expresion de la proteina
anti-apoptética Bcl-2 y su forma fosforilada pBcl-2; asi como el aumento en Bax y la
activacion de las caspasa-3, inducido por las Cas lll-La en las dosis tratadas en
comparacién con los controles. Este resultado indica la participacion de Bax y
caspasa-3 en el efecto antineoplasico de las Cas llI-La en las células de glioma U-373

MG, asi como la inhibicion de la proteina Bcl-2, por medio de su fosforilacion.

Cas lll La (pg/ml)

0 15 25
sc-2
peci-2 [N
Bax | W -

Caspasa 3 .
B-actina R

Figura 9. Cas lll-La induce la activacion de proteinas pro-apoptéticas. Expresion de Bcl-2, pBcl-2,
Bax y caspasa-3 de controles y tratamientos en células de glioma humano U-373 MG con Cas llI-La por
24 horas determinadas por WB. Las figuras que se muestran son representativas de al menos tres

experimentos diferente por cada condicion experimental.
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5.4. Cas llI-La inhibe la invasion celular del glioma humano U-373 MG

En la Figura 11, se observa el efecto de Cas lll-La sobre las células de glioma
humano, en el proceso invasivo. La invasion celular disminuye de manera dosis
dependiente en los grupos tratados en comparacién con el grupo control. A la
concentracion de 0.75 pg/ml de Cas lll-La, el numero de células invasivas disminuye
un 45.56% respecto a nuestros grupo control, y a la concentracion de 1.5 yg/ml de Cas
lll-La, las células invasivas disminuyen 60.18% comparado con el 100% del grupo
control. En conjunto, se realizé ensayo de MTT, para observar la viabilidad celular de
las células invasivas.

El proceso de invasion también es operado por diferentes moléculas. En glioma, una
de las vias que participa en éste proceso es la via Wnt/3-Catenina. Wnt inhibe al
complejo Axina/APC/GSK-3B/CK1 encargado de degradar a B-Catenina por via
proteosoma; cuando éste complejo es inhibido por Wnt, 3-Catenina puede translocarse
al ndcleo induciendo la transcripcion de genes involucrados en el crecimiento y
proliferacién celular **. La expresion de pGSK-3B, GKS-3B, pp-Catenina, B-Catenina
en respuesta al tratamiento con Cas lll-La en células de glioma U-373 MG, fue
determinada por WB. La Figura 12 muestra la diminucion en la fosforilacion de GSK-
3B y el aumento de la fosforilacion de B-Catenina en nuestros tratamientos de Cas llI-
La. Lo que nos indica que posiblemente Cas lllI-La participe en la fosoforilacion de -
Catenina via GSK-3pB, llevandola a degradacion via proteosoma; y con esto inhibiendo

la expresion de genes que llevan a invasion y proliferacion celular.
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Figura 11. Cas lll-La inhibe el proceso invasivo en células de glioma. El proceso de invasion celular
en la linea celular de glioma humano U-373 MG es inhibido con los tratamientos de la Cas lll-La. Este
efecto se analizé mediante el ensayo de Invasion (Chemicon® QCM™).
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Figura 12. Cas lll-La inhibe proteinas relacionadas a la invasion celular de U-373 MG. Expresion de
pGSK-383, GSK-3B, pB-Catenina, B-Catenina de controles y tratamientos en células de glioma humano U-
373 MG con Caslll-La por 24 horas determinadas por WB. Las figuras que se muestran son
representativas de al menos tres experimentos diferentes por cada condicion experimental.
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6. DISCUSION
Los gliomas son las neoplasias mas frecuentes y agresivas del SNC, el astrocitoma
anaplasico y el GBM son los de mayor grado. La sobrevida de los pacientes con
gliomas de alto grado, es menor a 12 meses, a partir del diagnéstico. El tratamiento
estandar para los pacientes con gliomas de alto grado incluye cirugia, radioterapia y
quimioterapia, con el agente alquilante de DNA Temozolamida; sin embargo la
sobrevida media del paciente es sélo de 14.6 meses °. GBM se caracteriza por
presentar altas tasas de crecimiento, invasividad y resistencia a las terapias actuales.
Esto se debe a que su genoma se encuentra altamente mutado, alterando el ciclo
celular, proliferacion, supervivencia, migracion, angiogénesis, invasion y apoptosis

71

celular de las células tumorales Por lo que identificar nuevos tratamientos

alternativos es de vital importancia.

Las Casiopeinas son compuestos de coordinacion con centro cobre, y han sido
diseflados para presentar actividad antineoplasica en células tumorales. En diversos
estudios, tanto in vitro como in vivo, se ha probado dicha actividad antitumoral. Los
mecanismos de accion de éstos compuestos antineoplasicos aun no se conocen
totalmente, pero se ha propuesto que se unan al DNA directamente, y que participen
en la generacién de EROs, los cuales inducen apoptosis. La apoptosis es un tipo de
muerte celular programada, que mantiene la homeostasis celular, y participa en

5

diferentes procesos biolégicos, como proliferacién y diferenciacion **. Esta via de

sefalizacibn se encuentra alterada, y es importante para la regulacién de

tumorigénesis en diferentes tipos de cancer, incluidos los gliomas .

Actualmente los
farmacos que se utilizan como tratamiento para el cancer, presentan la caracteristica
de ser agentes citotoxicos, promoviendo la apoptosis. La induccion de apoptosis por
parte de nuevos agentes quimioterapéuticos, es una caracteristica esencial, para un

tratamiento eficaz contra el GBM.

En el presente trabajo, evaluamos el efecto anti-proliferativo, pro-apoptotico y anti-
invasivo, de la Casiopeina lll-La sobre las células de glioma humano U-373 MG. Cas
lll-La presenta un efecto antineoplasico en las células de glioma U-373 MG, al
disminuir la proliferacién celular, mediante la inhibicién en la expresion de PCNA *, un
coactivador de la DNA pol 8, importante para la sintesis de DNA . Induccion de
muerte celular por apoptosis, mediante un aumento en la expresién Bax y pBcl-2, asi

como la activacion de la caspasa ejecutora 3.
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La actividad pro-apoptética de las Casiopeinas Il gly y lll-ia, ha sido observada en
células de meduloblastoma Daoy. Doénde las células tratadas con los farmacos,
presentan condensacidén nuclear, caracteristica de la apoptosis; reorganizacion del
citoesqueleto para la formacion de cuerpos apoptéticos; ademas de la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial, un paso importante en la activacion de la via
intrinseca de la apoptosis, a través de la liberacion de cyt ¢ de mitocondria al
citoesqueleto *°. También, ha sido demostrado que las Casiopeina Il gly induce
apoptosis, en glioma C6 de rata in vitro e in vivo, mediante un mecanismo dependiente
de caspasas, a través de la diminucién en el potencial de membrana mitocondrial,
liberacion de cyt ¢, activacion de caspasa-3 y rompimiento oligonucleosomal de DNA
% En adicion, Cas lll-ia, reduce la viabilidad celular, mediante la activacion de
apoptosis, via caspasa-8, generacion de Bid t, aumento de Bax, disminucién en el
potencial de membrana, liberacién de cyt ¢ y activaciéon de caspasa-3 *‘. Ademas fue
demostrado que estos farmacos, ejercen su efecto antineoplasico mediante la
generacion de EROs “, a través de JNK, con la subsecuente activacion del factor
transcripcional AP-1, el cual regula la transcripcion de genes involucrados en la
induccién del proceso apoptético como Bax, Fas y Fas-R *. Por otra parte JNK,
induce apoptosis mediante la fosforilacién (Ser87) e inactivacién de Bcl-2 "%, ya que no
permite la interaccién de esta con proteinas pro-apoptoticas como Bax, Bad, Bim y Bid
™ Otro blanco de JNK, son las proteinas serina treonina cinasa 14-3-3, las cuales
secuestran e inactivan a Bax. La inactivacion de las proteinas 14-3-3 por JNK, permite
la translocacion de Bax citosdlico a la mitocondria, con la subsecuente liberacion de
cyt ¢ e induccién de apoptosis "°. Finalmente, Alemén y colaboradores, demostraron
que las Casiopeinas inducen lipoperoxidacion y dafio al DNA, por la generacion de
EROs, en la linea celular HeLa °. Las EROs producidas por las Casiopeinas (Il gly, Ill-

Eay lll-ia) son peréxido de hidrégeno y ién superdxido ™.

De acuerdo a lo anterior, la Cas lll-La puede inducir apoptosis en la linea celular de
glioma U-373 MG, a través de la generacion de EROs, llevando al aumento de la
proteina pro-apoptética Bax y activacion de caspasa-3, e inactivacion de la proteina

anti-apoptética Bcel-2.

Los GBM presentan una gran invasividad local involucrando vias anatémicas
preferenciales a lo largo de las fibras blancas, en particular en la via del cuerpo calloso
y membrana basal de los vasos sanguineos, lo que sugiere una permisividad variable

del estroma frente al proceso tumoral, esta infiltracion tumoral glial hace imposible la
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reseccion total del tumor después de la cirugia, lo que permite una alta recurrencia

tumoral.

En el presente trabajo, evaluamos el efecto anti-invasivo de la Casiopeina lll-La en la
linea celular de glioma humano U-373 MG. Cas lll-La disminuy6 significativamente la
invasién celular, con una activaciéon de GSK-3[3 y un aumento en la fosforilacién de B-
catenina. Estos resultados sugieren que la Cas llI-La inhibe la inactivacién de GSK-34,
lo que permite la formacién del complejo de destruccién de B-catenina, mediante su

fosforilacion 3.

Se ha demostrado que la Temozolamida reduce la expresiéon de Wnt en células stem
aisladas de tejido de pacientes con GBM, mediante la metilacién de la region
promotora de este gen, lo que conduce a la activaciéon de GSK-3( y la degradacion de
B-catenina "®. Tian y colaboradores, demostraron que el inhibidor de PI3K (LY294002)
inhibe el proceso invasivo en la linea C6 de glioma, a través de la activacién de GSK-
3B, y la inactivacion de Akt y MMP-9 . De manera similar Han y colaboradores,
sugieren que la inactivacion de PI3K/AKT, disminuya el proceso invasivo mediante la
activacion de GSK-3, y la disminucién en los niveles de expresion de p-catenina, Fra-
1 (Fos-related antigen 1), c-myc y ciclina D, en las lineas de glioma LN229 Y U251 ¥.
GSK-3p3 puede actuar como un supresor de tumores, durante el proceso tumorigénico

en células epidermales ®'.

También ha sido demostrado que la inactivacion
farmacolodgica de GSK-3[3, estabiliza a B-catenina, aumentando los niveles de ciclina D

y la tumorigénesis, en células epiteliales de mama C57MG #.

Por otro lado, se ha reportado que GSK-3 puede inducir arresto en la fase G4 del
ciclo celular, ya que media la fosforilacion y la subsecuente degradacion de la Cyc D
a nivel nuclear 8. También GSK-3B promueve la apoptosis al fosforilar a Bax, lo que
conlleva a la translocacion de la proteina pro-apoptotica del citosol a la mitocondria #,
asi como el secuestro en el nucleo de survivina, miembro de la familia de las IAPs,
en la linea celular de cancer de pulmén A549 ®. También se encarga de fosforilar
otras proteinas importantes en el metabolismo y senalizacién celular, como acetil Co A

carboxilasa, AMPK y piruvato deshidrogenasa, entre otras *.
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7. CONCLUSION

La Cas lll-La es un agente prometedor para el tratamiento de GBM, dada su

capacidad anti-proliferativa, pro-apoptotica y anti-invasiva.

La Cas lll-La ejerce un efecto anti-proliferativo (diminucion de la viabilidad celular y
niveles de PCNA), promueve muerte celular (TUNEL positivo) mediante la induccion
de apoptosis (aumento de la proteina pro-apoptotica Bax y activacion de la caspasa
ejecutora-3) e inactivacion del proceso invasivo (ensayo de invasion, activaciéon de

GSK-3p y degradacion de 3-catenina).
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