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1. INTRODUCCION

El sistema nervioso central controla varias funciones importantes del organismo,
entre ellas funciones sensitivas, motoras e integradoras como memoria Yy
pensamiento. Este puede dividirse en varias partes, siendo las tres mas

importantes: cerebro, cerebelo y tronco encefalico.

El cerebro es la parte mas grande del encéfalo y controla el pensamiento, el
aprendizaje, la solucion de problemas, las emociones, el habla, la lectura, la
redaccion y el movimiento voluntario. Es por esto que los tumores cerebrales se
consideran los mas agresivos y mortales al afectar funciones primordiales para la

supervivencial.

Un tumor es una masa anormal de tejido, cuando éste se forma en las células
gliales o0 en tejido de sostén del cerebro, se le denomina “glioma”. Un tipo de
glioma son los astrocitomas, que toman su nombre de las células en forma de

estrella en las cuales crecen?.

Los astrocitomas se pueden clasificar en grados para describir su malignidad. El
sistema de clasificacion se basa en el ritmo de crecimiento; el grado | se considera
de crecimiento lento y es benigno; el grado Il se considera de crecimiento lento,
pero con tendencia a reaparecer, por lo cual se necesita un monitoreo constante
mediante resonancia magnética o tomografias después de su extraccion
quirurgica; el astrocitoma de grado Il se considera de crecimiento moderado y
maligno, ya que se puede infiltrar en el neoplasma de forma difusa; por udltimo, el
de grado IV, considerado de crecimiento rapido, también llamado glioblastoma,

que es la forma méas maligna de los astrocitomas?.

Los glioblastomas se diferencian de los deméas tumores debido a la presencia de
necrosis y aumento de vasos sanguineos alrededor del tumor?, por lo tanto, es
uno de los canceres mas vascularizados que existen. En este tumor se encuentran
altos niveles de expresion del factor pro-angiogénico, el factor de crecimiento del

endotelio vascular (VEGF)3.
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El tratamiento convencional para esta neoplasia consiste en la administracion de
temozolamida (TMZ) en conjunto con radioterapia; sin embargo, la supervivencia
media es de aproximadamente 14.6 meses 4 con un indice de supervivencia a los
dos afios del 30%?.

El bajo indice de supervivencia se debe a la tendencia de las células de
glioblastoma a volverse resistentes al tratamiento con temozolamida, esto puede
deberse a distintos mecanismos de proteccibn como la expresion de la enzima
06-Metil-Guanina-Metil-Transferasa (MGMT), la cual se encarga de reparar el
dafio ocasionado en el ADN por la temozolamida®. Otro de los mecanismos que
participan en la resistencia a la terapia es la sobreexpresion de una bomba de
eflujo; La temozolamida ingresa a la célula por difusién pasiva y es expulsada al
exterior por la glicoproteina P (PGP).6

Existen pocos antecedentes de farmacos empleados como coadyuvantes en la
terapia para glioblastoma, asi como pocas alternativas de tratamiento contra esta
enfermedad, a nivel preclinico se han estudiado algunos farmacos como
mifepristona (RU-486), un agente anti progestageno. En un estudio realizado en
nuestro laboratorio en 2013, se evalu6 el efecto de este agente anti hormonal en
combinacién con temozolamida mas radiacion en xenotrasplantes de glioblastoma
desarrollados en ratones atimicos Balb-C Nu/Nu, observando un aumento
significativo en el efecto antitumoral con la administracion simultanea de
mifepristona-temozolamida-radiacibn en comparacion con radiacion sola o
radiacion-temozolamida, sugiriendo que Mifepristona puede ser un potente quimio-
radio sensibilizador en glioblastoma; sin embargo, el estudio sugiere varios
mecanismos posibles para la disminucién significativa en el tamafio del tumor por

efecto de la Mifepristona en combinaciéon con Temozolamida y Radioterapia’.

La mifepristona utilizada cominmente como abortivo, ha sido estudiada en
diversos tipos de cancer dependientes de hormonas como el cancer de mama,
ovario y prostata, sin embargo, otro estudio realizado también en nuestro
laboratorio en 2015, se demostr0 que los agentes antihormonales como

Mifepristona e ICI 182,780 (Fulvestrant), farmacos anti-progestageno y anti-
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estrogénico respectivamente, usados en combinacién con la terapia de cisplatino y
radiacion, incrementan significativamente la citotoxicidad y el efecto antitumoral en
lineas celulares de cancer de cérvix®, un tipo de cancer no dependiente de

hormonas.

A la fecha se desconocen los mecanismos que participan en la sensibilizacion de
las células tumorales expuestas a mifepristona, en el presente estudio se evaluo la
participacion que tiene la proteina de eflujo PGP en la resistencia a temozolamida
en una linea celular de glioblastoma caracterizando los niveles de expresion de
PGP, asi como la apoptosis y la funcidon de PGP mediante la captacion de un

farmaco fluorescente como doxorrubicina.

2. MARCO TEORICO
2.1 DATOS ESTADISTICOS

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el “cancer es un proceso
de crecimiento y diseminacion incontrolado de células. Puede aparecer
practicamente en cualquier lugar del cuerpo”, este crecimiento descontrolado de
las células suele producir un tumor el cual invade el tejido circundante y
dependiendo de las caracteristicas propias del tipo de cancer, puede desarrollar

metastasis en el organismo.

En el mundo es preocupante la incidencia del cancer, ya que de acuerdo a la OMS
en 2012 se registraron alrededor de 14 millones de nuevos casos®, lo que ha
llevado a una investigacién extenuante para poder tratar los principales tipos de
cancer (Fig.1).
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Estimated number of incident cases worldwide, both sexes, all ages
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Figura 1. Numero estimado en incidencia de casos a nivel mundial en 2018, tomado de GLOBOCAN 2018.

El glioma es un tipo de “cancer cerebral que se inicia en las células neurogliales

(células que rodean y sostienen las células nerviosas)™°.

Dentro de la clasificaciéon de Gliomas se encuentran subtipos que conforme a la
OMS se clasifican en grados (Cuadro 1), siendo los de grado IV o glioblastomas
los tumores de rapido crecimiento con alta tasa mitética, pudiendo preservar vasos

de neoformacion y areas de necrosis*.

De acuerdo al Instituto Nacional de la Salud de E.E.U.U. el glioma es un tipo de
tumor cerebral de crecimiento rapido del sistema nervioso central que se forma a
partir del tejido glial (de sostén) del cerebro y la médula espinal; tiene células cuyo
aspecto es muy diferente al de las células normales. También se llama

astrocitoma de grado IV o glioblastoma multiforme (GMB).

El tiempo de sobrevida promedio de los pacientes con GBM es de 14.6 meses
cuando se emplea cirugia, radioterapia y el tratamiento adyuvante de

Temozolamida®?.

En el afio 2017 los gliomas representaron el 24.7% de todos los tumores
cerebrales primarios y el 74.6% de todos los tumores malignos. Los astrocitomas,
incluido el glioblastoma, representaron aproximadamente el 75% de todos los
gliomas, y el glioblastoma representd el 14.9% de todos los tumores cerebrales

primarios y el 55.4% de todos los gliomas. El glioblastoma es el tipo de tumor que
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tiene el mayor numero de casos de todos los tumores malignos, con un estimado

de 12,390 nuevos casos previstos en 2018.13

GLIOMAS DE BAJO GRADO DIAGNOSTICO OMS 2016 GRADO OMS
Astrocitoma difuse IDH mutado Grado ll
Astrocitoma difuso Astrocitoma difuso IDH nativo Grado
Astrocitoma difuso NOS Grado ll
Oligodendroglioma IDH mutado y 1p19q codeletado Grado
Oligodendroglioma
Oligodendroglioma NOS Grado Il
Oligoastrocitoma Oligoastrocitorna NOS Grado
Astrocitorna anaplasico IDH mutado Grado I
Astrocitoma anaplasico Astrocitorna anaplasico IDH nativo Grado lll
Astrocitoma anapldsico NOS Grado lll
Oligodendroglioma anaplasico IDH mutado y 1p/19q codeletado Grado I
Oligodendroglioma anapldsico
Oligodendroglioma anapldsico NOS Grado I
Oligoastrocitoma anaplasico Oligoastrocitorna NOS Grado lll
Glioblastoma IDH mutado Grado IV
Glioblastoma Glioblastoma IDH nativo Grado IV
Glioblastoma NOS Grado IV

Cuadro 1. Extracto clasificacion de tumores del sistema nervioso central, OMS, 2016. Isocitrato Deshidrogenasa (IDH); No
especificado (NOS).

2.2 TRATAMIENTO

El tratamiento de primera linea para gliomas, como ya se menciond anteriormente
es cirugia, temozolamida y radioterapia'4, el cual se recomienda administrarse de

dos formas:

e Radioterapia seguida de Temozolamida 150-200 mg/m? x 5 dias cada 4
semanas x 6 ciclos.

e Temozolamida 75 mg/d + RT seguido de temozolamida 150-200 mg/m?/dia
x 5 cada 28 dias x 6 ciclos. La temozolamida sola se inicia un mes después

de finalizar la radioterapia.®

2.3 TEMOZOLAMIDA (TMZ)

La temozolamida es un pro-farmaco alquilante del ADN, entre sus caracteristicas

mas importantes estan:
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e Molécula pequefia (194 Da) y lipofilica.

e Atraviesa la barrera hematoencefalica en un 30%.

e Estable a valores de pH éacidos.

e Labil a pH alrededor de 7.0

e Vida media plasmatica de 1.8 horas a pH 7.4

e Eliminacion por heces y orina.
Este farmaco se absorbe rapidamente de manera intacta y sufre una
descomposicion espontdnea para formar el compuesto monometil triazeno 5-(3-
methyltriazen-1-yl)-imidazole-4-carboxamide (MTIC). MTIC reacciona con el agua
para liberar 5-aminoimidazole-4-carboxamide (AIC) y el cation altamente reactivo
metildiazonio (Fig. 2). El cation metildiazonio metila preferentemente el ADN en las
posiciones N7 de guanina en regiones ricas en guanina (N7-MeG; 70%), pero
también metila la adenina en la posicion N3 (N3-MeA; 9%) y posicion O6 de los
residuos de guanina (06-MeG; 6%)*2.

H,NOC s
% H,NOC H* N~ cq,
N > H0 == kN
N _ N N -CO N H'
\/ \n/ ~ CH3 2 N NH
8]
H,NOC NH,

[ —

: ] NuH _ NucH, + N, + HY

+
NQ/ NH [CHsNz ke
(Nu = nucleophilic centre on DNA)
Figura 2. Estructura y ruta de activacion del pro-farmaco Temozolamida.

2.3.1 REPARACION DEL DANO

A pesar de que TMZ es el farmaco de eleccién debido a su biodisponibilidad
cercana al 100% y su capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica (30%),
al tratarse de un farmaco alquilante del ADN produce dafio en las células no
tumorales, lo que conlleva a su citotoxicidad mediada principalmente por O6-MeG,

una lesiébn carcin6gena, mutagénica y toxica. Ademas, los grupos metilos
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incorporados por temozolamida al ADN son reparados mediante mecanismos

mencionados a continuacion.

Los tres mecanismos de reparacion mayormente estudiados se dividen en

reparacion directa (mediada por MGMT), por Mismatch Repair (MMR) o Base
Excision Repair (BER), ver Fig. 3.

TMZ

06-MeG N7-MeG N3-MeA
— T~ —
DR » MMR BER
MGMT MSH2-MSH6 Glycosylase
MSH2-MSH3
(Mutsa and B) APE-1
MLH1-PMS2 PARP
MLH1-PMS1 /\
(MutlLa and )
| short patch long patch
Nucleases (EXO1) Polp Pold/e
RFC. PCNA, XRCC1 PCNA
RPA, DNA Pold/e Ligase llI FEN1
Ligase Ligase 1

Figura 3. Mecanismos de reparacion de dafio por TMZ, tomado de Zhang J (2012).

El reparo directo de la metilacion es mediado por la enzima metilguanina-ADN
metiltransferasa (O6-MGMT) que remueve el grupo metilo restaurando la guanina
(Fig. 4). Los aductos O6-MeG se aparean errbneamente con timina en lugar de
citosina durante la replicacion del ADN, alertando al sistema “mismatch repair del
ADN” (MMR), éste reconoce la timina mal emparejada de la cadena hija y la
remueve, mientras la O6-MeG persiste en la cadena molde. Por lo tanto, los ciclos
de reinsercion y eliminacion de timina resultan en rupturas persistentes de la

cadena del ADN, causando el colapso de la horquilla de replicacién.?
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Figura 4. Reparacion de los aductos O6-metilguanina por MGMT, tomada de Zhang J (2012).

2.3.2 RESISTENCIA A TEMOZOLAMIDA

Existen diversos mecanismos por los cuales las células de glioblastoma pueden
mostrar resistencia a TMZ; sin embargo, dos vias son las mas estudiadas: 1) la
reparacion directa por MGMT y 2) la resistencia mediada por la Glicoproteina-P
(PGP), la cual actia como una bomba de eflujo expulsando el farmaco hacia el
exterior de la célula, disminuyendo la disposicion del farmaco y reduciendo asi su
efectividad. 6

La resistencia mediada por MGMT se manifiesta mediante una sobreexpresion de
la proteina. En diversas lineas celulares de glioblastoma se ha observado que un
aumento en los niveles de MGMT se acompafia con un incremento en la
concentracion inhibitoria 50 (CI50) de TMZ4; el efecto contrario se ha observado
con la hipermetilacion del promotor del gen codificante para MGMT 17; esta
hipermetilacion es considerada como un marcador prognéstico de quimioterapia
para gliomas *® observandose un aumento en la sobrevida media de los pacientes,
la cual se reporta hasta 21.7 meses en los pacientes que presentan el promotor

metilado de la proteina MGMT?®.

2.4 GLICOPROTEINA-P (PGP)

Los ATP- Binding Cassete (ABC) o transportadores dependientes de ATP son

proteinas integrales de membrana que tipicamente utilizan energia para mover
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solutos a través de la membrana celular?®, esta familia de transportadores esta
involucrada en diversos procesos celulares como el mantenimiento de la

homeostasis y resistencia a xenotoxinas.

El tipo de transportador de ATP que esta involucrado en la resistencia a multiples
farmacos antineoplasicos en humanos es la glicoproteina-P (PGP; MDR1; o
ABCB1).20

PGP, es una proteina de 170 KDa encargada del transporte de varios
xenobidticos, no solamente farmacosnn antineoplasicos %, consiste de 1276-1280
aminoacidos acomodados en 12 a-hélices transmembranales, repartidos en dos
estructuras homoélogas, cada una conteniendo un dominio de unién a nucleétido

(NBD), un extremo amino (-NHz) y carboxilo (-COOH) intracelulares (Fig.5). %2

TMD1 TMD2
™Ili 2 34 56l [7 8 9 10 11121

T IR IIINE .

NH
2 C motit B
walkera B Walker B
NBD1 NBD2

Figura 5. Tipologia tipica de glicoproteina-P, tomada de Zhou S (2007).

Este transportador se encuentra ampliamente distribuido en el organismo,
principalmente en la membrana apical en intestino, en la membrana apical de
células epiteliales del tubulo proximal, en la membrana luminal de células

endoteliales en barrera hematoencefalica, testiculos y placenta. 2

2.4.1 REPOSICIONAMIENTO FARMACOLOGICO

El reposicionamiento farmacologico es el proceso de reubicar un compuesto para

el uso en una enfermedad diferente. Este enfoque se sostiene con el hecho de

—9
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que farmacos aprobados y algunos compuestos abandonados, han sido
estudiados en humanos e informacion detallada de su farmacologia, formulacion,
dosis y toxicidad potencial esta disponible.?® Las vias moleculares comunes en
diferentes enfermedades y las indicaciones pueden proporcionar una forma
mejorada y eficiente de seleccionar medicamentos mas seguros para nuevas

indicaciones.?*

Se estima que el tiempo requerido para el desarrollo de un nuevo farmaco se ha
incrementado de 9.7 afios a 13.9 afios a partir del afio 2000.2° El
reposicionamiento farmacoldgico tiene ventajas sobre el desarrollo de nuevos
farmacos debido a que reduce significativamente el costo y tiempo de desarrollo,
ya que estos compuestos han sido estudiados previamente permitiendo que, en
algunos de ellos, se evite la fase 1 de pruebas clinicas.??

Con el reposicionamiento de un farmaco se busca ampliar su uso a diferentes
areas terapéuticas como tratamientos potenciales para cancer, enfermedades
infecciosas, Alzheimer, diabetes o enfermedad cerebrovascular.?® Al reposicionar
un farmaco para el tratamiento del cancer, se busca eliminar o atenuar los
mecanismos de resistencia que presentan las células contra el farmaco de primera
linea, principalmente contra aquellos que involucren: la induccién de angiogénesis,
activadores de metastasis e invasion, promotores de inflamacion tumoral,

resistencia a la apoptosis y las sefiales sostenidas de proliferacion, entre otros.?’

Los farmacos no oncoldgicos, por lo general tienen perfiles de seguridad
conocidos en los seres humanos lo cual favorece su reposicionamiento y sirven
como una fuente cada vez mayor para el descubrimiento de nuevos tratamientos

contra el cancer.28

En un estudio realizado por Lee H et al. en 2006 se evalud el reposicionamiento
farmacoldgico en Glioblastoma, los farmacos seleccionados fueron evaluados con
respecto a su actividad antineoplasica; entre ellos Ivermectin, un antiparasitario
gue mostré una buena actividad, sin embargo, su defecto es su incapacidad de

atravesar la barrera hematoencefalica.?®
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Un farmaco que en los Ultimos afios ha creado interés en sus propiedades
antineoplasicas es mifepristona, su uso se ha extendido a diversos tipos de

cancer, principalmente aquellos relacionados con actividad hormonal elevada.

2.5 MIFEPRISTONA

Mifepristona, conocida también como RU486, fue descubierta por primera vez en
1982 por investigadores de la compafia Roussel-Uclaff (Paris, Francia) 3.
Mifepristona es un antiprogestageno y antagonista de hormonas glucocorticoides.
Es principalmente usado como un abortivo al competir con la funcion de la
hormona progesterona. Como antagonista de receptores a glucocorticoides,
mifepristona ha sido ampliamente usada para el tratamiento de pacientes con el
sindrome de Cushing que se caracteriza por un incremento de los niveles de
cortisol; ademas, se ha utilizado en el tratamiento de depresidn con caracteristicas

psicéticas y en el tratamiento de glaucoma.3!

Mifepristona bloquea receptores de progesterona (PR), receptores de
glucocorticoides (GR) y receptores de estrogenos (ER), los cuales estan

sobreexpresados en algunas células tumorales®?.

Debido a lo anterior se ha planteado su uso en diversos tipos de cancer como
cancer de mama33, préstata®*, ovario®®, hueso®, estobmago®® y cérvix ¥, entre

otros.

Diversos estudios han demostrado que mifepristona participa en la reorganizacion
de los filamentos de actina y tubulina, produciendo asi cambios en la morfologia
tipica de cada linea celular; pérdida en la capacidad de la adherencia y

disminucion de la viabilidad celular.3*

En un estudio realizado por Ramaswamy R. et al. en 20123 se utiliz6 mifepristona
en diversas lineas celulares de Glioma, mostrando un efecto supresor en el
crecimiento de las células tumorales solo en dos lineas, U257/7 y IN1265, de una
manera dosis dependiente a partir de la dosis terapéutica 1 pg/mL y hasta 4 veces

mas esta dosis.
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También ha sido utilizada en las lineas celulares U373 y D54 por Gonzalez-
Agliero en 20073 mostrando que es capaz de disminuir significativamente el
namero de células después de 5 dias de tratamiento a una concentracion de 10
UM, que es la concentracién que se alcanza de manera sistémica®. Sin embargo,
esta disminucién esta relacionada a un arresto del ciclo celular en fase GO-G1 y no

a un aumento en la apoptosis.

En 2005, Li A. et al. realizd6 un estudio del efecto de Mifepristona sobre la
apoptosis en adenocarcinoma de células endometriales de Ishikawa, en el cual no
se observo diferencia significativa con concentraciones menores a 10 uM con
respecto al control, pero la apoptosis aumenté de manera significativa con las
concentraciones de 10 uM y 100 pM después de una incubacién durante 24

horas.#

Este efecto sobre la apoptosis también se presenta sobre células de cancer de
prostata DU-143 y PC-3 en una concentracion de 10 uM al incubarse durante 24 y
48 horas, mostrando tasas apoptoticas de 15.3% y 30.4% en el caso de DU-145y
22.2% Yy 32% para PC-3.%?

En un reporte de caso clinico publicado en 2014 por Check J et al. sugirié que
Mifepristona tiene un efecto positivo sobre la sintomatologia del paciente al ser
administrada a una dosis de 200 mg via oral diariamente en un paciente de 43
afios con Glioblastoma grado IV, ya que antes de iniciar el tratamiento se
encontraba paralizado desde el cuello hacia abajo y pasaba la mayor parte del dia
durmiendo; después de dos semanas de iniciado el tratamiento el paciente se
mostré mas alerta, era capaz de entablar conversaciones y recuperé la movilidad

de sus manos.*3

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El glioblastoma es considerado el cancer cerebral con mayor mortalidad y con una
tendencia a desarrollar resistencia al farmaco utilizado como primera linea,
temozolamida. Es por esto que se buscan nuevas alternativas para incrementar la

respuesta a su tratamiento contrarrestando los mecanismos de quimioresistencia.
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En una investigacion realizada en el laboratorio de Farmacologia del Instituto
Nacional de Cancerologia’ donde se desarroll6 el presente trabajo, se encontré
qgue el anti-hormonal Mifepristona, actia de manera sinérgica con temozolamida y
radiacion en xenotrasplantes de glioma desarrollados en ratones atimicos
disminuyendo el tamafio del tumor. A la fecha alin no se conocen los mecanismos
de accion de mifepristona que permite retardar la aparicion de la quimioresistencia
en células de glioma. En este trabajo se propone investigar la participacion de la

proteina de eflujo PGP y la promocion de la Apoptosis.

4. HIPOTESIS
Las células de glioblastoma expuestas al esquema combinado de temozolamida y
mifepristona mostraradn una disminucién en la viabilidad celular y aumento de la

apoptosis, modulados por un decremento en los niveles de la glicoproteina-P.

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la participacion de mifepristona en combinacién con temozolamida sobre
la viabilidad celular, los niveles de glicoproteina-P y la apoptosis en la linea celular

C6 de glioblastoma de rata.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Evaluar la viabilidad celular de la linea C6 después de la exposicién de
temozolamida sola o temozolamida combinada con mifepristona.

2. Determinar los niveles de glicoproteina-P y su actividad después de la
exposicion individual y combinada de los tratamientos en la linea celular C6.

3. Evaluar la apoptosis en los grupos después de la exposicidon individual y

combinada a los tratamientos en la linea celular C6 de glioblastoma.

6. MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio de acuerdo con la clasificacion de Méndez:

Experimental, prolectivo, longitudinal y comparativo.
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Universo de estudio:

Linea celular de glioma de rata (C6) obtenida de la American Type Cell Culture
(ATCO).

Criterios de inclusion: células con morfologia propia de C6, con al menos 3

pases de cultivo antes de utilizarse.

Criterios de exclusion: células con morfologia diferente a la propia de C6, células
con matriz extracelular abundante que dificulten desprendimiento y separacion

individual.

Criterios de eliminacion: células que se hayan contaminado con bacterias o que

se encuentren en tratamiento con antibioético.
Variables:

¢ Independientes: Cantidad de células sembradas por caja, concentracion de
los farmacos administrados por grupo, esquema de administracion de los
farmacos.

e Dependientes: Viabilidad celular, cantidad de proteina extraida, niveles de

expresion de PGP, cantidad de células apoptéticas.

6.1 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de datos se utiliz6 el programa IBM SPSS Statistics 23 para
Windows. Para cada ensayo se realizaron tres experimentos independientes y
para el ensayo de la evaluacidon de la funcion de PGP se realizaron dos
experimentos independientes, para la comparacion entre grupos se usd6 ANOVA
con una Post-Hoc de Tukey. La significancia estadistica fue determinada con
p<0.05.

6.2 CULTIVO CELULAR

Se utiliz6 la linea celular C6 de glioma de rata, la cual fue mantenida en
condiciones estériles en cajas de 75 cm? hasta una confluencia aproximada del

90% utilizando medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado

14
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con suero fetal bovino a una concentracion final del 2.5%, bajo una atmosfera con
5% de CO:2 y un nivel elevado de humedad en una incubadora Nuaire vs Autoflow
UN4750 a 37°C, para su posterior siembra en cajas de 25 cm? bajo las mismas

condiciones y su posterior exposicion a los farmacos conforme al cuadro 2.

Para la administracion de Temozolamida se empledé una solucién stock del
farmaco en 60% DMSO-40% solucion salina a una concentracion de 12.5 mg/mL a

partir de la cual se prepar6 una solucion de trabajo de 0.5 mg/mL.

Grupos Concentracién TMZ (uM) Concentracién MF (uM)

Control Vehiculo Vehiculo
T™Z 10 -
T™MZ 33.3 -
T™Z 100 -

MF - 10
TMZ + MF 10 10
TMZ + MF 33.3 10
TMZ + MF 100 10

Cuadro 2. Esquema de aplicacion de farmacos temozolamida (TMZ) y mifepristona (MF) en los grupos experimentales.

En el caso de Mifepristona se empled una solucion stock de 2 mg/mL en etanol y

con ésta se prepar6 diariamente la solucion de trabajo de 1mM en etanol.

Los tratamientos se aplicaron diariamente por 5 dias continuos adicionando medio
fresco con la cantidad de farmaco correspondiente de acuerdo al cuadro 2 y

aplicando, en las cajas control, el vehiculo.

6.2.2 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Al final de los tratamientos, a las células, de cada grupo, se les tomd una imagen
representativa del crecimiento utilizando un microscopio invertido con contraste de
fases (OLYMPUS DP73 IX51 con filtro CK40-SL).

Para determinar la viabilidad celular, las células de cada caja se despegaron y
contaron con una camara de Neubauer y con el equipo TC20 Automated cell

counter de Bio Rad®, realizando una dilucién 1:1 de células con azul tripano.
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6.3 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE PGP POR WESTERN BLOT

Al final de los tratamientos, las células fueron lisadas y se cuantifico la
concentracion de proteinas totales utilizando un kit comercial (Ensayo de
Proteinas de Acido bicinconinico de Sigma-Aldrich ®) que emplea la reduccion de
un complejo de cobre como medio de cuantificacion, realizando a su vez una

curva de calibracién con una soluciéon de albumina a una concentracion de 1
Mg/uL.

Para el corrimiento electroforético de las proteinas se utilizaron geles de gradiente
de acrilamida con concentraciones desde 4 a 20% utilizando una camara de
electroforesis tetra vertical Mini-Protean®, posteriormente utilizando una camara
de transferencia semihimeda (Trans Blot SD semi Dry-tranfer cell de Bio Rad ®)
se transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF (Polyvinylidene difluoride)
previamente activada en metanol. Para la identificacion de la proteina de interés
se emplearon los anticuerpos contra PGP (Cell Signal #13978) y B- actina (SC
69879) y para su deteccion se utilizdé un equipo de fluorescencia (ODYSSEY CLX
LI-COR) realizando un andlisis de las bandas de cada proteina.

6.4 FUNCION DE PGP POR CITOMETRIA DE FLUJO

Para evaluar la funcion de PGP se ha utilizado por diversos autores, el
seguimiento de la captacién intracelular del farmaco antineoplasico doxorrubicina
debido a que es un compuesto altamente fluorescente, el cual puede facilmente

ser determinado con técnicas como la citometria de flujo.

Para esto se realizd la estandarizacion de las condiciones de concentracion y
tiempo de exposiciébn del farmaco utilizando células C6 con doxorrubicina y
utilizando diferentes cantidades de ésta (10, 50, 100 y 250 pg/mL), incubando el
farmaco durante 1 hora a 37°C. Posteriormente el mejor resultado de

fluorescencia se evalu6 a dos tiempos de incubacion 1y 2 horas.

Una vez determinada la mejor concentracion y el mejor tiempo de exposicion de
doxorrubicina, se realizd la exposicion de las células con los tratamientos de

temozolamida sola o combinada, como se describié en el cuadro 2.
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Al final de los tratamientos las células fueron expuestas a una concentracién de
100 pg/mL de doxorrubicina e incubados a 37°C por 1 hora en un ambiente de
CO2 al 5%. Después del periodo de incubacion las células fueron lavadas con
PBS, despegadas y contadas para obtener 100,000 células, las cuales fueron
resuspendidas en 200 uL de PBS frio para obtener la lectura de la fluorescencia
en 10,000 eventos utilizando el citometro de flujo Guava easycyte Merck

Millipore®, el andlisis se realizé utilizando en el programa Incyte (Guava Millipore).

6.5 EVALUACION DE APOPTOSIS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Las células C6 fueron expuestas a los tratamientos de temozolamida sola o
temozolamida combinada con mifepristona como se describié anteriormente
(cuadro 2). Al final del periodo de los tratamientos las células fueron levantadas
utilizando PBS-EDTA, y contadas en una camara de Neubauer, una alicuota de
100,000 células fueron colocadas en tubos eppendorf, centrifugadas vy
resuspendidas en 100 uL del reactivo Guava Nexin Reagent y las muestras se

incubaron a temperatura ambiente por 20 min en la oscuridad.

Finalmente se cuantificd la fluorescencia, se adquirieron 10,000 eventos en el
citometro de flujo calibrando previamente y ajustando el tamafio celular. La

apoptosis total se tom6 como la suma de la apoptosis temprana, tardia y necrosis

El Reactivo Guava Nexin permite la diferenciacion de las células de acuerdo a la
captacion del colorante impermeable a la membrana celular 7-AAD vy la proteina
de union a fosfolipidos dependiente de calcio con alta afinidad a fosfatidilserina
Anexina V.

La proteina fosfatidilserina se encuentra orientada hacia el interior de la membrana
celular y es translocada al exterior durante un estado de apoptosis temprana,

permitiendo la conjugacion con Anexina V.

En un estado de apoptosis tardia las células ademas pierden la integridad de la

membrana celular, por lo que el colorante 7-AAD entra a las células.
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En el estado de necrosis es tanto el dafio a la membrana que las células pierden
la fosfatidilserina de la membrana y solo se observa la sefal del colorante.

De este modo el histograma (Dot Plot, Fig.6) obtenido se interpreta como:

e Esquina inferior izquierda: No apoptéticas 7-AAD (-) Anexina V (-)
e Esquina inferior derecha: Apoptosis temprana 7-AAD (-) Anexina V (+)
e [Esquina superior derecha: Apoptosis tardia 7-AAD (+) Anexina V (+)

e Esquina superior izquierda: Necrosis 7-AAD (+) Anexina V (+)

Apoptosis

10e4

¢ \’F‘S/c\

ﬁﬁ%§9”<
D 1034
\’/\‘— 'Jc_\

Necrosis

Late Apoptotic Cell /
Dead Cell

0e2+

7-AAD (PM2)

A

10e0-4——=  E——— {
Healthy Cell 10e0 10e1 10e2 10e3 10e4 Y
Annexin V-PE (PM1) Early Apoptotic Cell

Figura 6. Histograma representativo de apoptosis, donde se observan los cuadrantes correspondientes al tipo de
apoptosis y sus marcadores.

7. RESULTADOS

7.1 VIABILIDAD

Para observar el efecto de temozolamida sola o combinada con mifepristona, se
muestran las imagenes de la confluencia celular al final de los tratamientos (Fig.
7). Se observa una disminucién de la poblacion celular en los grupos tratados con
TMZ y MF; sin embargo, esta disminucion fue mayor cuando los tratamientos

fueron aplicados en combinacion.

El nimero total de células determinadas con la camara de Neubauer y la viabilidad

de éstas utilizando el contador T20 se presentan en la Fig. 8 y Fig. 9
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respectivamente. En ambos ensayos se observa una tendencia en la disminucién

en el nimero de células con los diferentes tratamientos.

Tanto el ndmero total de células, como la viabilidad celular, disminuyeron de
manera dosis dependiente con las concentraciones de temozolamida (10, 33.3 y
100 pM) con respecto al control. Ademas, esta disminucion fue significativamente

mayor con la aplicacion combinada de temozolamida y mifepristona (10 uM).

7.2 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE PGP

Al final de los tratamientos las células fueron lisadas y las proteinas fueron
extraidas, y se evaluaron los niveles de PGP por Western blot como se describio

en la metodologia.

En la Fig. 10-A se observa un aumento de los niveles de PGP al incrementar las
concentraciones de temozolamida alcanzando significancia estadistica con la
concentracion de 100 uM, este incremento disminuyé cuando se aplicd
mifepristona en combinacién con temozolamida. Como control de carga se

muestran los niveles de la proteina actina.

Al realizar la densitometria de la relacion PGP/actina (Fig. 10-B) se observ6 una
disminucién de la cantidad de PGP en los tratamientos combinados con respecto a

los tratamientos individuales, sin alcanzar una significancia estadistica.
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Figura 7. Imdgenes representativas de cada grupo tratado con temozolamida sola o combinado con mifepristona
después de 5 dias de tratamiento.
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Figura 8. Numero de células por conteo en una cdmara de Neubauer. n= 3 + D.S. *Diferencia significativa con respecto al
control p<0.05; ** Diferencia significativa con respecto al tratamiento individual p<0.05.
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Figura 9. Viabilidad celular por conteo en equipo TC20 Automated cell counter. n= 3 + D.S. *Diferencia significativa con
respecto al control p<0.05; ** Diferencia significativa con respecto al tratamiento individual p<0.05
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Figura 10. A) Niveles de expresion PGP/Actina después de los tratamientos de temozolamida sola o combinada con
mifepristona; B) Relacion de la expresion de PGP con respecto a la expresion de actina. n=3 + D.E. *Diferencia
significativa con respecto al control p<0.05

7.3 RECAPTURA DE DOXORRUBICINA PARA EVALUAR LA FUNCION DE
PGP

7.3.1 DETERMINACION DE LA CAPTURA INTRACELULAR DE
DOXORRUBICINA

En la Fig. 11-A se muestran los histogramas correspondientes a la captacion de
doxorrubicina (0, 10, 50, 100 y 250 ug/mL) medida como la intensidad media de
fluorescencia (IMF). Podemos observar una relacion entre el incremento de la IMF
con respecto al aumento de la concentracion de doxorrubicina (Fig. 11-B).

Plot P03, gated on PO2.RL & 1004
al =
-1 Controlsin Dexorrubicna -
e 5 804
¥ 10 pg/ml Doxorrubicina e
- u 50 pg/ml Doxorrubicina _:_!
& m 100 pg/ml Doxorrubicing A w 60+
P
3 el A 1 250 pg/ml Dexorrubicina =
- A\ =
o = \ 404
@’
b=y §
5 20-
-
&
olf 5 . 0 T T T T 1
10° 10t 10° 10° 10 10° 0 50 100 150 200 250
Yellow Fluorescence (YEL-HLo

Doxorrubicina (pg/mL)

Figura 11. A) Histogramas de captacion de doxorrubicina a diferentes concentraciones; B) Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) con respecto a concentracion de doxorrubicina.
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7.3.2 DETERMINACION DEL TIEMPO DE RECAPTURA

En la Fig. 12-A se muestran los histogramas de la IMF correspondientes a la
recaptura de doxorrubicina después de 1 y 2 horas de incubacion. Se puede
observar un incremento en la IMF con respecto al aumento del tiempo de

incubacion. (Fig. 12-B).

A pesar de que la concentracion de 250 ug/mL muestra un incremento mayor en la
IMF, al igual que el tiempo de recaptura de 2 horas, se observd un cambio en la
morfologia de las células debido a las caracteristicas citotoxicas de la
doxorrubicina por lo cual se escogi6 la concentracién de 100 pg/mL y el tiempo de
exposicibn de 1 hora para realizar el ensayo de recaptura de doxorrubicina

después de los tratamientos.
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Figura 12. A) Histogramas de doxorrubicina 100 ug/mL a diferentes tiempos de incubacion a 37°C; B) Curva de tiempo de
incubacion de doxorrubicina 100 ug/mL vs IMF.

7.4 FUNCION DE PGP DESPUES DE LOS TRATAMIENTOS DE
TEMOZOLAMIDA Y MIFEPRISTONA

Al final de los tratamientos, con temozolamida sola o temozolamida con
mifepristona, las células fueron expuestas por 1 hora a una concentracion de 100
ug/mL de doxorrubicina. La Fig. 13 muestra un ligero incremento en la IMF con la
exposicion de mifepristona 10 uM, traducido en una disminucion en la funcién de
PGP sin alcanzar significancia estadistica. Sin embargo, no se observd ningun

cambio cuando las células fueron expuestas a TMZ sola o combinada con MF.
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Figura 13. Intensidad Media de Fluorescencia Normalizada que representa la recaptura de doxorrubicina después de
cada tratamiento. n=2 + D.S.

7.5 EVALUACION DE LA APOPTOSIS

En los Dot Plots se representan las células que captan Anexina y/o 7-AAD (Fig.
14-A), se observan las células que indican un aumento global de la apoptosis. En
la Fig. 14-B se muestra un aumento significativo en la apoptosis total para la cual
se realiz6 la suma de la apoptosis temprana, tardia y necrosis de las células
expuestas a temozolamida 33.3 y 100 uM con respecto al control, aumentando
este efecto al combinarse con mifepristona, sin embargo, solo alcanza
significancia estadistica, con respecto a su tratamiento individual, la combinacion

con mayor concentracion de temozolamida.
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Figura 14. A) Dot Plots representativos de la apoptosis después de cada tratamiento. B) Apoptosis normalizada en cada
grupo después de la exposicion a los diferentes tratamientos. n=3+ D.S. *Diferencia significativa con respecto al control
p<0.05

8. DISCUSION
El tiempo medio de sobrevida de los pacientes con GBM es de 14.6 meses
después de cirugia, radioterapia y el tratamiento adyuvante de Temozolamida®*.

Sin embargo, la sobrevida global y la calidad de vida de los pacientes no mejora

debido al caracter reincidente de este astrocitoma grado IV 2.

Asi que se busca investigar farmacos que puedan mejorar la respuesta del

tratamiento de temozolamida.
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En este trabajo evaluamos si mifepristona, con una concentracion similar a la
alcanzada de manera sistémica (10 uM)*3, era capaz de incrementar el efecto de
temozolamida en una linea celular de glioblastoma al disminuir la viabilidad celular
y aumentar la apoptosis mediante un decremento en los niveles de la

glicoproteina-P.

Los resultados de viabilidad mostraron una disminucion significativa en el nUmero
de células y viabilidad celular con respecto al control al final de los tratamientos
individuales de temozolamida de manera dosis dependiente; mientras que
mifepristona mostrd por si sola una disminucion similar a la obtenida por el grupo
tratado con TMZ 100 uM, esta disminucién fue similar a la observada por
Gonzéalez-Aguero® en otras lineas celulares de glioblastoma. Ademas, en los
tratamientos combinados de TMZ y MF se observo una disminucion mayor al 70%
la cual fue estadisticamente significativa con respecto al tratamiento individual con
TMZ, estos resultados correlacionan con los obtenidos por Ampudia S.#* quien
utilizé un esquema de tratamiento que consistié en una aplicacion diaria durante 3
dias de TMZ y MF. Nuestros resultados reflejaron una mayor muerte celular
comparados a la de Ampudia, esto probablemente debido al esquema de

tratamiento.

Después de observar la disminucién de la viabilidad celular se propuso determinar
si la inhibicion de la proteina PGP podria ser uno de los mecanismos participantes,
por lo cual nuestro siguiente objetivo fue investigar el efecto que tenian los

farmacos sobre la expresion de esta proteina de eflujo.

En el estudio realizado por Riganti y col. en 20134, en el cual se aplicé una dosis
de 50 uM de TMZ por 72 h se observd una disminucion en los niveles de este
transportador. Por el contrario, en nuestro trabajo observamos una sobreexpresion
de PGP con un comportamiento dosis-dependiente en los grupos tratados
Gnicamente con TMZ, alcanzando significancia estadistica con la concentracion de
100 uM. Este hallazgo de sobreexpresion correlaciona con estudios realizados por
Mufioz y col. en 20144 en el cual se utiliz6 una dosis de 200 uM TMZ con

incubacion por 72 h. A pesar de que las dosis utilizadas por nosotros (10, 33.3 y
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100 uM TMZ) son cercanas a las usadas por estos autores, existen diferencias
importantes con los hallazgos que nosotros encontramos, como son el uso de
células no adherentes tipo células madre por parte de Riganti, y el uso de las
lineas celulares U87 y T98G, las cuales son resistentes a TMZ, por parte de
Mufioz. Ademas del esquema de tratamiento diario por 5 dias utilizado por
nosotros, fue diferente a la aplicacion de una sola concentracién por 72 h utilizada
por ellos. Por otro lado, en diversas lineas celulares de glioblastoma empleadas
por Perazzoli y col. en 2015 se observé variacion del efecto de TMZ sobre los
niveles de PGP aumentando su expresion en las lineas A172 y SK-N-SH; sin
embargo, la expresion disminuyé en las lineas LN229 y SF268 después de una
segunda aplicacion de 100 uM aplicado por 3 dias y evaluando la expresion a los
3 dias sin tratamiento. Lo cual nos indica un posible efecto dual de temozolamida

dependiendo el tipo de esquema de tratamiento y de la linea celular.

Mifepristona fue capaz de disminuir la sobreexpresion de PGP en los grupos con
el tratamiento de TMZ y MF en comparacion a la expresion de PGP con TMZ sola.
Este hallazgo en la disminucion de los niveles de PGP por parte de MF se ha
observado en diferentes lineas celulares de cancer, como el de pulmén“3, donde
se demuestra un aumento de la concentracion intracelular de calceina después de
exponerlas a MF. En linfoma*’, MF fue capaz de aumentar la retencién de
rodamina 123 sugiriendo asi un mecanismo de inhibicion en PGP que media una
reversion de la resistencia a farmacos; Li y col. en 2004 también demostraron

resultados similares en cancer gastrico*,

Una vez observada la disminucién en los niveles de PGP se propuso evaluar su
funcionalidad mediante un sustrato de PGP (doxorrubicina). Sin embargo, no se
observé diferencia significativa de la captacion de doxorrubicina después de los
tratamientos individuales o combinados; inicialmente se planteé una posible falta
de saturacion del sistema; asi que se incrementd la concentracion de
doxorrubicina y el tiempo de exposicion a ésta; sin embargo, se observo un efecto
directo en la morfologia tipica de la linea celular, lo que llevé a considerar que las

células utilizadas para el ensayo de funcionalidad se encontraban dafiadas de la
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membrana debido al caracter citotoxico de doxorrubicina, esto aunado al dafio
provocado por el tratamiento continuo con TMZ, MF o la combinacién, causaria
una permeabilidad en la membrana celular debido al dafio, permitiendo que
doxorrubicina saliera del medio intracelular, en vez de Unicamente por la accion
del transportador. Asi que, de acuerdo al disefio experimental utilizado, no fue
posible evaluar el efecto de saturacion con doxorrubicina. Este problema de
citotoxicidad debida a doxorrubicina, podria evitarse si utilizaramos otro
compuesto como Rodamina 123, el cual es un colorante fluorescente trasportado
por PGP que ha mostrado buenos resultados en ensayos de acumulacion?,

ademas de no provocar citotoxicidad a concentraciones altas.

Otro de los mecanismos evaluados en el presente trabajo fue la participacion de la
apoptosis total en la disminucién de la viabilidad y nimero de células de los

tratamientos solos o combinados de TMZ y MF.

Se observé un incremento estadisticamente significativo en la apoptosis total de
los grupos tratados con TMZ 33.3 y 100 uM con respecto al control, sin embargo,
no se puede determinar si el incremento es dependiente de la concentracion, ya
que no existe diferencia significativa entre éstas. EI aumento observado en el
grupo tratado solo con MF fue minimo, similar a lo observado por Gonzalez-
Aguero®, quién atribuy6 el efecto a un arresto en la fase GO/G1 del ciclo celular en
vez del incremento en la apoptosis. Nuestros resultados demostraron que MF fue
capaz de incrementar la apoptosis Unicamente en las células con 100 uM de TMZ.
En las combinaciones solo se observé diferencia significativa con respecto a su

tratamiento individual en la concentracién de 100 uM de TMZ.

A pesar de la tendencia a incrementar la cantidad de células apoptéticas en los
tratamientos combinados en comparacion con los tratamientos individuales, no se
observd una diferencia tan clara como en el caso de la viabilidad celular; lo que
sugiere que esta via influye en la explicacion del efecto observado, pero
probablemente no sea el Unico mecanismo participante debido a que en
glioblastoma se llevan a cabo una serie de cambios en la regulacion de las células

gue generalmente provoca evasion de los puntos de revision durante la division
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celular y por lo tanto evasion a la apoptosis.®° Para evaluar de una mejor manera
la intervencion de la apoptosis y determinar si efectivamente se relaciona con la
viabilidad celular, es necesario evaluar las proteinas apoptéticas involucradas en
la via extrinseca e intrinseca mediante Western blot con los diferentes
tratamientos, como lo reportado por Liu L y Zhang M en 20155 observando una

apoptosis independiente de caspasa.

9. CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos se concluye que:

Mifepristona sensibiliza a las células de glioblastoma al efecto citotoxico de

temozolamida modulando la sobreexpresion de PGP y aumentando la apoptosis.

10. PERSPECTIVAS

Es necesario implementar métodos mas sensibles que permitan analizar la
funcionalidad de PGP, como el seguimiento por radiofarmacos; evaluar proteinas
apoptéticas como Bcl-2, Bax y Caspasas para determinar su participacion, asi
como evaluar otros mecanismos de resistencia a temozolamida como la
participacion de las proteinas de reparacion como MGMT, reparacion del
desajuste de ADN (Miss Match Repair) y reparacion de escision de bases (Base
Excision Repair), para explicar de una forma mas integral los procesos
involucrados en la accién de MF y TMZ en glioblastoma. Finalmente se necesita
corroborar el efecto de la participacion de la combinacion de farmacos en un

modelo in vivo y evaluar sus mecanismos de accion.
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