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RESUMEN 

 

Actualmente los tumores cerebrales, son parte de los tumores más letales 

mundialmente y de menor prognosis (hasta 5 años) en pacientes adultos, teniendo 

un mejor pronóstico las mujeres. De estos tumores, el más frecuente es el 

glioblastoma (GBM), y aunque no se conoce con exactitud las causas del 

desarrollo de este tumor, se sabe que entre las características más relevantes que 

presenta, están su alta capacidad invasiva, alta recurrencia y malignidad; además, 

los gliomas representan un porcentaje de 12.5% de la masa cerebral total. Se 

sabe que esta alta capacidad invasiva se debe a muchos factores, pero 

principalmente a la sobreexpresión de algunas proteínas proteolíticas que 

degradan la matriz extracelular (MEC) y permiten que las células migren de un 

hemisferio a otro a través del tejido (neurópilo), tales como las metaloproteasas 

(MMPs). La expresión de estas MMPs es mediada por el factor de transcripción 

Wnt/β-catenina, que se induce por la activación de vías de señalización activadas 

extracelularmente por la hexosa fosfato isomerasa (HPI). En el cerebro, se conoce 

a este factor como neuroleucina (NLK), y desempeña las mismas funciones.  

La sobreexpresión de MMPs se ha observado en la población de células 

troncales (CSC) de GBM, las cuáles se caracterizan por ser las responsables de la 

iniciación y progresión del cáncer, por ser resistentes a las terapias, por facilitar la 

recurrencia, por ser metastásicas e invasivas, etc. Debido a las características que 

presentan las CSC y a su vez la sobreexpresión de MMPs, se han propuesto 

como un blanco terapéutico para eliminar los tumores, sin embargo, hoy día las 

terapias existentes no han sido efectivas.  

La eritrosa (ERY) es un compuesto natural proveniente del Ruibarbo, que 

se ha investigado en los últimos años pues se ha documentado que tiene un 

efecto anticancerígeno en algunas líneas celulares de cáncer de mama y próstata. 

Anteriormente Gallardo-Pérez, et al., 2017 demostraron que cuando la HPI/AMF 

se une extracelularmente a su receptor (AMFR/gp78), se activa una vía se 

señalización que permite a la población de CSC de mama MCF7 presentar un 

perfil más agresivo, ya que se observa una elevada expresión de marcadores de 

troncalidad tales como CD44 y Oct 3/4, así como de proteínas del perfil invasivo 

(MMPs) y de transición epitelio mesénquima (EMT). Sin embargo, observaron que 



2 
 

al agregar ERY a concentraciones bajas (10-100 nM) la expresión de estas 

proteínas disminuyó significativamente, así como su capacidad invasiva. 

Por consiguiente, en este trabajo se obtuvo, a partir de una línea celular de 

glioblastoma (U373), una fracción de CSC (80% de células recuperadas) a partir 

de la modificación de un protocolo de estrés microambiental ya establecido en el 

grupo de trabajo [Gallardo-Pérez, et al., 2017]. Las poblaciones parental y troncal 

(CSC) se obtuvieron a partir de un cultivo en monocapa, y se midieron en ambas 

poblaciones marcadores de troncalidad (CD133, CD44, y Wnt/β catenina), 

colonización (NOTCH) pluripotencia (Oct ¾) y algunas proteínas del perfil EMT 

(MMP-1, MMP-9, vimentina). 

 Se obtuvo que en la población U373 CSC la expresión de CD133 aumentó 

nueve veces, Oct ¾ ocho veces, NOTCH dos veces, Wnt/β catenina tres veces, 

MMP-9 seis veces y vimentina tres veces más con respecto a la población 

parental; mientras que parece no haber diferencia en la expresión de MMP-1. 

Dichas poblaciones celulares, se sometieron a un ensayo de invasión en cámaras 

de Boyden observando que ambas presentan una alta capacidad invasiva, siendo 

hasta tres veces mayor en las células troncales. Así mismo, para dilucidar si la vía 

HPI-AMF/gp78 está activa en ambas poblaciones, se realizó un ensayo de 

inmunoprecipitación de HPI/AMF, observando que esta se encuentra muy poco 

fosforilada en residuos de serina en ambas poblaciones, y está mayormente 

fosforilada en residuos de treonina, más de siete veces en la población U373 

respecto a la parental, lo cual correlacionó con la mayor secreción de HPI/AMF al 

medio extracelular (14 veces más) en la población CSC U373 de GBM. 

Con la finalidad de evaluar el efecto de la eritrosa en la invasión tumoral se 

realizaron ensayos con la IC50 de ERY, 350 nM durante 24 hrs en la población de 

células troncales, y se observó que la expresión de MMP-9 disminuyó un 50%; 

mientras que la capacidad invasiva también disminuyó cerca del 80%. 

Nuestros resultados sugieren que la población CSC en la línea celular U373 

es la responsable de impulsar la invasión celular debido a que esta fracción 

sobreexpresa proteínas importantes en los procesos de EMT tales como MMPs y 

vimentina. Estos parámetros se ven afectados al añadir ERY 350 nM, lo que 

sugiere que este compuesto puede ser un anticancerígeno efectivo en GBM, un 

tumor en donde no hay una terapia competente para este proceso altamente 

invasivo.  



3 
 

CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

 

El glioblastoma (GBM) es el tumor primario más común en el sistema 

nervioso central (SNC) [Dunn et al., 2012], el cual se caracteriza por ser 

metastásico, altamente invasivo, de rápido crecimiento y con presencia de un 

fenotipo troncal (células troncales de cáncer, CSC) [Stupp et al., 2005, Hoelzinger 

et al., 2007]. 

Las CSC se caracterizan por ser las responsables de la iniciación y 

progresión del cáncer, por ser resistentes a las terapias, por facilitar la recurrencia, 

entre otras [Yu et al., 2012; Chen et al., 2013]. Debido a las características que 

presentan se han propuesto como un blanco terapéutico para eliminar los tumores, 

sin embargo, hoy en día las terapias existentes no han sido efectivas. 

Dado que una de las principales características del GBM es su alta 

capacidad invasiva, ha sido de importancia el estudio de esta como un blanco 

terapéutico. Para que la invasión ocurra se requiere que previamente que algunas 

células se separen del tumor original, pierdan su adhesión y adquieran la 

capacidad de degradar la MEC, así como la activación de mecanismos de 

motilidad para permitir el paso de las células tumorales hacia el torrente sanguíneo 

[Viapiano y Lawler, 2009]. Las MMPs son las principales enzimas proteolíticas que 

degradan el tejido conectivo y los componentes de la membrana basal, además de 

activar factores de crecimiento, receptores de superficie para moléculas de 

adhesión y quimiocinas [Van Damme et al., 2004; Coronato et al., 2012]. La 

interacción entre los componentes de la MEC y las MMPs genera un cambio en el 

microambiente tumoral, lo que permite que las células del tumor se puedan 

desprender y por tanto puedan migrar e invadir.  

Existen tratamientos para combatir este tumor cerebral, los cuales incluyen 

cirugías, radioterapias y quimioterapias, sin embargo, el pronóstico de un GBM en 

adultos sigue siendo pobre pues sólo una tercera parte de los pacientes 

sobreviven por un año y la tasa de supervivencia a 5 años es solo del 9,8% [Oike 
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et al., 2013]. Por ende, se requiere de nuevos tratamientos que tengan como 

objetivo dirigirse a las CSC y la inhibición de la invasión de este tumor. 

CAPÍTULO II. ANTECEDENTES 

CÁNCER 

 

El cáncer se puede definir según la WHO [2018] como un conjunto de 

enfermedades que se caracterizan por poseer la capacidad celular de mantener la 

señalización proliferativa. Esto es posible ya que estas células malignas pueden 

evadir los supresores del crecimiento, son resistentes a muerte celular, inducen la 

angiogénesis y entre otros aspectos activan la invasión y metástasis [Hanahan y 

Weinberg, 2011]. Estas células excedentes en los tejidos, al tener una tasa 

proliferativa alta forman neoplasias (masas de tejido anormal).  

Aunque algunos tumores (tumor; incremento en volumen) pueden no ser 

cancerosos y considerarse benignos, es decir que se pueden extirpar con cirugía, 

generalmente no son recurrentes y no se diseminan a otras partes del cuerpo 

(como los adenomas, fibromas, lipomas, entre otros); también existen los tumores 

cancerosos o malignos que pueden invadir y destruir el tejido a su alrededor, e 

incluso pueden llevar a cabo metástasis [Globocan, 2020]. 

Actualmente el cáncer según la WHO [2018] es la segunda causa de 

muerte a nivel mundial, y cerca de un tercio de las muertes producidas por cáncer 

se deben a factores de riesgo conductuales y dietéticos como: un índice de masa 

corporal elevado, ingesta reducida de frutas y verduras, falta de actividad física, 

consumo de tabaco y consumo de alcohol entre otros; mientras que el resto se 

debe a factores reproductivos y hormonales, así como la exposición a radiación: 

ionizante, ultravioleta y electromagnética, la contaminación del aire, agua y suelo 

(principalmente por bisfenol A y pesticidas), así como el uso de algunos fármacos 

como Sulindac, Oxazepam, Paroxetina, etc. [Friedman et al., 2009; Stewart y Wild, 

2014]. En México, el cáncer es la tercera causa de muerte, después de las 

enfermedades cardiovasculares y la diabetes [SMeO, 2016]. 
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GLIOBLASTOMA 

 

Los tumores del sistema nervioso central pueden surgir de varios linajes 

celulares diferentes que incluyen la glía, como los astrocitos y los oligodendrocitos. 

Los tumores astrocíticos (astrocitomas o glioblastomas) se dividen en dos 

categorías distintas en función de cómo interactúan con su microambiente 

inmediato: astrocitomas difusos y localizados (Fig.1). Los astrocitomas localizados 

tienen un patrón de crecimiento circunscrito y un potencial invasivo limitado, 

mientras que los astrocitomas difusos (o glioblastoma multiforme) se caracterizan 

por su infiltración celular del margen peritumoral y se dispersan a sitios distantes, 

independientemente del grado del tumor [Hoelzinger et al., 2007]. 

 

Figura 1. GBM y células de origen (astrocitos) [Creado con Biorender.com]. 

Características del glioblastoma 

El GBM es uno de los tumores malignos primarios más comunes en el SNC, 

ya que representa aproximadamente 40% de todos los tumores intracraneales 

[Dunn et al., 2012]. Aunque este es un tumor poco frecuente con una incidencia 

global de menos de 10 por cada 100,000 personas, su pronóstico es malo, ya que 
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es altamente letal [Hanif et al., 2017] a comparación de otros tumores como los de 

cáncer de mama o próstata, como se explica más adelante.  

De acuerdo con la WHO, los gliomas se pueden dividir en cuatro grados I, 

II, III y VI: 

• Grado I: Tumores circunscritos, de lento crecimiento y bajo potencial de 

conversión a un tumor de mayor malignidad. 

• Grado II: Tumores de borde difuso, lento crecimiento y, algunos, con 

tendencia a progresar a tumores de mayor malignidad. 

• Grado III: Tumores infiltrantes con células atípicas o anaplásicas y mayor 

número de mitosis. 

• Grado IV: Tumores de rápido crecimiento con alta tasa mitótica, pudiendo 

presentar vasos de neoformación y áreas de necrosis. 

 

 De estos el GBM (grado IV), es la forma más maligna de astrocitoma [Liu et 

al., 2019] debido a que el tumor presenta necrosis (células muertas) y el aumento 

de vasos sanguíneos alrededor del tumor, además de que estos tumores de grado 

IV siempre son tumores de crecimiento rápido y apariencia histológicamente 

anormal [ABTA, 2018]. 

Las características clínicas del GBM son su alta capacidad invasiva (difusa), 

crecimiento rápido y recurrencia inevitable a los tratamientos [Stupp et al., 2005, 

Hoelzinger et al., 2007], además de que se desarrolla tanto en niños como en 

adultos.  

Síntomas 

Dado que el cráneo no se puede expandir en respuesta al crecimiento de 

un tumor, los primeros síntomas que desarrolla un GBM generalmente se deben a 

un aumento de la presión en el cerebro [ABTA, 2018].  

Es por esto que los dolores de cabeza, náuseas, vómitos, mareos, 

convulsiones, pérdida de memoria y cambios de comportamiento son los síntomas 
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más comunes. También son comunes la pérdida de movimiento o sensibilidad en 

un lado del cuerpo, disfunción en el lenguaje y trastornos cognitivos [ABTA, 2018]. 

En el caso de los gliomas pediátricos, se ha reportado que los síntomas son 

similares a los de adultos, aunque las convulsiones son más frecuentes y se 

presenta una alta incidencia de síntomas de tensión intracraneal elevada, la cual 

se cree que ocurre ya que a menudo se pasan por alto los síntomas iniciales de 

deficiencias motoras sutiles o quejas visuales [Das et al., 2012]. 

Localización del tumor 

La localización del GBM varía según la región del cerebro: en el 31% de los 

casos se encuentra en el lóbulo temporal; en el 24% en el lóbulo parietal; en el 

23% en el lóbulo frontal, y en el 16% en el lóbulo occipital. La presencia del GBM 

en el área fronto-temporal también es frecuente (Fig. 2) [Celis et al., 2015]. 

 

Figura 2. Localización más frecuente del GBM [Celis et al.,2015]. 
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Diagnóstico 

El pronóstico de un paciente con este tumor generalmente es malo, y puede 

deberse a diversos factores como un diagnóstico tardío (debido a que la 

sintomatología que genera este tumor no es clara, e incluso en algunos casos no 

se presentan síntomas), dificultad para identificar claramente el tumor debido a su 

heterogeneidad histopatológica, recaída del tumor debido a células troncales 

cancerosas (CSC), dificultades en la identificación y aislamiento de estas células, 

y escasez de conocimiento sobre la fisiología de las CSC [Cheray et al., 2017]. 

Una vez que se sospecha que una persona podría presentar un GBM, este 

tumor se puede detectar por distintas técnicas, siendo la más empleada las 

tomografías y las resonancias magnéticas nucleares, ya que éstas permiten 

identificar el sitio exacto donde se localiza el tumor, así como su tamaño. 

 

Incidencia y mortalidad 

El GBM no presenta una incidencia alta a nivel mundial comparado con 

otros tipos de cánceres como el de mama, pulmón, colorrectal o próstata, ya que 

representa únicamente el 2% de los casos totales de cáncer; y es más frecuente 

en hombres (Fig. 3A y B); sin embargo, pese a que la incidencia es baja, la tasa 

de mortalidad es más alta que el cáncer de mama, próstata o colorrectal (Fig. 4) 

ya que mueren, aproximadamente, el 82% de los pacientes detectados con esta 

enfermedad (similar a lo reportado para pulmón) [Globocan, 2020]. 
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Figura 3. Incidencia de GBM a nivel mundial comparada con los tipos de cáncer más frecuentes. 

(A) El GBM representa 2% de incidencia a nivel mundial en ambos sexos y a todas las edades. (B) 

El GBM es más frecuente en hombres que en mujeres [Tomado de Globocan, 2020]. 

En los diferentes tipos de cáncer cerebral y del SNC a pesar de ser de baja 

incidencia (2%), la mortalidad es alta (similar a lo reportado para cáncer de 

pulmón), ya que muere más del 82% de los pacientes diagnosticados, en 

comparación con otros tipos de cáncer como lo son de mama, próstata o 

colorrectal dónde la incidencia es mayor, pero la mortalidad va de un 25-50% (Fig. 

4). 
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de los tipos de cáncer más frecuentes a nivel mundial, respecto 

al número total de casos por tipo de cáncer. *La mortalidad de los tipos de cáncer cerebral y del 

SNC (GBM) es cercana al 82% [Tomado de Globocan, 2020]. 

En México las estadísticas de incidencia y mortalidad de pacientes con 

cáncer cerebral y del SNC es similar, pues representa el 2% de incidencia (Fig. 5), 

es decir es poco frecuente; sin embargo, la mortalidad es cercana a 82% (casi tan 

alta como el cáncer de pulmón); mientras que la mortalidad de otros tipos de 

cáncer más incidentes como mama, próstata o colorrectal va del 25-50% (Fig. 6). 
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Figura 5. Incidencia de GBM en México comparada con los tipos de cáncer más para ambos sexos 

y todas las edades [Globocan, 2020]. 

 

Figura 6. Porcentaje de mortalidad de los tipos de cáncer más frecuentes en México, respecto al 

número total de casos por tipo de cáncer. *La mortalidad de los tipos de cáncer cerebral y del SNC 

(GBM) es cercana al 82% [Tomado de Globocan, 2018]. 
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En cuanto al desarrollo de gliomas en niños se sabe que representa no más 

del 3–15% de los tumores primarios del SNC [Perkins et al., 2011; Das et al., 

2012; Sánchez et al., 2010]. La mediana de supervivencia reportada para este 

tumor puede variar de 13 a 73 meses con una supervivencia a 5 años menor al 

20% y se ha demostrado que al igual que en pacientes adultos, muestra una clara 

prevalencia masculina [Das et al., 2012]. De igual forma se ha observado que los 

GBMs secundarios tienden a tener una mayor supervivencia que los primarios 

[Ohgaki et al., 2004]. 

Sin embargo, a pesar de que la incidencia del GBM es baja, se necesitan 

mejores herramientas de diagnóstico para detectar estos tumores tempranamente.  

A pesar de que existen tratamientos como cirugías, radioterapias y 

quimioterapias, el pronóstico de un GBM en adultos sigue siendo pobre pues sólo 

una tercera parte de los pacientes sobreviven por un año y la tasa de 

supervivencia a 5 años es solo del 9,8% [Oikeet al.,2013], mientras que en el caso 

de otros tumores como mama la supervivencia a 5 años (en promedio) es mayor 

ya que es arriba del 80% en la mayoría de los casos [Maffuz et al., 2016]. 

Incluso se ha reportado que los ensayos de quimioterapia con 

Temozolomida (TMZ) (la principal estrategia de tratamiento del cual se habla más 

adelante) en adultos no han podido replicar los mismos resultados en pacientes 

pediátricos, ya que no se ha mostrado mejoras en la supervivencia [Das et al., 

2012]. 

Factores de riesgo 

A pesar de que no se conoce la causa exacta por la cual se desarrolla este 

tumor, se ha observado que un factor común en pacientes son exposiciones 

previas a radiación ionizante (principalmente aquellas que fueron administradas 

para tratar un tumor diferente). También se ha observado que pacientes con algún 

síndrome genético como lo son la neurofibromatosis, la esclerosis tuberosa y la 

enfermedad de von Hippel-Lindau; o incluso pacientes hombres y/o aquellos 
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pacientes mayores a 50 años, son más propensos a desarrollar un GBM [Rimas et 

al.,2019].  

En el caso de pacientes pediátricos Das et al., 2012, mencionan que en su 

estudio se identificó como edad media al momento del diagnóstico 13.3 ± 4.5 

años, por tanto, esto podría indicar que los factores ambientales ‘dañinos’ 

probablemente demoran al menos una década en incurrir en aberraciones 

genéticas suficientes para provocar el desarrollo de GBM. 

Tratamiento 

Además de las dificultades asociadas con el tratamiento de tumores 

heterogéneos (como el GBM), que evolucionan a lo largo de la enfermedad y 

albergan subpoblaciones de células resistentes al tratamiento, la barrera 

hematoencefálica (BHE) es otro impedimento para el tratamiento efectivo de estos 

tumores [Rimas et al.,2019]. 

El medio interno del SNC se encuentra aislado con respecto a la circulación 

sanguínea por una estructura conocida como BHE, la cual impide el intercambio 

libre de iones y moléculas orgánicas entre el plasma sanguíneo y el tejido nervioso 

[Pascual et al., 2004], y a excepción del agua,  algunos gases como el oxígeno, el 

CO2 y determinadas moléculas liposolubles pequeñas –menores de 400-600 Da 

de peso molecular–, las moléculas orgánicas no pueden atravesar libremente 

dicho endotelio, sino que deben hacerlo a través de sistemas de transporte 

específicos y regulados [Pardridge, 2002]. 

Actualmente ha habido grandes avances en las opciones de tratamiento, el 

que incluye la cirugía, la radioterapia y la quimioterapia adyuvante, siendo uno de 

los fármacos más exitosos en atravesar la BHE la TMZ [Liu et al., 2019]. 

• Cirugía: La cirugía se considera un paso importante en el tratamiento 

ya que además de ofrecer biopsias que sirven para hacer diagnóstico 

histológico y molecular, alivia el efecto de presión en el cerebro 

relacionado con el tumor y sus síntomas asociados. Sin embargo, 

debido a la naturaleza infiltrativa de la enfermedad, incluso la 
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resección macroscópicamente completa no es curativa [Rimas et 

al.,2019]. 

 

• Radiación: Se ha demostrado que la radioterapia mejora la 

supervivencia en el GBM y desempeña un papel clave en el 

tratamiento. La radioterapia conformada tridimensional moderna, que 

utiliza planificación computarizada tridimensional y modulación de 

haces múltiples, trata focalmente la enfermedad mediante 

radioterapia de intensidad modulada (IMRT) [Rimas et al.,2019]; sin 

embargo, este tratamiento puede variar en tiempo e intensidad según 

el paciente.  

 

La radioterapia es un tratamiento local (es decir afecta el área del 

cuerpo donde está ubicado el tumor), trata muchos tipos de cáncer 

de forma eficaz, sin embargo, causa efectos secundarios. Estos son 

diferentes para cada persona. Dependen del tipo de cáncer, de su 

ubicación, de las dosis de radioterapia y de su estado de salud 

general.  

 

Los efectos secundarios pueden variar. Se ha reportado que algunos 

de los efectos provocados por la radioterapia a la cabeza son desde 

problemas cutáneos (como resequedad o picazón), fatiga, náuseas, 

caída del cabello, linfedemas, caries etc, incluso en algunos casos el 

desarrollo de un nuevo cáncer [ASCO, 2018]. 

 

• Quimioterapia: El fármaco canónico que se administra actualmente 

para tratar este tumor es la TMZ, el cual es un agente de 

quimioterapia alquilante de ADN que está diseñado para atravesar 

fácilmente la BHE.  
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La TMZ es una molécula lipofílica pequeña (194 Da), disponible por vía oral 

de la clase de imidazotetrazina, el cual actúa como un profármaco, estable a 

valores de pH ácido [Zhang et al., 2012; Wesolowski et al., 2010].  

La TMZ una vez administrado vía oral, llega al intestino delgado y 

posteriormente vía torrente sanguíneo atraviesa la BHE, dónde se descompone 

para formar monometiltriazeno 5- (3-metiltriazen-1-il) imidazol-4-carboxamida 

(MTIC), el cual es el principio activo. MTIC además reacciona con agua para 

liberar 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) y el catión metildiazonio que es 

altamente reactivo. El catión metila preferentemente ADN en posiciones ricas en 

guanina que, si no se reparan, provocan roturas de la cadena de ADN y 

citotoxicidad (Fig. 7) [Zhang et al., 2012]. 

 

Figura 7. Mecanismo de acción de Temozolomida [Creado con BioRender]. 

A pesar de que existen algunos estudios que indican que el tratamiento con 

TMZ puede ser efectivo, también se ha demostrado que la metilación del promotor 
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del gen MGMT y la mutación IDH1 se correlacionan con una supervivencia más 

larga [Rulseh et al., 2012]; sin embargo hay otros estudios en dónde se ha 

observado que la mayoría de los gliomas recurren después de una terapia inicial, y 

que incluso en la recurrencia, los gliomas de bajo grado que fueron tratados con 

TMZ pueden sufrir transformaciones en gliomas de alto grado (grado III o grado 

IV) debido a que este fármaco puede provocar hipermutaciones [Choi et al., 2018]. 

Por tanto, a pesar de los intentos por generar terapias más efectivas para 

tratar este tipo tumor, no se ha obtenido avances significativos ya que la prognosis 

de los pacientes sigue siendo baja, resultado de un patrón de crecimiento local 

agresivo y el marcado grado de invasividad mostrado por estos tumores 

[Hagemann et al.,2012]. 

 

INVASIÓN Y METALOPROTEASAS 

 

La invasión se entiende como la capacidad de las células tumorales para 

infiltrarse en el tejido y propagarse más allá del tumor original [Friedl y Wolf, 2003]. 

Dado que una de las principales características del GBM es su alta capacidad 

invasiva, ha sido de gran importancia su estudio. 

Para que la invasión ocurra se requiere previamente que algunas células se 

separen del tumor original, pierdan su adhesión y adquieran la capacidad de 

degradar MEC, así como la activación de mecanismos de motilidad para permitir el 

paso de las células tumorales hacia el torrente sanguíneo [Viapiano y Lawler, 

2009].  

Se sabe que la infiltración de estas células tumorales en el neurópilo (red de 

prolongaciones neuronales y gliales) ocurre con poca distorsión del tejido y no 

parece provocar respuestas inflamatorias u otras respuestas inmunitarias; por 

ende, estas células no pueden ser detectadas clínicamente [Claes et al., 2007]. 

Asimismo, se sabe que las terapias actuales están diseñadas para atacar las 

células proliferantes que pueden quedar después de una resección quirúrgica o 
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directamente al tumor a través de citotóxicos y fármacos antiangiogénicos; es 

decir, no existe una terapia dirigida o específica que pueda atacar a las células 

que estén en el proceso invasivo o migrando [Viapiano y Lawler, 2009]. 

Es importante mencionar que entre tumores existen diferencias incluso en 

los mecanismos de invasión. Un claro ejemplo de esto es que debido a que el 

tejido del sistema nervioso central es altamente refractario, las células tumorales 

que hacen metástasis e invasión al SNC casi nunca lo invaden, por lo que crecen 

empujando el tejido neural [Subramanian et al., 2002], mientras que las células de 

glioma pueden colonizar perfectamente el cerebro (metástasis 

intraparenquimatosa) [Viapiano y Lawler, 2009]. 

Las células de glioma 

(grado 4) invaden comúnmente a 

lo largo de los tractos de materia 

blanca, lo cual conduce a la 

invasión del hemisferio opuesto 

dónde se desarrolló el tumor 

primario. Sin embargo, también 

pueden invadir a lo largo de las 

fibras de mielina, en tractos de 

materia blanca y subpial, 

perivascular (a lo largo de vasos 

sanguíneos) y perineuronal (Fig. 

8) [Claes et al., 2007]. 

 

A diferencia de otros tumores, el glioma no hace intravasación, ni hace 

metástasis fuera del cerebro, lo cual podría indicar un alto grado de 

especialización de las células de glioma para adaptarse a los componentes y 

estructura específicos del SNC [Viapiano y Lawler, 2009]. 

Figura 8. Vías de invasión de glioma. Tomado de 

Viapiano y Lawler, 2009.  
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Se ha demostrado que las enzimas proteolíticas juegan un papel importante 

en la invasión tumoral. Este proceso se inicia con la degradación de la MEC, 

membrana basal, lámina basal y estroma intersticial, lo cual permite a las células 

migrar a tejidos adyacentes [Weinmann y Ottow, 2007].  

La MEC está formada por diversos componentes entre los que se 

encuentran proteoglicanos, glucosaminoglicanos, proteínas estructurales tales 

como colágeno y elastina, proteínas de adhesión como fibronectina y laminina 

[Coronato et al., 2012]. 

Las MMPs pertenecen a una familia de endopeptidasas zinc-dependientes 

que intervienen en los procesos fisiológicos de organogénesis, cicatrización, 

involución uterina y también en diversas condiciones patológicas, como la 

inflamación, enfermedades autoinmunes y carcinogénesis [Page et al., 2007]. Sin 

embargo, trabajos más recientes han reportado evidencia del papel de estas 

enzimas dentro de la célula al atacar sustratos que no son de la matriz, como 

citocinas unidas a células, enzimas y receptores de superficie celular [Limb et 

al.,2005]. Actualmente se conocen 28 enzimas MMPs en vertebrados, de las 

cuales 24 genes se encuentran en humanos [Coronato et al., 2012; Bassiouni et 

al., 2021]. 

Estas MMPs son las principales enzimas proteolíticas que regulan las 

alteraciones en el microambiente tumoral, pues desempeñan un papel 

fundamental en la degradación del tejido conectivo y los componentes de la 

membrana basal, además de activar factores de crecimiento, receptores de 

superficie para moléculas de adhesión y quimiocinas [Van Damme et al., 2004; 

Coronato et al., 2012]. La interacción entre los componentes de la MEC y las 

MMPs genera un cambio en el microambiente tumoral, lo que permite que las 

células del tumor se puedan desprender y por tanto puedan migrar e invadir otros 

tejidos. 

Se ha descrito que las distintas MMPs durante la progresión del tumor 

desempeñan roles distintos pues en estadios tempranos, por ejemplo, la 
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proteólisis mediada por MMP-3 y 7 de proteínas específicas que unen factores de 

crecimiento, contribuye a la proliferación celular; mientras que MMP-2 y 9 cuando 

se sobreexpresan indican un pronóstico desfavorable ya que degradan el 

colágeno tipo IV localizado en las membranas basales e inducen la expresión de 

factores angiogénicos [Coronato et al., 2012]. 

La sobreexpresión de estas proteinasas, esta mediada por un factor de 

transcripción que se induce bajo la activación de algunas vías de señalización 

(tales como la vía Wnt/β-catenina o NF-kB) activadas extracelularmente por la 

NLK (o HPI/AMF) al unirse a su receptor gp78 de la cual se habla más adelante 

(Fig. 9). 

 

Figura 9. Vía de señalización generada cuando el factor NLK/AMF se une al receptor gp78. Debido 

a la inducción de la vía Wnt/β-catenina o NF-kB se activan vías de EMT y troncalidad, sin embargo, 

se ha observado que la eritrosa (ERY) inhibe la interacción de la NLK/AMF (HPI) con su receptor 

[Gallardo-Pérez, et al., 2017] [Creado con Biorender.com]. 

Debido a esto, se ha propuesto la inhibición de las MMPs como un posible 

blanco terapéutico para detener o al menos retrasar la invasión tumoral y, en 
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última instancia, prolongar la supervivencia del paciente [Hagemann et al., 2012], 

no obstante su inhibición con inhibidores sintéticos (como el Marimastat) y 

naturales ha tenido, hasta el momento, poco éxito clínico debido al desarrollo de 

efectos adversos como los efectos secundarios musculoesqueléticos reportados  

en ratas y rigidez, dolor e inflamación de las articulaciones de las extremidades 

superiores en humanos (10 mg dos veces  al día) [Renkiewicz  et al., 2003; French 

et al., 2005;  Weinmann y Ottow, 2007; Coronato et al., 2012]. 

 

ERITROSA Y NEUROLEUCINA (HPI/AMF) 

 

Para que una célula pueda activar los mecanismos necesarios para poder 

desplazarse, se requiere de la expresión de citocinas (como la  neuroleucina NLK) 

que inducen la motilidad celular en procesos como la curación de heridas (factor 

de dispersión) y la embriogénesis (factor estimulante de la migración), mientras 

que su activación autocrina constitutiva (como factor de motilidad autocrino NLK o 

AMF) puede conferir capacidades metastásicas a las células tumorales [Watanabe 

et al., 1991] al unirse extracelularmente a su receptor gp78 (AMFR) [Watanabe et 

al., 1991; Niinaka et al., 1998].  

El receptor del factor de motilidad autocrino gp78 (AMFR) es una ubiquitina 

E3 ligasa involucrada en la degradación de proteínas a través del retículo 

endoplásmico [Fang et al., 2001], y se ha demostrado que la unión de ligando 

puede inducir cambios que permiten una mayor supervivencia, proliferación y 

potencial invasivo en las células. Incluso la sobreexpresión de este receptor y su 

ligando se asocia con un mal pronóstico [Connie et al., 2008]. 

Aunque se sabe que AMF es secretado por las células tumorales para 

estimular los mecanismos de metástasis e invasión se ha reportado que en el 

citosol cumple funciones enzimáticas, pues forma parte de las enzimas glucolíticas 

convirtiendo la glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato, y se conoce a esta enzima 

como hexosa fosfato isomerasa (HPI) [Jeffery et al., 2000]. 
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Además, se ha reportado que su secuencia parece ser idéntica a la de la 

NLK [Niinaka et al., 1998; Jeffery et al., 2000], la cual es una proteína que se 

encuentra en grandes cantidades en músculo, cerebro, corazón y riñones, y que 

actúa como factor neurotrófico para las neuronas espinales y sensoriales [Niinaka 

et al., 1998]. Por lo tanto, al referirse a la HPI, AMF o NLK, se está hablando de la 

misma proteína que actúa como enzima o como citocina dependiendo del contexto 

celular. 

La eritrosa (ERY) es una tetrosa que existe en el cuerpo humano en forma 

de D-eritrosa 4–fosfato, este es un intermediario de la vía de las pentosas fosfato 

[Liu et al., 2015]. 

  Se ha observado que este compuesto está presente en el Ruibarbo 

(Rheum rhabarbarum) una planta perteneciente a la familia Polygonaceae que se 

ha empleado como parte de la medicina tradicional. Entre otros compuestos de 

interés que se han extraído de esta planta están el crisofanol, aloe-emodina, 

emodina, etc; atribuyendo a esta planta actividades antinflamatorias, anti 

angiogénicas, anticancerígenas entre otras [Gao et al., 2021; Jintao et al., 2018]. 

La eritrosa se ha empleado como un compuesto anticancerígeno, debido a 

que a concentraciones bajas de ERY (24 nM) en un modelo de cáncer de mama, 

procesos como la migración, invasión, la expresión de marcadores tumorales y 

algunas proteínas de EMT disminuyeron significativamente; y de igual forma este 

no afectó a las células no tumorales a esas concentraciones [Gallardo-Pérez et al., 

2017]. Así mismo, se ha reportado en un modelo de carcinoma al emplear ERY de 

colon se disminuyó el crecimiento de las células cancerosas y un aumento de la 

apoptosis sin efectos tóxicos [Liu et al., 2015]. De este modo se propone que la 

ERY pudiera ser efectiva en el tratamiento del potencial invasivo en GBM. 

 

 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Polygonaceae
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CÉLULAS TRONCALES CANCEROSAS 

 

Las células troncales cancerosas (CSC) son una pequeña subpoblación de 

células dentro de los tumores (0.01 a 2.5% del total de la masa tumoral; para 

pacientes con glioma, la expresión de CD133 (un marcador de troncalidad) puede 

llegar a presentarse hasta en un 12.5% de la masa tumoral total [Dirkse et al., 

2019]) lo cual indica que la proporción de CSC es mayor en GBM. Estas células 

presentan capacidades de autorrenovación, pluripotencia, diferenciación, 

resistencia a fármacos y tumorigenicidad; y es a esta subpoblación celular a la que 

se le atribuye el inicio, desarrollo, metástasis y recurrencia del tumor [Yu et 

al.,2012; Chen et al., 2013]. Por lo que se han propuesto como un blanco 

importante en el tratamiento contra el cáncer.  

Los tumores sólidos, como los GBM, se caracterizan por un alto grado de 

heterogeneidad, lo que ha sido explicado por dos hipótesis. Según la primera 

hipótesis, el modelo estocástico (Fig.10A), las células tumorales comparten las 

mismas mutaciones genéticas (homogéneas) que una célula normal, y la 

heterogeneidad es el resultado de factores intrínsecos y extrínsecos. Según la 

segunda hipótesis, el modelo de jerarquía (Fig. 10B), las células son 

intrínsecamente diferentes en términos de etapa de diferenciación y solo un 

pequeño subconjunto, las CSC, pueden iniciar el crecimiento y la progresión del 

tumor [Cheray et al., 2017; Catalano et al., 2011]. 

 

Figura 10. Teorías propuestas de carcinogénesis. (A) El modelo de evolución clonal (estocástico) 

dónde una célula sana sufre mutaciones que dan lugar a una célula cancerosa a partir de la cual 
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se forma el tumor. (B) El modelo jerárquico de las CSC, donde se propone que el origen del tumor 

se da a partir de células con fenotipo CSC por división asimétrica [Tomado de Bradshaw et al., 

2016].  

Se cree que las CSC en glioma se originan a partir de células troncales 

neuronales o se diferencian de las células cerebrales normales, como los 

astrocitos y los oligodendrocitos [Schneider et al., 2016; Bradshaw et al., 2016]. 

Existen diversos marcadores moleculares que permiten la identificación de 

esta subpoblación tumoral. Estos marcadores pueden variar dependiendo del tipo 

de cáncer del que se trate. Se ha identificado que los marcadores que comparten 

todas las células troncales de glioma son CD133, CD15, A2B5 y CD44 [Stieber et 

al., 2014; Bradshaw et al., 2016], aunque también se han identificado otros como 

nestin, NANOG, SALL4, STAT3, SOX2, c-Myc, Olig2, Bmi1, L1CAM y KLF4 

[Bradshaw et al., 2016].  Aunque, debido al alto grado de heterogeneidad de este 

tipo de tumor se necesitan marcadores adicionales para identificar esta 

subpoblación tumoral. 

Finalmente, los procesos invasivos son una característica propia de las 

CSC, por lo que es necesario estudiar el efecto de la ERY en estas células. 
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CAPÍTULO III. JUSTIFICACIÓN 

 

Debido a las características del glioblastoma, principalmente la capacidad 

invasiva, se requiere encontrar compuestos que bloqueen este proceso sin afectar 

a las células no tumorales y, a su vez, se puedan combinar con las terapias 

actuales para generar un mejor pronóstico a estos pacientes.  

La eritrosa, al ser un compuesto natural proveniente del Ruibarbo presenta 

una menor toxicidad que los fármacos actuales, y debido a su peso molecular 

120.04 g/mol que es menor al de la TMZ (194.15 g/mol) se cree que puede 

atravesar la BHE la cual permite el paso de moléculas menores a 400-600 Da de 

peso molecular. Además, se ha reportado que la eritrosa presenta propiedades 

anticancerígenas a bajas concentraciones (nM); y que entre las propiedades 

anticancerígenas se encuentra la disminución de algunas proteínas involucradas 

en los procesos de invasión y de EMT. 

Por tanto, se espera que la eritrosa inhiba la capacidad invasiva de este 

tumor, así como la viabilidad y troncalidad del GBM sin dañar a las células sanas. 
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CAPÍTULO IV. HIPÓTESIS 

 

La inhibición de la NLK (HPI/AMF) por la eritrosa disminuirá la invasión de CSC de 

glioblastoma. 

CAPÍTULO V. OBJETIVOS 

GENERAL 

Evaluar el efecto de la eritrosa sobre la invasión de células troncales de 

glioblastoma U373.  

PARTICULARES 

1. Enriquecer la fracción de células troncales de glioblastoma mediante estrés 

microambiental. 

2. Determinar la IC50 de eritrosa en células troncales de glioblastoma. 

3. Evaluar el perfil de troncalidad y transición epitelio/mesénquima de las 

células troncales de glioblastoma con y sin eritrosa. 

4. Evaluar la capacidad de invasión en células troncales con y sin eritrosa. 
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CAPÍTULO VI. METODOLOGÍA 

 

CULTIVO LÍNEA CELULAR (MONOCAPA) 

 

Se cultivaron células de GBM humano U373 estadio IV, en medio DMEM 

(Dulbecco-MEM), adicionado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO; Rockville, 

USA), 10 000 unidades de penicilina/estreptomicina y 25 mM de glucosa. Se 

mantuvieron en incubadora a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de aire (normoxia), de 3-4 

días hasta alcanzar una confluencia cercana a 80-90%.  

 

PROTOCOLO DE OBTENCIÓN DE CÉLULAS TRONCALES CANCEROSAS 

(CSC) 

 

Una vez que el cultivo celular U373 alcanzó una confluencia ≥80% se 

cambió el medio por DMEM 2.5 mM de glucosa más Temozolomida 500nM a 

37ºC, 5% de CO2 y 95% de aire (normoxia), durante 12 hrs. Posteriormente se 

cambió el medio por DMEM 25 mM más Etopósido 500nM en hipoxia (0.1% de 

oxígeno), durante 12 hrs. Para mantener el fenotipo troncal, se cambió el medio 

por DMEM sin suero 25mM de glucosa a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de aire 

(normoxia), durante 24 h adicionales [modificado de Gallardo-Pérez et al., 2017]. 

Las células resultantes fueron denominadas U373 CSC (población troncal). 

 

WESTERN BLOT 

 

Se realizó el extracto de proteínas totales de células U373 parentales y 

troncales en RIPA, PMSF y 1 tableta de cóctel completo de inhibidores de 

proteasas, después se disgregaron mecánicamente con una jeringa de insulina y 

se centrifugaron a 10 000 rpm, a 4°C durante 30 min. El sobrenadante (proteína) 

se cuantificó por el método de Biuret. 
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Se añadieron 40 μg de la proteína con buffer de carga en geles SDS-PAGE, 

poliacrilamida al 12%. Después se transfirieron las proteínas a una membrana de 

PVDF a 300mA, 15 volts, durante 15 min. La membrana se bloqueó con 5% de 

leche libre de grasa y disuelta en TBS Tween 1X durante 1 hora. Posteriormente 

se incubaron las membranas toda la noche a 4°C con anticuerpos monoclonales 

CD133, CD44, Oct 3/4, E-cadherina, vimentina, NOTCH, Wnt/β-catenina, MMP-1, 

MMP-9, HPI (Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA, USA), dilución 1:1000. Al 

día siguiente se hicieron 4 lavados con TBS Tween 1X cada 15 min, y 

posteriormente se incubaron los respectivos anticuerpos secundarios, dilución 

1:2000, durante una hora a temperatura ambiente en agitación suave.  

Para detectar las bandas se reveló con quimioluminiscencia empleando el 

sistema de detección ECL-Plus (AmershamBioscience; Little Chalfont, 

Buckinghamshire, UK). Las bandas obtenidas se analizaron por densitometría y 

fueron comparadas con el control de carga (α-tubulina) [Gallardo-Pérez et al., 

2017].  

 

INMUNOPRECIPITACIÓN 

 

Para evaluar si la NLK (HPI/AMF) está fosforilada se realizó un ensayo de 

Inmunoprecipitación. Se evaluó la interacción HPI/P-ser y HPI/P-thr 

inmunoprecipitando ambas proteínas con anti P-ser y P-thr [Moreno-Sánchez et 

al., 2020].  

 

ENSAYO DE INVASIÓN EN CÁMARAS DE BOYDEN 

 

El ensayo de invasión se llevó a cabo en cámaras de Boyden de 96 pozos 

(QCMTM Cell Invasion Assay); hidratando la membrana de la cámara de 1-2 hrs 

con medio DMEM sin suero y con 25 mM de glucosa. Posteriormente se agregó 

medio sin suero en la placa inferior, y en la placa superior se añadieron 50 000 
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células U373 por pozo (tanto de la línea parental como las células troncales) con 

medio DMEM sin suero 25 mM de glucosa durante 24 hrs a 37ºC, 5% de CO2 y 

95% de aire. Pasadas las 24 hrs se lavó la membrana de la cámara con PBS y en 

la placa inferior se añadió ´solución de desprendimiento celular´ (Tispisna), 

incubando por 30 min a 37ºC las células que migraron a la parte inferior de la 

membrana. Después se añadió ´buffer de lisis´ a las células durante 15 min a 

37ºC. Para finalizar se leyó la fluorescencia a 480/520 nm. 

 

DETERMINACIÓN IC50 DE VIABILIDAD 

 

Se cultivaron células U373 control y U373 CSC (2x104) en placas de 96 

pozos a 37°C en condiciones de normoxia. Después de 24 hrs se añadió eritrosa a 

distintas concentraciones (0.1, 0.5, 1, 10 and 100 µM, 1 and 10 mM) durante 24 

hrs. El efecto de la eritrosa sobre la viabilidad de las células se determinó 

mediante el ensayo MTT (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) 

Plumb [2004]. La eritrosa se disolvió en agua. 

 

DETECCIÓN DE NLK EN EL MEDIO EXTRACELULAR 

 

La detección de la hexosa fosfato isomerasa se realizó en medio DMEM sin 

células (sobrenadante), tomado a las 24 hrs de cultivos celulares U373. El medio 

libre de células se incubó con ácido tricloroacético (TCA) al 10% a 4°C durante la 

noche [Gallardo-Pérez et al., 2017]. Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 10 

000 rpm durante 30 min. El pellet se resuspendió en buffer de carga y se cargó en 

geles SDS-PAGE al 12.5%. Una vez obtenido el gel se transfirió mediante 

electroforesis a una membrana de PVDF (BioRad; Hercules, CA, EE. UU.). 

Posteriormente se incubó la membrana toda la noche a 4°C con el anticuerpo 

HPI/AMF dilución 1:500 (Santa Cruz, CA EE. UU.). Las bandas de hibridación se 

revelaron con el anticuerpo secundario de ratón conjugado con peroxidasa de 



29 
 

rábano (Santa Cruz Biotechnology). La señal se detectó mediante 

quimioluminiscencia como se describió anteriormente y se utilizó albúmina como 

control de carga. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los experimentos se realizaron con al menos 3 preparaciones de células 

independientes (n). La detección   de   diferencias   entre   los   diferentes   grupos   

experimentales   se   realizó utilizando los métodos estadísticos de  ANOVA/post  

hoc  Scheffle  con  un  grado  de significancia de P<0.05. 
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CAPÍTULO VII. RESULTADOS 

MARCADORES DE TRONCALIDAD EN CÉLULAS DE GLIOBLASTOMA 

SELECCIONADAS 

 

Al exponer a las células U373 a condiciones de estrés microambiental (baja 

concentración de glucosa, hipoxia y exposición a fármacos) se obtuvo una 

población de enriquecida en marcadores de troncalidad. Por esta razón se 

decidieron nombrar U373 CSC. 

Después de obtener las células U373 CSC, se observó que no hubo un 

cambio morfológico aparente comparado con el control (Fig. 11), y el porcentaje 

de recuperación de estas células sometidas al protocolo fue alto (<80%). Una vez 

obtenida esta población se midió mediante Western Blot marcadores de 

troncalidad, dichos marcadores han sido reportados para CSC de GBM (CD133 y 

CD44) así como algunas proteínas involucradas en mecanismos de metástasis e 

invasión como son MMP-1, MMP-9 y vimentina. 

Figura 11. Morfología de la línea celular U373 control y U373 CSC después del protocolo de 

selección. No se observa ningún cambio aparente en la morfología entre ambas poblaciones 

celulares. Escala 200 µm. 

Se determinó que CD133 se incrementó más de nueve veces en las CSC; 

mientras que CD44 no se expresó en ninguna de las dos poblaciones, esto debido 

a que el anticuerpo que se empleó reconoce CD44 en líneas celulares de cáncer 
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de mama. En cuanto a Oct3/4 incrementó ocho veces más y NOTCH tres veces 

más en la población U373 CSC. El factor transcripcional de MMPs, Wnt/β-catenina 

se incrementó cuatro veces. La expresión de MMP-1 fue elevada en ambas 

poblaciones sin embargo no hay una diferencia significativa entre ellas; MMP-9 se 

incrementó más de diez veces en las U373 CSC en comparación con las células 

U373 control y vimentina se incrementó tres veces en las células U373 CSC en 

comparación con las U373 control (Fig. 12). Estos resultados indican que la 

población U373 CSC presenta un fenotipo maligno mayor a comparación con la 

población control. 

 

 

Figura 12. Marcadores de CSC e invasión en células de selección y U373. n=3; *P<0.05 vs. U373. 
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EXPRESIÓN DE NLK (HPI) 

 

Con la intención de saber si la NLK (HPI/AMF) está activa, se realizó un 

ensayo de inmunoprecipitación de proteína total (Fig. 13) por el cual se observa 

que la NLK (HPI) está altamente expresada en ambas poblaciones celulares; y 

que ésta se encuentra fosforilada en residuos de treonina.  Esta fosforilación está 

incrementada 7 veces en la población U373 CSC en comparación con la parental. 

En cuanto a fosforilación en residuos de serina no se observa una expresión clara 

ni diferencias significativas.  

 

Figura 13. Fosforilación de NLK (HPI/AMF) observada en la fracción total. Se observa que hay una 

mayor fosforilación en residuos de treonina en la población CSC. n=3; *P<0.05. 

Además, para conocer si la NLK (HPI/AMF) se está expulsando al medio 

extracelular se evaluó la presencia de la NLK en el sobrenadante (espacio 

extracelular) de las células control U373 y U373 CSC, obteniendo que la NLK se 

secreta al medio extracelular 14 veces más en la línea CSC. Así mismo se 

observa que el patrón de fosforilación difiere a la NLK intracelular, ya que se 

fosforila en residuos tanto de serina como de treonina, con una tendencia a 

fosforilarse más en residuos de treonina (Fig. 14).  
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Figura 14. Expulsión de NLK al medio extracelular y patrón de fosforilación. n=3; *P<0.01. 

 

Estos resultados indican que la elevada fosforilación de la NLK 

(mayormente en residuos de treonina) está relacionado a su vez con la alta 

expulsión de ésta al medio extracelular en la población CSC, lo que podría indicar 

que ésta población es más invasiva que la parental. 

 

ENSAYO DE INVASIÓN 

 

Se evaluó la capacidad invasiva de la línea celular U373 en cámaras de 

Boyden y se observó que tanto las células controles como las CSC tienen una alta 

capacidad invasiva (de 2 a 4 veces mayor que la línea celular de cáncer de mama 

MDA-MB-231)* , siendo hasta 4 veces mayor en las CSC (Fig. 15).  
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Figura 15. Capacidad invasiva adquirida de las CSC después del protocolo de selección. Se 

observa que tanto la población control, así como las CSC presentan un fenotipo altamente 

invasivo. n=3; *P<0.05 vs. MDA-MB-231. RFU= unidad de fluorescencia relativa. * Se comparó con 

la línea celular MDA-MD-231 pues esta era la línea celular más invasiva con la que se contaba en 

el laboratorio anteriormente. 

 

IC50 DE VIABILIDAD DE ERITROSA EN U373 CSC 

 

En el presente estudio se evaluó el efecto de la ERY (inhibidor de 

HPI/AMF), la cual es un compuesto derivado del Ruibarbo y es más permeable 

que la eritrosa-4-fosfato. La IC50 de la ERY sobre la viabilidad celular, se obtuvo 

en el rango de 350 nM para la población U373 CSC (Fig. 16), mientras que para la 

población control se obtuvo una IC50 del rango de 8 µM (Fig. 16). 
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Figura 16. IC50 de viabilidad de eritrosa (ERY) en población U373 CSC. Se evaluaron diferentes 

dosis de ERY sobre la viabilidad de las células U373, obteniendo que la IC50 para las CSC es de 

350 nM a las 24 h. n=3; IC50= 345±7.  

Debido a los resultados anteriores, se empleó la ERY a una concentración 

de 350 nM para evaluar su efecto sobre la expresión de los marcadores antes 

mencionados. En estos ensayos se observó que la adición de ERY 350 nM al 

medio de cultivo en la población U373 CSC (durante 24 hrs) indujo una 

disminución significativa en los niveles de las proteínas evaluadas. Se observa 

una disminución del 90% para CD133, de 5% para Oct 3/4 y del 50% para 

NOTCH. Mientras que para los marcadores de EMT se observó una disminución 

del 97% para Wnt-β-catenina y vimentina, y una disminución del 55% para la 

MMP-1 y MMP-9 (Fig. 17). Estos resultados sugieren que la eritrosa es capaz de 

disminuir la expresión de proteínas y marcadores tumorales importantes para la 

invasión celular.  
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Figura 17. Marcadores de CSC e invasión en U373 CSC al ser expuestas durante 24 hrs a la IC50 

de eritrosa (ERY) 350 nM. n=2-3; *P<0.05; *P<0.01 vs. U373 CSC. 

 

EVALUACIÓN DE NLK EN EL MEDIO EXTRACELULAR AL AÑADIR IC50 DE 

ERITROSA 

La ERY no sólo redujo la expresión de las proteínas evaluadas, sino que 

también disminuyó la secreción de la NLK al espacio extracelular de las CSC. Al 

añadir la IC50 de ERY 350 nM durante 24 hrs a la población CSC, se observó que 

hubo una disminución del 80-90% en la expulsión de la NLK, así como una 

disminución del 90% en la fosforilación de la NLK en residuos de treonina y del 

70% en residuos de serina (Fig. 18).  
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Figura 18.  Secreción de NLK al medio extracelular al añadir la IC50 de eritrosa (ERY) 350 nM.  

n=2-3; *P<0.05. 

 

ENSAYO DE INVASIÓN AL AÑADIR IC50 DE ERITROSA 

 

Una vez evaluado el efecto de la IC50 de ERY sobre la expresión de 

proteínas y la expulsión de la NLK al espacio extracelular, se evaluó también el 

efecto de la ERY sobre invasión de las U373 CSC. De estos experimentos se 

observó que la ERY (350 nM, durante 24 horas) reduce la invasión en un 80% 

(Fig. 19).  
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Figura 19. Capacidad invasiva de las CSC después del protocolo de selección, añadiendo la IC50 

de eritrosa (ERY) 350 nM durante 24 hrs. Se observa que la ERY provoca una disminución de la 

invasión del 80%. n=3; *P<0.05 vs. MDA-MB-231. RFU= unidad de fluorescencia relativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

 

 

R
F

U

U373 CSC + 350 

nM Eritrosa 24 h

*



39 
 

CAPÍTULO VIII. DISCUSIÓN 

 

A pesar de que el GBM es un cáncer de baja incidencia, es un tumor 

maligno altamente letal en la población, y aunque existen tratamientos en la clínica 

para combatir este tumor, la prognosis se mantiene baja ya que sólo cerca del 

10% de los pacientes adultos alcanzan una supervivencia de 5 años [Oike et al., 

2013], mientras que en niños sólo se alcanza en menos del 20% de los casos [Das 

et al., 2012]. Esto se debe entre otros factores a que este es un tumor altamente 

invasivo, a que presenta una alta proporción de CSC y a que los tratamientos 

actuales no están dirigidos contra estas características.  

El principal fármaco con el que se trata este tumor es la TMZ, el cual metila 

el DNA, lo que provoca la muerte de las células por apoptosis [Zhang et al., 2012]. 

Sin embargo, como se mencionó anteriormente no se ha mejorado la prognosis de 

los pacientes y además de los efectos graves de este fármaco, como las 

hipermutaciones [Choi et al., 2018], no está dirigido específicamente contra las 

células tumorales, por lo que también daña a las células sanas.  

Debido a estas razones se han empleado compuestos de origen natural 

como la ERY, la cual ha mostrado tener un potencial anticancerígeno debido a los 

resultados favorables que se ha tenido en otros estudios como la disminución de 

la migración, invasión, expresión de marcadores tumorales y algunas proteínas de 

EMT en un modelo de cáncer de mama y, la disminución del crecimiento de las 

células cancerosas y un aumento de la apoptosis sin efectos tóxicos en un modelo 

de cáncer de  colon [Gallardo-Pérez, et al., 2017; Liu et al., 2015]. Adicionalmente 

se reportó que en fibroblastos de ratón 3T3 y células endoteliales humanas 

HUVEC la eritrosa-4-fosfato a concentraciones en el rango nanomolar no 

afectaron la viabilidad celular, lo que apunta a que este metabolito no presenta 

ningún daño aparente sobre células no tumorales [Gallardo-Pérez, et al., 2017]. 
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CSC EN CÁNCER CEREBRALES 

 

El GBM se caracteriza por ser un tumor altamente heterogéneo, lo cual 

complica su tratamiento. Al igual que en otros tipos de cáncer, se ha propuesto 

que la progresión tumoral depende de las células madre cancerosas (CSC), 

responsables de la progresión, recurrencia del tumor, la resistencia a la terapia, 

etc [Dirkse et al., 2019]. De igual forma se ha reportado que este tumor presenta 

una alta proporción de CSC (debido a la expresión del marcador CD133 en un 

12.5% de la masa tumoral total, el cuál es el principal marcador de troncalidad 

para este  tumor) [Dirkse et al., 2019] en comparación con lo reportado para otros 

tumores [Gallardo-Pérez, et al., 2017], e incluso se ha reportado que alrededor del 

5.01-15.13% de las células de glioma dentro de la materia blanca donde se sabe 

que invaden las células de glioma son CD133+ [Wang et al., 2019], lo que puede 

correlacionarse con algunas de las principales características como son la 

agresividad y la elevada capacidad invasiva de este tumor [Stupp et al., 2005, 

Hoelzinger et al., 2007]. Por lo que es necesario encontrar mejores alternativas 

terapéuticas que puedan dirigirse a esta población celular para un mejor 

tratamiento de la enfermedad.  

Los resultados obtenidos muestran que las células U373 CSC sometidas al 

protocolo de estrés (baja concentración de glucosa, hipoxia y exposición a 

fármacos) no mostraron un cambio en la morfología, contrario al caso de las 

células BCSC (breast cáncer stem cells) obtenidas a partir de la línea celular 

MCF7 que mostraron una morfología fibroblastoide agrandada, completamente 

distinta a la población parental MCF7 [Gallardo-Pérez, et al., 2017]. Esto podría 

deberse a que a diferencia de las BCSC, las células U373 CSC presentan una 

proporción mayor en el tumor (0.01 a 2.5% BSCS vs.12.5% U373CSC) [Dirkse et 

al., 2019], y a su vez a que las U373 CSC presentan una mayor capacidad 

invasiva como se discute más adelante. Es decir, las CSC de GBM presentan un 

perfil muy agresivo, debido a diferentes características intrínsecas propias del 

cáncer de la glía.  
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En la célula, NOTCH es una vía conservada evolutivamente que regula 

procesos biológicos, como la proliferación celular, apoptosis, migración, 

autorrenovación y diferenciación [Bazzoni y Bentivegna, 2019]. Se sabe que la 

activación de esta vía en las células madre neurales por parte de las células 

endoteliales del nicho tumoral está involucrada en la propagación de esta 

población de CSC [Gürsel et.al., 2012; Zhu et.al., 2011]. Esto relaciona con los 

resultados obtenidos, ya que como se esperaba la expresión de NOTCH se 

expresa mayormente en la población de CSC U373 (el doble) comparado con la 

población parental.  

Así mismo, se ha reportado una expresión elevada de Oct 3/4 en CSC de 

varios tumores (incluidos los gliomas), lo cual se ha relacionado con la progresión 

del tumor y la mortalidad. Se cree que la expresión aberrante de Oct 3/4 podría 

contribuir a la génesis de CSC y a la progresión de este tumor [Kobayashi et.al., 

2012]. En los resultados obtenidos Oct ¾ se sobreexpresa ocho veces más en la 

población U373 CSC a comparación de la población parental, lo que indica que la 

elevada expresión de este marcador se relaciona con la elevada malignidad del 

GBM. 

 

METALOPROTEASAS Y GLIOBLASTOMA 

 

La sobreexpresión de MMPs se puede relacionar con la alta capacidad de 

invasión que pueden mostrar las células tumorales, ya que como se mencionó 

anteriormente se requiere de enzimas proteolíticas para poder degradar la MEC 

que rodea al tumor [Weinmann y Ottow, 2007]. 

En este trabajo se observó que tanto la población control así como la 

población de CSC de la línea celular U373 expresan elevadamente la MMP-1, y 

que la población CSC sobreexpresa la MMP-9 cerca de 10 veces, esto 

correlaciona con lo descrito en la literatura para este tipo de tumor, ya que se ha 

descrito que se han encontrado niveles elevados de MMPs en líneas celulares de 
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GBM, así como en biopsias en comparación con el astrocitoma de bajo grado 

(LGA) y muestras de cerebro normal [Hagemann et al., 2012].  

Al añadir ERY a bajas concentraciones (350 nM) en la población U373 

CSC, se disminuyó importantemente la expresión de la MMP-9 y MMP-1 (cerca 

del 50%), y esto a su vez correlacionó con la disminución del 80% que se observó 

en la capacidad invasiva. De manera similar, Lakka et al., 2004 mencionan que en 

su estudio la inhibición de la MMP-9 mediada por RNAi (RNA de interferencia), 

logró bloquear significativamente la migración de las células de la línea celular de 

glioma SNB19; esto sugiere que, la regulación de la actividad de la MMP-9 podría 

ser de importancia clínica, pues se permitiría regular así la progresión tumoral. Por 

otra parte, para la MMP-1 se ha reportado un incremento en su expresión en 

muestras provenientes de gliomas a comparación de LGA (astrocitoma de bajo 

grado) y de cerebro normal [Hagemann et al., 2012; Li et al., 2005]. Esto 

correlaciona con los resultados obtenidos, ya que a pesar de que no hubo 

diferencia significativa en la expresión de MMP-1 entre la población parental y 

CSC U373 ambas están altamente expresadas, con una tendencia a expresarse 

más en la población CSC U373. 

Así mismo se ha reportado en un modelo de líneas celulares Y79 y Weri-1 

de retinoblastoma que al inhibir las MMP-2 y MMP-9 se disminuyó 

significativamente la migración y viabilidad de estas células [Webb et al., 2017].  

Se sabe que algunas MMP funcionan intracelularmente en diversos tipos de 

células [Bassiouni et al., 2021]. En tumores se ha reportado que la MMP-1 se 

acumula intracelularmente durante la fase mitótica del ciclo celular y se localiza en 

la membrana mitocondrial y el núcleo [Bassiouni et al., 2021]; esta MMP-1 confiere 

resistencia a la apoptosis al prevenir la degradación de la lámina A/C e inhibir la 

activación de la caspasa y la fragmentación del ADN, asociándola así con el 

crecimiento tumoral y la quimiorresistencia [Limb et al., 2005], mientras que para la 

MMP-9 se ha descrito que es activada por la MMP-26 intracelularmente, y así se 

libera la MMP-9 para degradar la MEC e inducir  la invasión [Zhao et al., 2003]. Así 

mismo se ha reportado que la inhibición de las MMPs en la célula provoca 
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cambios en el desarrollo y regulación de la respuesta inflamatoria [Manicone et al., 

2008], pronósticos mejores en enfermedades cardiacas, lesiones y trasplantes 

renales [Cohen et al., 2020; Mosel et al., 2016; Bassiouni et al., 2021], etc.  

Es decir, estos antecedentes indican que la inhibición y/o disminución en la 

expresión de estas MMPs puede perseguirse como un blanco terapéutico para el 

GBM. Sin embargo, se debe realizar más estudios para evaluar si la inhibición o 

disminución de estas MMPs podría tener otros efectos en la célula. 

 

EFECTOS DE LA ERITROSA SOBRE LA INVASIÓN 

 

Actualmente, los gliomas representan un reto clínico debido a algunas 

características, como el difícil acceso quirúrgico al tumor, y las complicaciones que 

una cirugía en el cerebro representa, además de los elevados niveles de 

recurrencia del tumor. Como mencionan Demuth y Berens, 2004 una de las 

características más importantes de los gliomas malignos es su comportamiento 

invasivo, y actualmente no se ha logrado establecer un tratamiento efectivo que 

ataque esta característica. En este trabajo se observó que la línea celular U373 es 

altamente invasiva, ya que tanto la población parental como la población CSC 

invaden de 2 a 4 veces más que la línea celular MDA-MB-231 (la cuál se conoce 

por ser muy invasiva), siendo la población U373 CSC la que tiende a invadir más. 

Esto correlaciona con la elevada expresión de MMP-1 y sobre todo MMP-9 en esta 

población. Los elevados niveles de invasión de la población U373 CSC se vieron 

afectados al añadir ERY 350 nM durante 24 hrs, ya que se observó una 

disminución en la invasión del 80% a bajas concentraciones de ERY (350 nM). 

Anteriormente se mencionó que las células de glioma pueden invadir a lo 

largo de las fibras de mielina, en tractos de materia blanca y subpial, 

perivascularmente (a lo largo de vasos sanguíneos) y perineuronalmente [Viapiano 

y Lawler, 2009]. Demuth y Berens, 2004, mencionan que las células de glioma 

presentan esos patrones de invasión debido a que prácticamente todas las 
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proteínas de la MEC nativas en el cerebro (fibronectina, laminina, colágeno, 

vitronectina y tenascina) se localizan en el espacio perivascular, e incluso hay 

reportes que indican que algunos componentes de la MEC tales como la 

fibronectina parecen estimular la migración de las células del glioma in vitro 

[Ohnishi, et al., 1997]. Por otra parte, Wang et al., 2019 reportaron que alrededor 

del 15% de las células encontradas durante el proceso invasivo en la materia 

blanca son CD133+ (es decir presentan un fenotipo troncal o CSC), lo que aunado 

a lo antes discutido, indica que el uso de la ERY podría inhibir este proceso; esto 

con base en los resultados de nuestro trabajo pues la aplicación de la ERY en la 

población U373 CSC disminuyó en un 80% el marcador de troncalidad CD133, en 

un 50% a NOTCH y en un 5% Oct 3/4, por lo que este compuesto es capaz de 

afectar los marcadores que favorecen el desarrollo y malignidad de las CSC.  

No obstante, la disminución en Oct 3/4 fue escasa (5% sin diferencia 

significativa) por lo que se piensa que aunque hay reportes como el de [Kobayashi 

et.al., 2012] donde se demostró que la sobreexpresión de Oct 3/4 indujo la 

invasión en células de glioma (obtenidas de tumores sólidos) y parece alterar los 

perfiles de expresión de ARNm de integrina y MMPs promoviendo la invasión y 

migración; la ERY parece no tener un efecto aparente en la expresión de Oct 3/4 

lo cual  con base  en la literatura, podría relacionarse con la disminución sólo en 

un 50% de la MMP-1 y la MMP-9, es decir, se piensa que si Oct ¾ se viera  

mayormente afectada por la ERY, a su vez se observaría una disminución mayor 

en la expresión de MMPs, por lo que sería necesario realizar más estudios en esta 

subpoblación celular para conocer con mayor claridad cuál es el mecanismo por el 

cual la ERY actúa.  

 

EFECTOS DE LA ERITROSA SOBRE LA NLK 

 

Uno de los motivos por los cuales las MMPs se pueden sobreexpresar 

(permitiendo así un perfil invasivo mayor en glioma con respecto a otros tipos de 

cáncer) es la presencia de un factor de transcripción que se induce bajo la 
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activación de algunas vías de señalización (tales como la vía Wnt/β-catenina o NF-

kB) que, a su vez, son activadas extracelularmente por la NLK (o HPI/AMF) al 

unirse a su receptor gp78. 

El efecto de la ERY sobre la expresión de la NLK no queda claro ya que a 

pesar de que se sabe que puede impedir la unión de la HPI a su receptor, según 

los resultados obtenidos sobre la expulsión de la NLK al medio extracelular y los 

patrones de fosforilación observados, parece ser que la ERY también está 

afectando internamente a la célula debido a que los contenidos de diferentes 

proteínas se ven afectados. Por ende, se requiere de más estudios que puedan 

dilucidar si la ERY está entrando a la célula o no, y si estando dentro cómo es que 

afecta el patrón de expresión de algunas proteínas, ya sea directamente o por 

medio de la inhibición de la vía HPI/AMF. Sin embargo, se observa que al añadir la 

IC50 de ERY 350 nM en la población U373 CSC la expulsión de esta al 

sobrenadante disminuye en un 80-90%, y de la misma manera la fosforilación de 

este factor en residuos de treonina se ve disminuido en un 90% y en un 40% en 

residuos de serina. Estos resultados podrían indicar que internamente la vía está 

mediada por Wnt/β-catenina que se ve disminuida en un 90% al añadir ERY. 

En resumen, la ERY a concentraciones bajas (en el rango nM) mostró ser 

eficiente para disminuir una de las principales características de las células de 

glioma (y que provoca un pronóstico desfavorable para los pacientes), la invasión; 

debido a que probablemente al inhibir la unión de la HPI con su receptor se 

disminuyó la expresión de algunos componentes de la vía que impulsan este 

proceso, tales como Wnt/β-catenina, vimentina, MMP-1 y MMP-9. Además, 

también disminuyó en un 80% la expresión del marcador de troncalidad CD133, lo 

cual podría indicar que estas células están revirtiendo su fenotipo troncal y 

muriendo al exponerse a ERY, esto podría comprobarse midiendo la expresión de 

marcadores de apoptosis. Sin embargo, no se descarta realizar más  ensayos que 

permitan conocer  si la eritrosa entra a la célula y tenga un efecto directo sobre 

factores de transcripción, así mismo probar este compuesto en modelos animales, 

así como dilucidar si la combinación de este compuesto natural con el principal 
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fármaco empleado hoy día (TMZ) puede generar sinergismo, y por ende potenciar 

los efectos que la TMZ produce en el glioma, así como probar este compuesto en 

líneas celulares cerebrales sanas como control negativo. Lo anterior podría 

proporcionar una alternativa al tratamiento que ha existido para estos pacientes 

durante años y que al día de hoy no ha logrado mejorar la supervivencia de estos.  
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CAPÍTULO IX. CONCLUSIONES 

 

El glioblastoma se caracteriza entre otros aspectos por su alta capacidad invasiva 

y la presencia de células con fenotipo troncal. Esta combinación hace del 

glioblastoma un cáncer letal, por lo que se requiere de tratamientos que puedan 

ser efectivos combatiendo dichas características. Anteriormente se había 

propuesto el uso de compuestos naturales en la clínica, ya que estos presentan 

una toxicidad menor que los fármacos que actualmente se emplean. La eritrosa no 

solo es un compuesto de origen vegetal que se ha reportado que puede afectar 

procesos tales como la migración e invasión, así como la expresión de 

marcadores tumorales y algunas proteínas de EMT, sino que este ha presentado 

estos efectos a concentraciones bajas y no ha reportado un efecto adverso en 

células no tumorales. En el presente estudio se observó que la eritrosa a 

concentraciones nM (350 nM) puede disminuir significativamente el perfil invasivo 

de las células troncales de glioblastoma obtenidas a partir de la línea celular U373, 

característica que no ha podido ser atacada eficientemente en la clínica al día de 

hoy. 
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