UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“EVALUACION DE LA CAPACIDAD
CLONOGENICA DE CELULAS D-283 BAJO
TRATAMIENTO CON METFORMINA?”

TESIS

PARA OPTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA

PRESENTA:
MELISSA ENRIQUEZ FLORES

MEXICO, CDMX, 2022




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: CASTELLANOS ROMAN LUZ DEL
CARMEN

VOCAL: PEDRAZA CHAVERRI JOSE

SECRETARIO: CAMACHO CASTILLO LUZ DEL
CARMEN

ler. SUPLENTE: GARCIA LOZANO ALBERTO

2do. SUPLENTE: SANCHEZ POZ0OS KATY
ALEJANDRA

SITIO DONDE SE REALIZO EL TEMA:

Laboratorio de nutricién experimental, segundo piso, Torre
de Investigacion, Instituto Nacional de Pediatria.

ASESOR DEL TEMA:

DRA. LUZ DEL CARMEN CAMACHO CASTILLO

SUSTENTANTE:

MELISSA ENRIQUEZ FLORES



Tesis realizada bajo la direccion de la Dra. Luz de Carmen Camacho
Castillo en el Instituto Nacional de Pediatria, Torre de Investigacion,
Segundo piso, Laboratorio de Nutricion Experimental, Insurgentes Sur
3700-C, Colonia Insurgentes Cuicuilco, Alcaldia Coyoacan, C.P. 04530,

Ciudad de México.
Responsable del laboratorio Dra. Karla Guadalupe Carvajal Aguilera.

Se contd con el apoyo del Instituto Nacional de Pediatria para el
desarrollo y financiamiento con Fondos Federales del proyecto No.
008/2015.



Abreviaturas

ACC1- Acetil-CoA carboxilasa 1

ACC2- Acetil-CoA carboxilasa 2

ADP- Adenosin difosfato

AMP- Adenosin monofosfato

ATCC- American Type Culture Collection

ATP- Adenosin trifosfato

cAMP- Adenosin monofosfato ciclico

CK1- Caseina quinasa 1

CRTC2- Coactivador transcripcional regulado por CREB 2
CSNK2B- Gen que codifica para la subunidad beta de la caseina quinasa Il
CTDNEP1- Gen que codifica para fosfatasa 1 de la envoltura nuclear CTD
CTNNB1- Gen que codifica para catenina beta-1

DAG- Diacilglicerol

DDX31- DEAD-box helicase 31

DDX3X- Dead-box Helicasa 3 X-Linked

DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DNA- Acido desoxirribonucleico

Dvl- Del inglés Disheveled

EMEM- Del inglés Eagle Minimun Essential Medium
EPHA7- Receptor 7 de efrina tipo A

F2,6BP- fructuosa-2,6-bisfosfato

FBPasa- Fructosa-1,6-bisfosfatasa

FBS- Suero fetal bovino



GFI1- Del inglés Growth factor independence 1/ Factor de crecimiento
independiente 1

GFI1B- Proteina relacionada al factor de crecimiento independiente 1
GLI1- Homélogo 1 del oncogén asociado al glioma

GLI2- Homélogo 2 del oncogén asociado al glioma

GSK3B- Glucdgeno sintasa quinasa-3 3

IP3- Inositol trisfosfato

KBTBD4- Del inglés E3 ubiquitin ligase adaptor Kelch Repeat and BTB Domain
Containing 4

KDMG6A- Lisina desmetilasa 6A

KIF7- Miembro de la familia Kinesin 7, del inglés Kinesin Family Member 7
KMT2D- Lisina metiltransferasa 2D

KMT2C- Lisina metiltransferasa 2C

LRP- proteina relacionada con LDL

MB- Meduloblastoma

MET- Metformina

mTOR- Proteina blanco de rapamicina en mamiferos

MTT- Tiazolil Blue Tetrazolium Bromide

MYC- Proto-Oncogen

NF- Kb- Factor nuclear NF-kappa-B

NF-AT- Factor nuclear de las células T activadas

N-MYC- Proto-Oncogen

OCT- Transportador de cationes organicos

OTX2- Gen del inglés Orthodenticle Homeobox 2

PBS- Solucion Buffer salina del inglés Phosphate Buffered Saline
PDE4B- fosfodiesterasa ciclica 3°,5" especifica de cAMP 4B

PFKFB1- 6-fosfofructo-2-quinasa / fructosa-2,6-bifosfatasa 1



PI3K- Fosfoinositido 3-quinasas

PIK3CA- Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa, subunidad catalitica alfa
PKA- Proteina quinasa A

PTCH1- Del inglés Patched 1

Pyr K- Piruvato cinasa

SHH- Sonic Hedgehog

SMARCA4- SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator
Of Chromatin, Subfamily A, Member 4

SMO- Del inglés Smoothened

SUFU- Regulador negativo de la seializacidon de Hedgehog
TCF/LEF- Factores de transcripcion en la via WNT

TP53- Proteina tumoral 53

WNT- Del inglés Wingless

ZMYM3- Del inglés Zinc Finger MYM-Type Containing 3
UM- Micromolar

mM- Milimolar
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1. Resumen

El meduloblastoma (MB), el tumor maligno mas frecuente en la poblacion
pediatrica, consiste en una lesidn en el cerebelo, frecuentemente invade el
tronco encefdlico y se disemina a través del liquido cefalorraquideo, el
tratamiento consiste en una combinacién de cirugia, radioterapia vy
guimioterapia. Las complicaciones derivadas del tratamiento afectan no sélo
la supervivencia de los pacientes a largo plazo, sino también el desarrollo

cognitivo y la calidad de vida del paciente.

Existen diversos estudios que han revelado una relacién entre la incidencia del
cancer y la diabetes tipo Il. En este contexto se ha descrito la disminucién en
la formacién de tumores y metdstasis en pacientes diabéticos que son
tratados con metformina a diferencia de los pacientes que no toman este
medicamento. Encontrar adyuvantes que apoyen para disminuir los efectos
secundarios de la quimioterapia y radioterapia cobra relevancia en el
tratamiento del meduloblastoma, ya que por la localizacién del tumor vy la
heterogeneidad presentada en los subgrupos del meduloblastoma los
tratamientos actuales son similares, sin tomar en cuenta los mecanismos de
accion para la formacién del tumor y desafortunadamente algunos pacientes
presentan resistencia a la terapéutica convencional y efectos secundarios

severos.

El presente trabajo evaludé la respuesta tumoral in vitro de células
provenientes de tejido metastasico bajo tratamiento con metformina, el
proceso mediante el cual se evallo la viabilidad celular fue mediante ensayos
como: reduccion de bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo (MTT), ensayo de

proliferacién y ensayo de crecimiento independiente de anclaje.

El objetivo es evaluar el impacto que ejerce la metformina sobre el potencial

clonogénico de esta linea celular y evidenciar su efecto como adyuvante en el



tratamiento contra el meduloblastoma, asi como dar informacion veraz y
actualizada para que otros profesionales de la salud tengan la confianza de
utilizar la metformina como adyuvante en el tratamiento y asi mejorar el
prondstico clinico de los pacientes implementando nuevas estrategias

terapéuticas.

Abstract
Medulloblastoma (MB), the most common malignant tumor in the pediatric

population, consists of a lesion in the cerebellum, frequently invades the
brainstem and spreads through the cerebrospinal fluid, treatment consists of
a combination of surgery, radiotherapy and chemotherapy. Treatment-
derived complications affect not only the long-term survival of patients, but

also the patient's cognitive development and quality of life.

There are several studies that have shown a relationship between the
incidence of cancer and type |l diabetes, since a decrease in the formation of
tumors and metastases has been reported in patients who are treated with
metformin, unlike patients who do not take this drug. Finding adjuvants that
help reduce the side effects of chemotherapy and radiotherapy becomes
relevant in the treatment of medulloblastoma, since due to the location of the
tumor and the heterogeneity presented in the subgroups of medulloblastoma,
current treatments are similar without taking into account the mechanisms of
action for tumor formation and unfortunately some patients show resistance

to conventional therapy and severe side effects.

The present work evaluated the effect of metformin on the capacity of cells
for in vitro tumor response in the D-283 cell line. The process by which cell
viability will be evaluated will be through tests such as: Dimethylthiazol
tetrazolium bromide (MTT), proliferation assay and soft agar colony formation

assay.



The objective is to evaluate the impact of metformin on the clonogenic
potential of this cell line and to show its effect as an adjuvant in the treatment
of medulloblastoma, to provide truthful and up-to-date information so that
other health professionals have the confidence to use metformin. as an
adjuvant in treatment and thus improve the clinical prognosis of patients by

implementing new therapeutic strategies.

2. Introduccion

2.1 Cancer
El cancer es un término utilizado para englobar un gran numero de

enfermedades crénico-degenerativas, sus caracteristicas principales son: la
multiplicacién rdpida de las células anormales, las cuales pueden invadir
partes adyacentes del cuerpo (metastasis); sefializacién proliferativa
sostenida, evasién de supresores de crecimiento, resistencia a la muerte
celular e inducciéon de angiogénesis, ademds de reprogramar el metabolismo
energético; esto es generado por division y diseminacién anormal, culminando
en gran numero de casos en la disminucidn de la calidad de vida del paciente

y, en el peor escenario, su muerte® > 8,

Los tumores son mas complejos que un grupo de células alteradas, ya que se
componen de distintos tipos celulares, los cuales interactuan entre si, dentro
de estas células podemos encontrar las células normales que interactdan con
las células alteradas y conforman el estroma contribuyendo al desarrollo de

las caracteristicas del cancer?.

Para mantener la sefial proliferativa, en las células cancerosas se desregulan
los procesos involucrados con el ciclo celular y el metabolismo energético, un
ejemplo de ello son las desregulaciones en sefiales promotoras de
crecimiento, al igual que la evasidon de los supresores de apoptosis como es el

caso de la proteina TP53. La autofagia también representa otra barrera para



la formacidn de un tumor, sin embargo, induce a la célula a un estado latente
reversible y se manifiesta en un rebrote, en una etapa tardia después del

tratamiento®.

En cuanto a la metastasis se encontrd una relacidn con la pérdida de E-
caderina, una molécula clave en la adhesidn celular, el proceso de colonizacién
se basa en la intravasacién de las células cancerosas a los vasos cercanos a
través del sistema linfatico y hematdgeno, dichas células cancerosas traspasan

a tejidos distantes formando en ellos nddulos de células cancerosas® .

Por otro lado, en el cancer existe inflamacién crdnica lo que estimula la
angiogénesis, proliferacion e impasividad, ademas el microambiente tumoral
se caracteriza principalmente por factores fisicos y quimicos como hipoxia, pH
bajo (la concentracion de protones puede ser 10 veces mayor en células

cancerosas) y presion alta® .

2.2 Meduloblastoma
El meduloblastoma (MB), el tumor maligno mas frecuente en la poblacién

pediatrica, consiste en una lesidn en el cerebelo, frecuentemente invade el
tronco encefdlico y se disemina a través del liquido cefalorraquideo,
generalmente predomina en varones (1.7 veces mas en hombres que en
mujeres) y se presenta mayoritariamente a la edad de 7 afios, aunque existen
diferentes subgrupos moleculares y la incidencia esta relacionada a estos, la
mayoria de los pacientes reciben el mismo tratamiento, el cual consiste en
una combinacién de cirugia, radioterapia y quimioterapia. Al administrar
farmacos antineopldsicos la supervivencia general aumenta en un 80 %,
aunque las complicaciones que el paciente pueda presentar impactan no sélo

la supervivencia a largo plazo, sino también en el estilo de vida del paciente?

26

El término meduloblastoma proviene de la similitud con los meduloblastos,

células madre multipotentes provenientes del tubo neural; Cushing y Bailey lo
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describieron histopatolégicamente como células indiferenciadas presentes en
etapas embrionarias con nucleos pequefios y redondos, un citoplasma minimo

y humerosas mitosis?.

2.3 Incidencia del meduloblastoma en el mundo y en México
Segun las estadisticas de la OMS del afio 2020, los tumores cerebrales y del

sistema nervioso central ocupan el segundo lugar en incidencia en pacientes
de 0 a 19 aios a nivel mundial, solo por debajo de la leucemia, y se presenta
mayoritariamente en varones. En México, la incidencia de tasa relativa
ajustada por edad (ASR del inglés age-standarized rate =) es de 2.2 v, al igual

que a nivel mundial, ocupa el segundo lugar” 34 3,

Figura 1. Tasa de incidencia y mortalidad de tumores cerebrales y del sistema nervioso central, en
Meéxico y en el mundo. Traducido de GLOBOCAN 2020
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Aungue en Meéxico, el meduloblastoma se clasifica histolégicamente en la
mayoria de los casos, mejorar el disefio de los ensayos clinicos permite una

estratificacion mas exacta de los pacientes, creando terapias dirigidas.



2.3.1 Complicaciones
La clasificacion del riesgo propuesta recientemente, toma en cuenta los

grupos y las aberraciones genéticas, asignando a los pacientes en uno de los 4
grupos de riesgo de acuerdo al porcentaje de supervivencia en: bajo riesgo (>
90 %), riesgo estandar (75-90 %), riesgo alto (50-75 %) y muy alto riesgo (<50
%). Aun cuando con el tratamiento la tasa de supervivencia global de los
pacientes aumentd a un 70 %, todavia persisten dafios, generados
principalmente por la radioterapia y la quimioterapia, algunos de estos
problemas se presentan en: la audicién, la cognicién, el sistema endocrino y
vascular. Debido a estos efectos la tasa de supervivencia a largo plazo es baja®
11.

Aproximadamente un tercio de los pacientes diagnosticados con
meduloblastoma mueren a causa de la enfermedad y los sobrevivientes

padecen de los efectos secundarios a largo plazo debido al tratamiento 328,

2.4 Clasificacion
2.4.1 Histoldgica

El MB se clasifica en cinco subtipos histoldgicos: MB clasico, hipoeldstico, no
reproducible, de células grandes y de nodularidad extensa. Los subtipos
clasicos son los mas comunes, mientras que los subtipos desmopldsicos y
aquellos con nédulos anchos tienen los mejor prondstico con tratamiento. Sin
embargo, mas del 70% de la respuesta de los pacientes que tienen MB clasico,
varia ampliamente, lo que sugiere que la presentacion del MB clasico es muy

heterogénea y limita su estudio®® %,

2.4.2 Genética
Estudios genéticos recientes indican que el MB se puede clasificar en al menos

cuatro grupos moleculares distintos de acuerdo a las principales vias



afectadas: Wingless (WNT), Sonic Hedgehog (SHH), Grupo 3 (amplificacidn
MYC) y Grupo 4 (genes heterogéneos)*°.

Wingless (WNT)

WNT-MB ocurre predominantemente en nifios de 4 afos hasta la edad adulta
temprana (mediana de edad de 11 aiios) y tiene una proporcién pareja entre
hombres y mujeres. Los tumores WNT-MB a menudo muestran una histologia
clasica y rara vez presentan metastasis en el momento del diagndstico (5 — 10
% de los casos). Los resultados para los pacientes con WNT-MB son favorables,
con una tasa de supervivencia a 5 afios del 95% o mas® 1% 8,

Las mutaciones somaticas en CTNNB1 son el evento genético caracteristico
que define este subtipo (85% de los pacientes), esta mutacidén hace que la via
WNT se mantenga activada y genera la expresidén de genes que promueven la
proliferacién tumoral®® 1°,

Otros genes mutados identificados son: el gen que da origen a la proteina p53
(TP53, el cual es supresor de tumores), gen que codifica para la subunidad B
de la caseina quinasa Il (CSNK2B, regula las rutas metabdlicas), gen que da
origen a la proteina PI3K (PIK3CA, del inglés phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha, cuyas mutaciones se relacionan
con multiples tipos de cancer), gen que codifica al receptor 7 de efrina tipo A
(EPHA7), gen Dead-box Helicasa 3 X-Linked (DDX3X) y el gen remodelador de
cromatina dependiente de ATP (SMARCAA4, del inglés SWI/SNF Related, Matrix
Associated, Actin Dependent Regulator Of Chromatin, Subfamily A, Member
4)™,

Sonic Hedgehog (SHH)
SHH-MB representa el subgrupo molecular mas comun en bebés (menores de
3 afios de edad) y adultos (mayores de 17 afios de edad), con menos casos

diagnosticados durante la infancia y la adolescencia. Demograficamente, SHH-

10



MB es mas comun en hombres que en mujeres (2:1, respectivamente)® °,
Aproximadamente el 30% de los casos de meduloblastoma es de este tipo. Las
mutaciones en la via de sefializacidon de SHH representan los eventos genéticos
mas comunes, incluida la inactivacion de mutaciones somaticas o de linea
germinal y deleciones en PTCH1 y SUFU, mutaciones activadoras en SMO vy

amplificaciones de GLI23%.

Grupo 3

En los MB del grupo 3 prevalece el dominio masculino, se presenta en bebés
y nifios menores de 3 afos, representa aproximadamente el 25 % de todos los
casos de meduloblastoma, asimismo presenta una incidencia del 40-50 % de
metastasis al momento del diagndstico. Otra caracteristica importante es que
muestra resultados de supervivencia bajos pese al tratamiento (menor al 60%
a los 5 afos).

Probablemente provienen de una poblacién de células madre neurales,
aunque no se ha encontrado una via que defina a este grupo, se ha encontrado
la amplificacion frecuente de MYC2.

Las mutaciones somaticas no se presentan con frecuencia en los tumores del
grupo 3, sélo se presentan mutaciones en SMARC4, KBTBD4, DAG y KMT2D;
cuatro genes mutados en mas del 5% de los casos. Pequefios subconjuntos de
estos tumores son impulsados por amplificaciones de N-MYC (5 %) y el factor
de transcripcién OTX2 (3%). La regulacion positiva de GFI1 y GFI1B estd
presente en el 15% al 20% de los meduloblastomas del grupo 3 y también
pueden ser eventos impulsores importantes en este subgrupo. El
isocromosoma 17q estd presente en el 40-50% de los casos, y otros eventos
comunes son la pérdida de los cromosomas 8, 10q y 169 y la ganancia de 1q,
72

En cuanto a la subclasificacién de estos grupos se han estratificado de acuerdo

a la metilacion, en grupo de alto y bajo riesgo, el primero se presenta en bebés

11



con amplificacion del gen MYC; mientras que otro estudio definid tres
subtipos: 3a (que ocurre en bebés y con frecuencia metastasico pero asociado
con un mejor prondstico), 3B (que ocurre en nifos mayores y presenta
aumento de OTX2, pérdida de DDX31 y expresion alta de GFI1/GFI1B ), y 3y
(que ocurre en bebés y asociado con altas tasas de metdstasis y amplificacion

de MYC)~

Grupo 4

Los tumores del grupo 4 representan aproximadamente el 35 % de todos los
MB y son el subgrupo mas frecuente. En general se presentan en la nifiez y
adolescencia, presentando mayor incidencia en hombres (proporcion 3:1,
hombre:mujer). Estos tumores presentan un prondstico intermedio, similar al
del subgrupo SHH. Presentan un 40 % de metastasis al momento del
diagnostico® %°,

Las similitudes que tienen las células del subgrupo 4 con las células en cepillo
unipolares son transcripcionales, por lo que se propone que estas podrian dar
origen a las del subgrupo 42.

Las mutaciones somaticas comunes son raras en este grupo, sin embargo,
destacan las mutaciones en los genes KDM6A, ZMYM3, KTM2C y KBTBD4, pero
son pocos comunes?.

Recientemente se ha reconocido la heterogeneidad dentro de estos
subgrupos y se ha sugerido que el meduloblastoma podria clasificarse hasta
en 14 subgrupos, sin embargo, aun es comun utilizar solo 4 subgrupos

principales?.

2.5 Vias de sefializacion/regulacion afectadas
Actualmente se considera que las vias carcinogénicas mas importantes

involucradas en los meduloblastomas son:

-Sonic Hedgehog (SHH)
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La via Hedgehog tiene un papel importante en la fase embrionaria, ya que
participa en el mantenimiento de las células madre; se asocia al desarrollo de
las extremidades y el sistema nervioso central, algunos de los canceres en los
que se ha informado la mutacién de este gen son: mama, pulmadn, higado,
colon, estdmago, y meduloblastoma, entre otros, este hallazgo lo hace
atractivo como blanco terapéutico en el tratamiento contra el cancer 121314,

Cuando la via de seializacion de Hedgehog esta inactiva el receptor
PATCH1 reprime la actividad de SMO manteniéndolo en una vesicula
intracelular, alejado de la superficie de la célula también cuando estd
inactivada la via, las proteinas GLI 2 y 3 estdn asociados con la proteina SUFU,
las proteinas PKA, CK1 y GSK3 B fosforilan a la proteina GLI y cudndo esta
proteina esta fosforilada es procesada por el proteosoma y se divide en dos
versiones, esta es la forma represora al transcribirse, sin actividad no hay
sefial interna®.

En la figura 2 se muestra la activacion de esta via; inicia cuando SHH se une a
PTCH1 eliminando el efecto inhibitorio de PTCH1 sobre SMO, posteriormente
SMO es fosforilada por CK1, activando factores de transcripcion de proteinas
G, esto permite que SMO se traslade hacia la superficie de la célula, lo que
genera que las proteinas GLI se asocien a KIF7, separando a la proteina GLI de
la proteina SUFU, de esta forma las proteinas GLI estdn completasy se
desplazan al nucleo, se unen al DNA e inducen la expresién de los genes

implicados en la proliferacién celular, angiogénesis, supervivencia, etc>.
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Figura 2. Via de sefializacion HH en mamiferos. Via Sonic Hedgehog activada. Imagen
modificada de 12.

Las amplificaciones y mutaciones de los componentes de la via Hedgehog
(GLI1, GLI2, PTCH1, SMO y SUFU) son impulsores comunes en los casos de
meduloblastoma SHH, pues juegan un papel importante en el desarrollo del

cerebelo®.

-WNT/B-catenina

La familia WNT consta de glicoproteinas ricas en cisteina que actian como
receptores. Algunas de las funciones implicadas con esta via son: regulacion
de las células madre, organogénesis y supervivencia celular. La activacién de
esta via puede generar de dos maneras: la via candnica o dependiente de
WNT/B-catenina y la via no candnica o independiente de WNT/B-catenina (la

cual incluye la via WNT/Ca* y polaridad celular planar)™ ¢,
Via WNT/ B-catenina candnica.
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En la figura 3 se muestra la via activada. Cuando el ligando WNT se une al
receptor Frizzled, LRP es fosforilada lo que genera la unién de axina, GSK3B y
Dvl (del inglés Disheveled) esto implica el bloqueo de la fosforilacion de B-
catenina por Axina, a su vez suprime la formacién del complejo de destruccion
(conformado por Axina, GSK3 B, CK1 y APC), promoviendo la traslacidn de B-
catenina al nucleo, donde se encuentran los factores de transcripcién TCF/LEF

y otras proteinas colaboradoras que promueven la expresién de genes diana®
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Figura 3. Via WNT/ 8-catenina candnica. Via activada. Imagen basada en 15, 16y 17

Esta via regula varios procesos fisioldgicos en el desarrollo y su alteracion
repercute en la embriogénesis, la polaridad, migracidon y diferenciacion
celular, un mal funcionamiento de esta via se manifiesta en regeneracién de
heridas e inflamacién y en casos mds serios en carcinogénesis y desarrollo de

enfermedades degenerativas®.
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Via independiente a B-catenina, via WNT/Ca?*

La seializacion de WNT a través de los receptores Frizzled también puede
provocar la liberacidn de calcio intracelular. La unién de WNT a frizzled induce
el aumento de concentracion de moléculas se sefializacion intracelular: Ca**
IP3 (inositol trifosfato) y DAG (diacilglicerol). Se desconocen los genes exactos
activados por la via WNT/Ca?*, pero parece estar involucrado el NF-AT, un
factor de transcripcion regulado por la proteina fosfatasa calcineurina
dependiente de calcio/calmodulina ademas del factor nuclear kB (NF- kB). La
via WNT/Ca?* es importante para la adhesion celular y el movimiento celular

durante la gastrulacién® 8,
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Adhesion celulary mavimiento

NE-AY NF kB

Figura 4. Esquematizacion de la via independiente a 8-catenina, mediante la via WNT/Ca2+.
Basada en 15y 18

PI3K/AKT/NF- kB

La via de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) /AKT es un regulador clave en la

supervivencia celular, ayudando a las células tumorales a sobrevivir en un
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microambiente con limitaciones de nutrientes y oxigeno, al igual que un pH
bajo. Se divide en dos subclases: IA (PI3K a, B y 8), activada con la proteina
tirosina cinasa y IB (PI3K y) la cual se activa mediante proteinas G. Dicha via
estd implicada en procesos como crecimiento celular, progresion del ciclo
celular y metabolismo celular, por estos motivos es un marcador de
crecimiento competitivo, capacidad metastdsica, angiogénesis y resistencia a
la terapia. Esta via de sefializacidon se ha encontrado activa en cancer de ovario,

mama, gastrointestinal, glioblastoma entre otros® %,

2.6 Clasificacion de tratamiento
El tratamiento de MB provoca graves consecuencias en el desarrollo del

sistema nervioso central, por lo que clasificarlo involucra el riesgo de
progresion, la agresividad de la enfermedad y la intensidad de la terapia. En
general, los resultados en nifios mayores de 3 afios con meduloblastoma han
mejorado significativamente en los ultimos 40 afos posterior a la radioterapia
(RT) craneoespinal y la quimioterapia multifactorial, después de una reseccion
mayor. Desafortunadamente, los nifios que sobreviven experimentan muchos

efectos debilitantes a largo plazo*® 7.

La reseccién tumoral fue el primer procedimiento que se efectué aumentando
la supervivencia del paciente. La radioterapia craneoespinal se habia
practicado para tratar la recurrencia metastasica de manera espontanea hasta
gue en 1953 se describié que la supervivencia mejoraba en un 40%. En
pacientes mayores de 5 afios se aplica la radioterapia a todo el eje
craneoespinal para tratar la metdstasis. Los pacientes que no presentan
metdstasis reciben dosis de 23.4 Gy de radiacién y un refuerzo de 5.0 Gy en el

lecho del tumor?.

En el caso de la quimioterapia los ensayos comenzaron en la década de 1970
el tratamiento ha mejorado la supervivencia a 5 afios a un 60 %. Los regimenes

de terapia se determinan por la edad del paciente, la idoneidad para la
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radioterapia y el riesgo; por lo general el tratamiento estandar comienza con
vincristina seguido de cisplatino y ciclofosfamida o lomustina, aunque en otros
ensayos también incorporan metotrexato?. Lamentablemente para los
pacientes de alto riesgo no se ha definido un régimen de quimioterapia
Optimo. En pacientes menores a 5 afos la quimioterapia farmacoldgica se
utiliza para retrasar la radioterapia puesto que el riesgo de deterioro
neurolégico impide el uso de radioterapia. El reposicionamiento de los
farmacos permite acelerar las opciones de nuevas terapias de baja toxicidad,
ya que actualmente el 70 % de los pacientes sobrevive hasta 5 anos, pero la

mayor parte de las veces tienen efectos secundarios duraderos®.

2.7 Descripcién de tratamiento con metformina como adyuvante
La metformina (MET) es una biguanida sintética, derivada de la galegina, la

cual se puede obtener de la planta Galega officinalis. Su uso habitual es para
tratar la diabetes tipo 2, debido a que es capaz de regular mecanismos de
accion de obtencién de energia; reduce los niveles de glucosa en la sangre, al
anular la gluconeogénesis en el higado y aumentar la captacion de glucosa en
el musculo esquelético; mejora la sensibilidad a la insulina al aumentar la
captacién y el uso de glucosa periférica; inhibe la sintesis de proteinas, acidos
grasos y colesterol, asi mismo aumenta la utilizacién de 4cidos grasos libres #
23, 25_

Existen evidencias que revelan su efecto anticancerigeno, pues en numerosos
tipos de cancer se encontré una mortalidad baja en pacientes que eran
tratados con metformina en contraste con los tratados Unicamente con los
medicamentos antineoplasicos tradicionales, ademas se encontré una mejora
en la respuesta a los cdnceres tratados con quimioterapia. Este hallazgo
generd curiosidad sobre el uso de la metformina, desde inicios del siglo XXI a
la fecha se han realizado estudios para explicar el mecanismo mediante el cual
la metformina reduce, ataca y retiene la formacién de nuevos tumores en

monoterapia y en terapia combinada®® 2% 25,
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En la figura 5 se explica el mecanismo de accién de la metformina, iniciando
con la captacion de metformina a través del transportador OCT;
posteriormente la metformina entra a la mitocondria e inhibe el complejo 1
de la cadena trasportadora de electrones, cambiando las proporciones de
ADP: ATP y AMP:ATP lo que genera la activacion de AMPK; 3. AMPK se puede
activar mediante un mecanismo lisosomal (el cual no esta especificado en este
esquema); simultadneamente el aumento de la proporcién AMP:ATP inhiben la
fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa), después AMPK fosforila ACC1 y ACC2, lo
gue inhibe la sintesis de grasas y promueve su oxidacidn, ademds de mejorar
la resistencia a la insulina; AMPK fosforila la fosfodiesterasa ciclica 37,5’

especifica de cAMP 4B (PDE4B), reduciendo el cAMP?,

El metabolismo celular cambia de gluconeogénesis a glucdlisis mediante el
aumento de cAMP a través de la activacion de proteina quinasa A (PKA),
ademas inactiva PFKFB1, lo que provoca la disminucién de la fructuosa-2,6-
bisfosfato (F2,6BP), activador de PFK y e inhibidor de FBPasa; posteriormente
PKA también fosforila e inactiva piruvato cinasa (Pyr K); seguido de la
fosforilacién de la proteina de unién al elemento de respuesta cAMP del factor
de transcripcion (CREB). Finalmente, la fosforilacion de CRTC2 por AMPK hace

que CRTC2 se mantenga en el citoplasma?®.
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Figura 5. Esquema del mecanismo de accion de la metformina: Traducido de 25.

2.8 Capacidad clonogénica
La clonogenicidad es la capacidad de las células tumorales para proliferar y

formar colonias; un ensayo de clonogenicidad evalia ademds de estas
caracteristicas la capacidad de autorrenovacién y diferenciacidon después del

tratamiento con un agente citotéxico?2.

3. Justificacién/ Definicion del problema

De acuerdo a la clasificacion gendmica podemos diferenciar al
meduloblastoma en cuatro grupos: Sonic Hedgehog (SHH), WNT, grupo 3

(amplificaciéon MYC) y grupo 4 (genes heterogéneos) dentro de estos
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subgrupos el que presenta prondsticos mas favorables es el grupo 2 (WNT), vy
el mas agresivo es el tipo 3, éste ultimo se presenta mayoritariamente en
bebés y nifios pequefios, ademds de presentar una tasa alta de metastasis al
momento del diagndstico (40-45 %), presenta un porcentaje de supervivencia
menor al 60% a los 5 afios. Existen diversos estudios que han mostrado una
relacidn entre la incidencia del cancer y la diabetes tipo Il, puesto que se ha
reportado la disminucidn en la formacidon de tumores y metdastasis en
pacientes que son tratados con metformina a diferencia de los pacientes que
solo presentan cdncer al momento del diagndstico. La linea celular D-283 es
una linea amplificada con MYC (subgrupo 3) por lo que en este estudio se
propone evaluar el efecto de la metformina sobre la capacidad clonogénica
del subgrupo con peor prondstico y su uso como tratamiento adyuvante en el

meduloblastoma.

4. Hipotesis

El tratamiento con metformina disminuird la capacidad clonogénica de la

linea celular D-283.

5. Objetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento con metformina sobre la capacidad

clonogénica de la linea celular de meduloblastoma D-283.

6. Material y métodos

6.1.1 Cultivo celular
Lineas celulares D-283 y MCF-7

21



Las lineas celulares MCF-7 y D-283 proporcionadas por el Instituto de
Pediatria, México, se adquirieron de American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, EUA). Se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) con glucosa y Eagle Minimun Essential Medium (EMEM)
adicionado con L- glutamina respectivamente; suplementado con suero fetal
bovino (FBS, del inglés fetal bovine serum) al 10 % adquirido de ATCCy 0.25 %
Penicilina/Estreptomicina como antibidtico, adquirido de Gibco (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Los cultivos celulares se incubaron a

37°C con una concentracion de CO, del 5 %.

6.2.1 Métodos de cultivo celular
Las células D-283 se trabajaron en un numero de pase 7, mientras que las

células MCF-7 a un numero de pase 15. La manipulacidn de las lineas se realizé
en un ambiente estéril en una campana de flujo laminar (Airecard, modelo No.

UN-126-300), ademas se realizd proceso de asepsia con etanol.

6.2.2 Ensayo de proliferacion celular

Se preparé una suspensién de 500 células/pozo para administrar el
tratamiento en 5 placas de 96 pozos de la siguiente forma: se prepararon
soluciones de metformina de 20 uM, 50 uM, 100 uM y 2 mM a partir de una
solucién stock de 2 M.

Determinacion del nimero de células vivas: se utilizaron triplicados por
condicidn, se despegaron las células por tripsinizacion y se incubaron con azul
tripdn (0.4 %), para contarlas se utiliz6 un hemocitdmetro. Las

determinaciones se realizaron a las 24 h, 72 h, 6 dias, 9 dias y 14 dias.
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6.2.3 Ensayos de viabilidad celular: MTT

Se prepard una suspension de 500 células/pozo, en placas de 96 pozos. Se
incubaron con metformina a una concentracién final de 20 uM, 50 uM, 100
KMy 2 mM a partir de una solucidon stock de 2 M, durante 24 h, 72 h, 6 dias, 9
dias y 14 dias. Se prepard la solucién de bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo
(MTT del inglés Tiazolil Blue Tetrazolium Bromide, lote MKCF0652): 5 mg/mL
de PBS en la campana, se afadié 10 uL a cada pozo y se incubd 3 h en
condiciones estandar de temperatura y CO;. Se aspird el medio y se
solubilizaron los cristales de formazan con DMSO incubados 1 h a 37°C. El
reactivo MTT (amarillo) atraviesa la membrana celular y mitocondrial, la
enzima succinato deshidrogenasa lo reduce formando un compuesto azul
violeta (formazan) insoluble, este ensayo es un indicador de viabilidad, pues

la reduccion se realiza en células metabdlicamente activas *> 2°.

6.2.4 Ensayo de crecimiento independiente de anclaje

Este ensayo evalia la capacidad de las células para crecer de forma
independiente sobre una superficie sélida (sello distintivo de la
carcinogénesis), permite la evaluacidon semicuantitativa de esta capacidad
bajo distintas condiciones de tratamiento, ademas, es sustituto in vitro parala
formacién de tumores in vivo en estudios de xenoinjertos, lo que ha permitido
que sea de mucha utilidad en estudios para desarrollar farmacos nuevos y
experimentar con los ya existentes para tratamiento contra el cancer® 730,
Se precalentaron 30 mL del medio a 46°C en bafio Maria, simultaneamente se
calentd agarosa al 5 % en el microondas por 2 minutos, revisandolo cada 30
segundos.

Preparacion de la fase A: Se mezclaron 27 mL de medio precalentado con 3 mL

de agarosa liquida, en seguida se agregd 600 uL de esta solucién a cada uno
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de los platos de una caja 12 pozos, se regreso la fase A al bafio Maria de 46°C
por 30 minutos, durante este tiempo se contabilizé la cantidad de células para
realizar una suspension de 40,000 células/mL requerida en el ensayo.
Preparacion de la fase B: Se mezcld 5 mL de la fase A con 3 mL de la suspension
anterior, se resuspendié y se agregd 600 pL a cada pozo y esperar por 30
minutos.

Se agregar 200 uL de medio de cultivo e incubar a 37°C, 5 % CO; por semana y
media, cambiando el medio cada 3 dias.

Tincion de colonias: se prepard una solucion de 5 mL de glutaraldehido al 0.5
% en PBS, se realiz6 una solucion de cristal violeta al 0.025 % en metanol al 20
%. Se retird el medio de la caja, en seguida se agregé 300 ul de la solucién de
glutaraldehido a cada pozo, se fijé por 10 minutos. Se retird el glutaraldehido
y se lavé una vez con PBS 1x. Se agregaron 400 uL de cristal violeta al 0.025 %
y se tifié por hora y media, pasado ese tiempo se realizaron lavados con PBS y
se dejo toda la noche, al dia siguiente se lavd, se observd la placa al

microscopio y se analizé con el programa Imagel.

7. Resultados

7.1 Ensayos de viabilidad celular
Se investigo el efecto citotdxico que ejerce la metformina sobre las células D-

283 a diferentes concentraciones durante 14 dias como se observa en la Figura
6. Se incubaron 5 cajas con una cantidad inicial de 500 células/pozo, se
realizaron triplicados de cada condicidon (control, sin administraciéon de
metformina; MET 20 uM; MET 50 uM; MET 100 uM y MET 2 mM) y se realizd
el ensayo de MTT a las 24 h, 72 h, 6 dias, 9 dias y 14 dias. Finalmente se calculé

el porcentaje de viabilidad con respecto al control.

24



120

100

®
< 80 —e— Control
'_rEU 60 —e—20uM
> 40 50 uM
X

20 100 uM

0 —e— 2000 uM
0 5 10 15

Dias

Figura 6. Ensayo de viabilidad de linea celular D-283 incubada a diferentes concentraciones de
metformina, durante 14 dias. Los datos se muestran como promedio + DE n=3.

7.2 Ensayo de proliferacion celular

Las células se incubaron con diferentes dosis de metformina, durante 24 h, 72
h, 6 dias, 9 dias y 14 dias, al finalizar el tiempo correspondiente se contaron
las células con azul tripan (0.4 %) utilizando un hemocitémetro.

El tratamiento de células con metformina durante 14 dias provocé la
disminucién del numero de células (Figura 7), sin embargo, este efecto sélo
fue apreciable a altas concentraciones (MET 100 uM y MET 2 mM). La Figura
7 indica que la cantidad de células D-283 se mantiene constante en los
primeros 6 dias para todas las condiciones. Sin embargo, en los dias
subsecuentes el control y las células tratadas con una concentracién de
metformina 20 uM y 50 puM aumentan significativamente, por lo que al
parecer a concentraciones bajas la metformina no reduce la proliferacion

celular, el efecto de reduccién se hace evidente a partir de 100 uM.
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Figura 7. Ensayo de proliferacion linea celular D-283 incubada con diferentes concentraciones
de metformina, durante 14 dias. Los datos se muestran como promedio + DE n=3.

7.3 Ensayo de crecimiento independiente de anclaje

Se realizaron cuadruplicados de cada condicién (control, sin administracion de
metformina; metformina 50 uM y metformina 200 uM) durante dos semanas,
posteriormente se tomaron fotos y a través del software Image J se contaron
el nimero de colonias en cada pozo. En la Figura 8 se presenta la grafica del
numero de colonias, en la que se aprecia un menor nimero de colonias
formadas de la linea celular MCF-7 en relacidn con el aumento de
concentracién de metformina; especificamente podemos estimar un
promedio de colonias de 612.5 para el control, 345 para metformina 50 uM y
252.7 para metformina 200 uM.

En cuanto a las imdgenes se aprecia una disminucién en el tamafio de las

colonias inversamente proporcional a la concentraciéon de metformina.
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Figura 8. Ensayo de crecimiento independiente de anclaje independiente células MCF-
7 incubadas con diferentes concentraciones de metformina. Los resultados se
muestran como promedio + DE n=4.

Ensayo de crecimiento independiente del anclaje en células D-283
Del mismo modo para la linea celular D-283 se realizaron cuadruplicados para
cada condicion, después de dos semanas se capturaron las imagenes y se
cuantificaron mediante el software Imagel, los resultados no muestran
cambios significativos a baja concentracién de metformina (50 pM) sin
embargo a una concentracion mas alta (200 pM) si se presenta una
disminucién en el nimero de colonias, aunque no fue estadisticamente

significativa.

Se observaron diferencias entre las lineas celulares MCF-7 y D-283, esta Ultima

mostré una naturaleza mas resistente al tratamiento con metformina, aunque
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en general los resultados fueron una disminucién de colonias en ambas lineas,
el efecto de la metformina en las células MCF-7 se reflejé a una concentracion

mas baja en comparacién con las células D-283 (Figura 9).
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Figura 9. Ensayo de crecimiento independiente de anclaje independiente células D-283
incubadas con diferentes concentraciones de metformina. Los resultados se muestran como
promedio *+ DE n=4.
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8. Discusion

Varios tipos de cancer, incluido el meduloblastoma, se caracterizan por la
activacion de la proteina blanco de rapamicina en mamiferos (mTOR). La
metformina, un farmaco cominmente utilizado para reducir los niveles de
insulina en la sangre y revertir la resistencia a la insulina modula AMPK, por lo
que puede ser (til para el tratamiento del meduloblastoma?®?.

Dentro de los mecanismos de accion de la metformina se encuentra la
activacion de la enzima AMPK y como consecuencia la supresion de la
actividad de mTOR mediante la via PI3K/AKT/mTOR, la cual es importante en
procesos fisiolégicos como proliferacién, diferenciacion y supervivencia

celular, asi como metabolismo y angiogénesis® 1% 2021,

Se ha demostrado que el tratamiento con metformina es selectivo para las
células madre cancerosas en comparacién a las no cancerosas, la metformina
erradica las células de adenocarcinoma mamario humano en células
radiorresistentes mediante la activacion de AMPK.'® En diversos estudios se
ha demostrado que el tratamiento con metformina en pacientes diabéticos
tipo 2 suprimié el cancer de mama, ademds disminuyé la mortalidad
relacionada al cdancer. Adicionalmente en la coadministracién con

quimioterapia los resultados fueron mas favorables® 33 3¢,

Con base en lo anterior se eligieron las células MCF-7, derivadas de cancer de
mama, como control para estandarizar las técnicas adecuadamente.

Para el modelo in vitro de meduloblastoma se utilizo la linea celular D-283, la
cual representa el grupo 3 de meduloblastoma, asociado a una tasa alta de
metastasis al momento del diagnéstico (40-45%), por lo general se manifiesta

en nifios pequefios y bebés y la supervivencia a los 5 afios es menor de 60 %%

11
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En los resultados obtenidos se observa que el tratamiento con metformina no
tiene efecto sobre la viabilidad de las células D-283 a las concentraciones
utilizadas. Al ser la metformina un inhibidor del complejo | mitocondrial, lo
cual puede afectar los resultados del ensayo MTT?¥, se decidié realizar el
ensayo de proliferacién contando las células con un hemocitometro vy
utilizando azul tripan. Con esta segunda metodologia se pudo observar la
disminucién en la proliferacidn de las células D-283 tratadas con 100 pM y 2

mM de metformina.

La disminucién de la capacidad clonogénica se observd en ambas lineas
celulares, sin embargo, en las células MCF-7 se presentaron cambios a dosis
bajas de metformina, mientras que en las células D-283 solo se aprecia el
efecto en las concentraciones mas altas. La diferencia en la respuesta de las
células D-283 y MCF-7 a la metformina, es mas evidente en la capacidad
citotéxica y antiproliferativa de la metformina. De acuerdo a trabajos previos
para las lineas celulares de cancer de mama, la metformina si produce muerte

celular en este tipo de lineas tumorales®.
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A. Linea celular D-283 B. Linea celular MCF-7
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Figura 10. Esquematizacion de los genes alterados: (A) linea celular D-283, (B) linea celular
MCF-7, en la interseccion se muestra la alteracion de los genes que se presentan en ambas
lineas celulares. Basado en 32 y 33.

Como se aprecia en la Figura 10 y de acuerdo con la base de datos Cell Model
Passports, dentro de la expresion de los genes alterados presentes en la linea
celular MCF-7 y ausentes en la linea celular D-283 destaca el gen PIK3CA.

En la linea celular MCF-7 se encuentra sobre-expresado el gen PIK3CA, esto
genera mayor cantidad de la enzima fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), esta
enzima se encuentra relacionada con la via AKT/mTOR. La proteina mTOR es
un modulador del crecimiento, su inhibicion farmacolégica se asocia a efectos
anti-proliferativos?.

En estudios preclinicos la metformina reduce la proliferacion de células
cancerosas e induce la muerte clonogénica; se demostré que la metformina
suprime la proliferacién de las células cancerosas de adenocarcinoma

mamario humano (MCF-7), a través de la activacion de AMPK y la supresién
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de mTOR. Tanto AMPK como mTOR controlan el estado energético de la célula
mediante la proporcion ATP:AMP regulando al unisono procesos del
crecimiento celular. La via PI3K/AKT/mTOR muy frecuentemente estd mutada
en células cancerosas lo que conduce a una desregulacidn del ciclo celular y
por consiguiente genera una proliferacion desmedida, diferenciacién y
supervivencia celular. Esta diferencia en uno de los blancos indirectos de la
metformina podria explicar la diferencia entre la respuesta de las células MCF-

7 y las D-283 en las cuales esta via no se encuentra alterada.

Algunos autores sugieren que el potencial también se debe a la disminucidn
de hiperinsulinemia, limitando la expresion de diversos factores de
crecimiento semejantes a la insulina, ademas el bloqueo de vias de

sefializaciéon dependientes de AMP, la principal la via mTOR 20 2% 24,27, 38

9. Conclusion y perspectivas

9.1 Conclusiones
El tratamiento con metformina a dosis altas disminuye la proliferacion celular

y la capacidad clonogénica de las células D-283.

9.2 Perspectivas

De acuerdo a los resultados seria interesante analizar la participacién de la via
de sefializacién PI3K/AKT/mTOR en la capacidad clonogénica y la respuesta a

metformina en las células D-283.

9.2.2 Ventajas, desventajas y retos
Uno de los problemas que enfrentan los profesionales de la salud en cuanto

al tratamiento oncolégico es que los farmacos quimioterapéuticos son
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altamente tdxicos para los pacientes, esto se manifiesta a través de vomito,
fatiga, pérdida de apetito, etcétera; sin embargo, a dosis bajas los farmacos
no tienen el efecto deseado, coadministrar farmacos que puedan combinarse
y disminuir los efectos secundarios es de gran relevancia pues mejora el
prondstico del paciente. Se ha demostrado un efecto favorable de la
metformina en diversos tipos de cdnceres, a pesar de que en el
meduloblastoma tipo 3 no seria de mucha utilidad, en otros subgrupos en
donde la via AKT/mTOR (como en el caso del subgrupo SHH) puede colaborar

a un prondstico mas favorable.
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