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Resumen

El Glioblastoma Multiforme (GBM), representa la causa principal de morbilidad y
mortalidad en la practica neurolégica. Hay poca evidencia del déficit cognitivo y
conductual. El tratamiento farmacolégico utilizado hasta la fecha no ha logrado
modificar la sobrevida de los pacientes. Es por esto, que se sigue trabajando en la
busqueda de tratamientos farmacolégicos que mejoren la calidad de vida,
disminuir el costo y los efectos secundarios Por otra parte, se sabe que el RU486
inhibe la angiogénesis, es citostatico, apoptotico y antiproliferativo. De tal manera
que, los objetivos de este trabajo fueron: observar la alteracion motriz en un
modelo experimental de GBM en ratas, asi como el efecto de la administracion in
situ del RU486. Se utilizaron ratas wistar macho. Para estandarizar el modelo, las
ratas se agruparon como sigue: tumor con agar y tumor sin agar. Mediante cirugia
estereotaxica se hizo la microinyeccion de células C6 con agar (2%) y células sin
agar en corteza motora primaria (AP=+1.6, L=+3.0). Los animales fueron
sacrificados a los 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias, para medir el crecimiento del tumor. En
un segundo grupo de ratas se realiz6 la microinyeccion de células C6 y se dejaron
20 dias de crecimiento del tumor. Se analizé el efecto del RU486 sobre el area
tumoral con las siguientes concentraciones (1uL, i.c. durante 7 dias) 10, 20, 40,
100 uM y vehiculo (propilenglicol). Después los animales fueron sacrificados, se
obtuvo el cerebro con tumor y se realizdé el analisis histopatoldgico con la tincion
Hematoxilina-Eosina. Se midi6 el area tumoral con el software IM500 (Leica). Se
registro el peso de las ratas durante los dos experimentos. Antes y después de la
administracion del RU486 se realizaron las pruebas conductuales de trepado,
fuerza de la pata derecha y reflejo de enderezamiento. Se observd un incremento
significativo de los 2 a los 10 dias en el grupo sin agar (P<0.0001). Hubo un
incremento significativo en el peso de las ratas en el grupo con agar (P=0.0001).
El RU486 disminuyd el area tumoral en todas las concentraciones (P<0.0001).
Hubo diferencias significativas (P<0.0001) en el peso de las ratas en las
concentraciones de 20 y 40uM con respecto al vehiculo. En las pruebas de
trepado (P<0.0001) y fuerza (P=0.0001) antes del tratamiento con el RU486, se
observaron diferencias significativas. Conclusiones: se estandarizé el modelo
experimental de GBM en ratas. El RU486 podria ser un farmaco coadyuvante para
el tratamiento del GBM. La motricidad en las ratas se vio poco alterada antes y
después del tratamiento con el RU486.

Palabras clave: Glioblastoma Multiforme, Alteracion motriz y RU486.



INTRODUCCION

Los tumores cerebrales son una masa anormal de tejido formado por la
proliferacion incontrolada de células en el cerebro (Gladson et al., 2010); se
clasifican en funcion de su origen, grado de infiltracion en el tejido nervioso y
malignidad (Portellano., 2005). Los tumores cerebrales constituyen un apartado de
gran interés no solo por ser una de las principales causa de muerte, en la practica
neuroldgica (Salcman., 2001), sino porque provocan trastornos en las funciones

cognitivas y del comportamiento (Portellano., 2005).

El Glioblastoma Multiforme (GBM) se define como un tumor infiltrante, con alto
indice de malignidad y la expectativa de supervivencia de los pacientes
diagnosticados con éste tumor es muy limitada, ya que tan solo el 1% de los
pacientes sobreviven mas de cinco afios después de su diagndstico (Portellano.,
2005). Los métodos de tratamiento para el GBM incluyen la cirugia (Holland,
2000), la quimioterapia, la radioterapia (Fogh et al., 2010) y la inmunoterapia
(Holland., 2000); estos tratamientos pueden ser aplicados en forma unica o
combinados (Kanu et al.,, 2009). En la actualidad, la mayoria de las
investigaciones clinica o basica conducen al desarrollo de tratamientos mas
efectivos y esto conlleva al desarrollo de farmacos cada vez mas potentes y con
efectos secundarios. Con base en lo anterior, los efectos secundarios que
producen estos farmacos, siguen siendo los principales limitantes para su uso,
ademas que representan altos costos (Holland., 2000). A pesar de que se han
reportado las diversas alteraciones motrices ocasionadas por los tumores

cerebrales (Portellano., 2005), no se han desarrollado trabajos experimentales



sobre alteraciones como la paresia, la espasticidad y los reflejos anormales que
ocasiona este tumor, debido a que el GBM produce diversos sintomas y
alteraciones neuropsicologicas. La importancia en la investigacion basica es
encontrar un tratamiento que sea de bajo costo y que ocasione menos efectos
secundarios sin contemplar aun mejorar las alteraciones neuropsicoldgicas

ocasionadas por el GBM en los pacientes.

Recientemente, diversas investigaciones han mostrado la efectividad de farmacos
como la Casiopeina IlI-gly (Trejo-Solis et al., 2005), el (R, R")-4metoxi-1-
naftilfenoterol (Bernier et al., 2013), inhibidores de la aromatasa (Dave et al.,
2015), entre otros. De igual forma, han mostrado la efectividad de la Mifepristona
(RU486) contra células tumorales en estudios tanto in vivo como in vitro abriendo
un camino mas para la investigacion de farmacos anticancerigenos con derivados
hormonales (Atif et al., 2011, Tieszen et al., 2011, Bakker et al., 1987, Pinski et al.,
1993, Michna et al., 1992, Wiehle et al., 2007, Goyeneche et al., 2007, Tian et al.,

2008, Moe et al., 2009 y Llaguno-Munive et al., 2013).



CAPITULO |

ANTECEDENTES

Tumores cerebrales

Las neoplasias cerebrales se definen como lesiones expansivas benignas
(neoplasias que no causan metastasis) o malignas (neoplasias que causan
metastasis), cuyas células se multiplican de manera irrestrictiva y forman una

masa dentro de la cavidad craneal o raquidea (Lapuente et al., 2010).

El andlisis histopatolégico ha permitido clasificar a los tumores cerebrales. Esta
clasificacién es complicada debido a la capacidad de las células de convertirse en
malignas (El-Zein., 2005). Los tumores se originan a partir de las células
embrionarias primitivas del ectodermo dando lugar a subtipos dependiendo del
tipo celular que lo compone (Serrano., 2008 en Aguirre y Sotelo., 2008). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), clasifica a los tumores cerebrales en
base al caracter invasivo y a la malignidad, en: meningionas, meduloblastomas,
gangliogliomas, schwanomas (neurilemomas), cordomas y gliomas (astrocitomas,
oligodendrogliomas y ependinomas) (El-Zein., 2005). Sin embargo, en este trabajo

hablaremos solo de los gliomas.

Gliomas

Los gliomas son tumores derivados de células gliales, dentro de estos tumores
son mas frecuentes los que se originan como consecuencia de la proliferacion de

los astrocitos, oligodendrocitos o células ependimarias (Portellano., 2005).



Astrocitomas

Los astrocitomas representan la mayoria de los tumores cerebrales. La OMS
clasifica a los astrocitomas como: Grado | o astrocitoma pilocitico; Astrocitomas de
grado Il o fibrilares; Astrocitomas malignos anaplasicos de grado Ill con tendencia
a progresar a glioblastoma y Grado IV, astrocitoma difuso o Glioblastoma
multiforme (El-Zein., 2005); siendo el Glioblastoma Multiforme, de gran interés en

este trabajo.

Glioblastoma multiforme

El Glioblastoma Multiforme (GBM) (Fig. 1) es el tumor cerebral primario mas
frecuente en adultos y representa la causa principal de morbilidad y mortalidad en
la practica neuroldgica (Salcman., 2001). En México, es la tercera causa mas
frecuente de muertes relacionadas con cancer en hombres de mediana edad
(Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control de Enfermedades., 2011)

convirtiéndose en un problema de salud publica.
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Figura 1. Fotografia de un estudio de resonancia
magnética nuclear que muestra un GBM (circulo rojo)
(Hernandez-Reyna et al., 2010).
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El GBM es un tumor que presenta un crecimiento rapido y se diferencia de los
demas astrocitomas por presentar cambios, como pleomorfismo celular
(variabilidad de tamafio y forma del nucleo), atipia celular y nuclear, actividad
mitotica, necrosis con células en pseudoempalizada (acumulaciones de células
tumorales hipoxicas alrededor de un centro necrético, son el resultado de las
demandas metabdlicas del tumor y de la oclusién vascular) en la periferia y

microhemorragias (Jaramillo et al., 2010) (Fig.2).

Figura 2. Microfotografia del Gioblastoma Multiforme de Grado
IV con la Técnica de H-E, se muestra el area de necrosis (flecha
negra) y las células en pseudoempalizada (flechas amarillas)
(www.seap.es/documents/228448/524247/02_Ribalta.pdf).
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Etiologia

En la actualidad, no es clara la etiologia del GBM; en los ultimos afos se ha
avanzado en el conocimiento de los factores que producen, condicionan o se
asocian con su aparicion. Los estudios epidemioldgicos, clinicos y de biologia
molecular, han contribuido a la identificacion de sustancias quimicas, virus, genes
y agentes fisicos que actuan como carcindégenos. También se han establecido
condiciones particulares en los pacientes, como las diferencias ambientales,
hormonales, de resistencia inmunolégica y hereditaria, que aumentan la
susceptibilidad de cancer (Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control

de Enfermedades., 2011).

Epidemiologia

La mortalidad general en México en las ultimas décadas ha mostrado una
tendencia a la baja, los estudios demograficos y el ultimo censo de poblacion
realizado en el 2010 por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia e
Informatica (INEGI), ha registrado un total de 592 018 defunciones por tumores
cerebrales, que representa una tasa de mortalidad de 5.5 muertes por cada 1000
habitantes (Secretaria de Salud., 2012). En el afio 2012, los tumores cerebrales se
ubicaron dentro de la tercera causa de muerte en México segun la lista de la
Global Burden of Disease (GBD) propuesta por la OMS, teniendo un total de 73,
240 defunciones (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia e Informatica.,

2012).
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Actualmente, los informes disponibles revelan que los tumores cerebrales tienen
una frecuencia mayor en paises desarrollados. Sin embargo, algunos estudios han
mostrado que la disminucion en la mortalidad de pacientes con GBM coincide con
el acceso a los servicios de salud y con la introduccion de nuevas tecnologias
diagnosticas, tales como la resonancia magnética y la tomografia axial
computarizada, que han facilitado la identificacion de estos tumores (Lonn et al.,

2004).

Incidencia

Se ha visto que menos del 3% de todos los pacientes con diagnostico de GBM
sobreviven mas de cuatro afios y la sobrevivencia promedio es de seis meses

(Jelsma and Bucy., 1967 y Jaramillo et al., 2010).

Sintomas y alteraciones neuropsicolégicas

Segun Portellano (2005), el dolor de cabeza es habitualmente la primera
manifestacion. Otros sintomas consisten en falta de coordinacion y equilibrio,
vision doble y mareos, algunas veces puede llegar a causar crisis epilépticas,
vomitos y rigidez de nuca. El dafo cerebral progresivo que provoca el GBM se da
a causa de la readaptacion progresiva del tejido nervioso, produciendo efectos
directos sobre las funciones cognitivas y de la conducta. Los efectos directos del
GBM son consecuencia del crecimiento expansivo del tumor y la gravedad de los
efectos neuropsicoldgicos producidos dependera de la localizacion y tamafo. Sin
embargo, sabemos que el GBM no tiene una localizacién especifica debido a su

14



capacidad infiltrativa, proliferativa y migratoria de las células tumorales. A pesar de
esto, la localizacién del tumor es el factor que determinara el tipo de alteraciones
sensomotoras y cognitivas, dependiendo de su ubicacion en el encéfalo. Los
pacientes pueden manifestar alteraciones del estado de animo como apatia o
abulia que puede desencadenar en un sindrome pseudodepresivo (reduccién de la
espontaneidad motora y verbal, pérdida de iniciativa, menor productividad,
indiferencia efectiva y escasa emotividad), empobrecimiento de las funciones
cognitivas, trastornos del memoria, alteraciones visoespaciales, trastornos de la
conducta que pueden ser confundidos con un trastorno psicopatico como
desinhibicién, hiperactividad, agresividad, alucinaciones o trastornos de la
personalidad. También pueden ocasionar paresias (ausencia parcial del
movimiento voluntario), hipocinesia (disminucién del movimiento), trastornos

afasicos de tipo motor o alteraciones sensitivas o motoras.

15



Tratamiento del Glioblastoma multiforme

El tratamiento para los pacientes con GBM utilizado en la actualidad depende de
la edad del paciente, el tamafo del tumor y la localizaciéon del mismo (Hayat.,
2011). En general, el tratamiento mas eficaz para el GBM consiste en una
combinacion de: cirugia (Holland., 2000), quimioterapia con farmacos como la
Temozolamida (Hayat., 2011), radioterapia (Fogh et al., 2010) o terapia

angiogénica (Moscote et al., 2010).

La cirugia consiste en la reseccion total o parcial del tumor que va a depender de
la localizacion y la expansion del tumor, seguido de otros agentes terapéuticos
como las nitrosoureas, procarbazina, etopdxido, irinotecan y analogos derivados
del platino. Se ha visto, que la efectividad de estos agentes generalmente, suele
ser transitoria (Padros et al., 2006). La radiacion ionizante es la terapia mas
efectiva hasta el momento. Sin embargo, sigue siendo paliativa debido a la
radioresistencia (capacidad de los tejidos tumorales para soportar la irradiacion)
(Hayat., 2011). Por otro lado, la terapia antivascular es otro tipo de tratamiento
para los pacientes con GBM, esta terapia se basa en privar a las células de
oxigeno y de nutrientes evitando la formacion de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis), mediante el uso de un factor de crecimiento endotelial
antivascular, mejorando el prondstico de sobrevida libre de progresion de los

pacientes con GBM durante 6 meses (de Groot and Yung., 2008).

Por otro lado, en la investigacién basica, se han realizado diversos estudios con

modelos de tumores in vivo, en rata o ratones con el fin de encontrar un
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tratamiento mas efectivo que permita aumentar la sobrevida de los pacientes con
Glioblastoma Multiforme, asi como, disminuir los costos y los efectos colaterales
que ocasionan los tratamientos utilizados actualmente. Sin embargo, la induccion
de estos modelos han sido realizados de manera periférica es decir, los tumores
se han implantado en la pata (Trejo-Solis et al., 2005) y en la paleta de la rata
(Llaguno-Munive et al., 2013) con resultados significativos del tratamiento.
Reportes de Trejo-Solis y colaboradores., (2005) indican que el tratamiento con
Casiopeina ll-gly en ratas con la inoculacion subcutanea de células C6 en el dorso
de ratas, redujo el volumen del tumor de manera significativa. Adicionalmente,
Bernier y colaboradores., (2013) realizaron el mismo modelo con células C6
implantadas subcutaneamente pero en los flancos de ratones. Observaron que la
administracion sistémica del (R, R")-4-metoxi-1-naftilfenoterol, redujo la expresion
de proteinas reguladoras del ciclo celular, asi como el volumen del tumor de
manera significativa. Adicionalmente, Zhang et al.,, (2014) administraron
Temozolamida, terapia fotodinamica y/o la combinacion de Temozolamida y
terapia fotodinamica a ratas con microinyeccion de células C6 en corteza motora.
Estos autores encontraron que la combinacion de Terapia fotodinamica con
Temozolamida tuvo un efecto sinérgico, indicando que la combinacion puede ser
un posible tratamiento para el Glioblastoma Multiforme. Recientemente, Dave et
al., (2015) implantaron células C6 en cerebro de ratas Sprague-Dawley a las

cuales les administraron un inhibidor de la aromatasa (Letrozol) y observaron que
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este farmaco tiene efectos citotoxicos y disminuyo la actividad de la aromatasa.

También, observaron la disminucion del volumen tumoral después del tratamiento.

Por otro lado, Chicoine y Silbergeld (1995) determinaron la invasividad y migracién
de las células C6 con agar en la corteza de ratas Sprage-dawley y Wistar.
Encontraron que no hubo invasion y migracién de las células y observaron que el
tumor en las ratas Sprage-dawley crecié empaquetado en comparacion con las
ratas Wistar. El objetivo del trabajo fue microinyectar las células con agar para
controlar la migracion y proliferacion de las células cancerigenas. Sin embargo,
nos surgio la duda de si el modelo utilizado por Chicoine y Silbergerld cumplia con
caracteristicas similares al GBM en humanos, ya que una de las principales

caracteristicas del GBM es su alta capacidad migratoria y proliferativa.

Es por esto, que en este trabajo se decidié hacer dos grupos de ratas con células
C6 uno con agar y otro sin agar, para estandarizar el modelo utilizando el método
que realizaron Chicoine y Silbergeld. Ya que, las caracteristicas histopatologicas
del tumor formado con las células C6, son similares al GBM en humanos y que
representa un buen modelo para estudiar los mecanismos de accién de diversos
farmacos. Con base en lo anterior, se decidid realizar el modelo experimental de
GBM en Corteza Motora Primaria haciendo una comparacién del modelo de
células C6 inyectadas con agar (Chicoine y Silbergergeld., 1995) con la

microinyeccion de células C6 sin agar.
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Mifepristona o RU486

A principios de 1980, la identificacion de la Mifepristona (RU486), fue un
descubrimiento importante en la investigacion de esteroides, debido a que,
investigadores de la companfia farmacéutica francesa Roussel-Uclaff afirmaban
que habian encontrado un agonista y antagonista para las cinco clases de
hormonas esteroideas (estrogenos, andrégenos, mineralocorticoides, progestinas
y glucocorticoides) con posibles aplicaciones clinicas (Schaft., 2010). Este grupo
de franceses fueron quienes introdujeron por primera vez el uso de este farmaco
(Cadepond et al., 1997) como agente abortivo, finalmente después de varios afios
de prohibicion debido a problemas morales y politicos, en 1993 cedieron la licencia
a la Agencia de alimentos y medicamentos (FDA, Food and Drug Administration),
quienes en el ano 2000 proporcionaron la carta de aprobacion final que indicaba
que el RU486 es un farmaco eficaz y seguro para el uso clinico como agente

abortivo (Schaft., 2010).
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El RU486 6 Mifepristona (178-hidroxi-11B-(4-dimetilaminofenil)-17a-(prop-1-inil)-
estra-4,9-dien-3-ona), se deriva de la progestina estrano (Fig. 3); tiene un peso
molecular de 429.5 g/mol. Es insoluble en agua (pero se disuelve facilmente en
propilenglicol) y se absorbe rapidamente cuando se ingiere por via oral (Sitruk-
Ware and Spitz., 2003). El RU486 tiene alta afinidad tanto a los receptores a
progesterona (RP) como a los receptores a glucocorticoides (RG) (Cadepond et
al., 1997). Generalmente se utiliza como agente abortivo, anticonceptivo, asi como
en el tratamiento para la endometriosis, el cancer de mama, los meningiomas y en
el sindrome de Cushing (Cadepond et al., 1997). También, ha sido usado como
agente antiglucocorticosteroide para la depresion (Krishnan et al., 1992), la
ansiedad, la hipertensién arterial (Opoku and Kalimi., 1992), la obesidad (Hardwick
et al., 1989), el glaucoma (Munden and Schmidt., 1992) y recientemente ha sido
blanco de estudio por sus propiedades como antiproliferativo glial (Pinski et al.,

1993).

Figura 3. Estructura quimica del RU486
(Sitruk-Ware and Spitz, 2003).
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Metabolismo y excrecion del RU486

El RU486 se absorbe facilmente por via oral y la concentracion maxima en suero
se observa a partir de 1h post-administracion, tiene una vida media de 18 horas

(Heikinheimo et al., 2003) y su eliminacion es bifasica.

Mecanismo de accion

Todavia no se conoce bien el mecanismo de accion del RU486 (Horwitz., 1992),
aunque se sugiere, que actua a nivel del receptor de progesterona inhibiendo
preferentemente la actividad de la isoforma B del RP (Dijkema et al., 1998). En el
afo 2000, Camacho-Arroyo y colaboradores, realizaron un estudio sobre la
expresion de las isoformas del RP en tejido humano de cordomas, asi como en
astrocitomas de grado Il y IV, en el cual demostraron que los receptores a
progesterona tipo B (RP-B) se expresan en mayor proporcion que los receptores a

progesterona tipo A (RP-A).

Toxicologia

La farmacéutica Roussel-Uclaff llevd a cabo diversos estudios toxicolégicos para
comprobar la seguridad de la molécula para el uso en humanos. Después de
administrar el RU486 a roedores por un periodo menor a 6 meses, comprobaron
que el compuesto no es mutagénico y no tiene efectos toxicos con dosis de hasta
1000 mg/kg realizado en varias especies como roedores, conejos y monos
(Deraedt et al., 1985 en Sitruk-Ware and Spitz., 2003). En estudios de toxicidad
subcronica el RU486 no mostro toxicidad cuando se administré a roedores durante

30 dias y 26 semanas con dosis diarias de hasta 200 mg/kg o 125 mg/kg, pero
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tuvo efectos relacionados con el compuesto antihormonal y en ratas macho se
observé disminucidon en el peso de la vesicula seminal y prostata debido a los
efectos antiandrogénicos (Sitruk-Ware and Spitz., 2003). En cambio, en humanos
los efectos secundarios varian dependiendo del uso terapéutico, entre ellos son:
hipertension, prurito, rash, hipoglicemia, constipacion, disminucion del apetito,
somnolencia, ansiedad, sinusitis, hipotension, taquicardia, diarrea, anemia,
discinesia, pérdida de la conciencia, fatiga, dolor abdominal, calambres, nausea y

vomito (Sarkar., 2002).

Estudios in vitro e in vivo del RU486

En estudios in vitro se ha visto que el RU486 tiene efectos antiproliferativos
cuando la concentracion de progesterona es baja (10 y 20 umol/L) y es mimético
cuando es alta (40 y 80 pymol/L) con células SK-N-AS, de neuroblastoma humano
(Atif et al., 2011). Adicionalmente, Tieszen et al., (2011), también encontraron que
el RU486 inhibe el crecimiento de diferentes lineas celulares del sistema nervioso
(meningioma y glioma), asi como de lineas de cancer de mama, préstata, ovario y
hueso con un efecto citostatico (inhibicion de la multiplicaciéon y crecimiento
celular) a concentraciones de 5y 10 uM y apoptético (muerte celular programada
desencadenada por sefales controladas genéticamente) a concentraciones de 20,

30 y 40 M.

Por otro lado, Bakker et al., (1987), encontraron que en los tumores mamarios
inducidos en ratas asi como, en el estudio de cultivo de células MCF-7, el

tratamiento con el RU486 inhibié de manera importante el crecimiento tumoral. Se
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ha reportado que el RU486 después del tratamiento disminuyo el volumen tumoral
e incrementd de manera significativa el peso de los ratones con un tumor inducido
con la linea celular de glioma de humano U87MG. Ademas, Pinski y colaboradores
(1993), sugieren que el efecto antiproliferativo (inhibicién de la multiplicaciéon
celular) del RU486 se debe a la inhibicion del enlace de los glucocorticoides con
sus receptores. De igual forma, Michna et al., (1992), mostraron que el RU486
redujo la actividad de los receptores a glucocorticoides e inhibi6é el crecimiento
tumoral en modelos de tumores mamarios dependientes a hormonas. Asi mismo,
Tian et al., (2008), encontraron que el RU486 inhibe el crecimiento del cancer de
mama inducido en ratones desnudos, debido a que el RU486 promueve la
apoptosis e inhibe la angiogénesis (formacion de vasos sanguineos a partir de los
vasos preexistentes por medio de la secrecién de factores del crecimiento)

tumoral.

Wiehle et al., (2007), analizaron el efecto del RU486 en la regresion del tamafio
tumoral y la inhibicion en el desarrollo de nuevos tumores mamarios. El efecto
inhibitorio de esta antiprogestina sobre el crecimiento tumoral se correlacioné con

un aumento de la apoptosis y la disminucién de la proliferacion celular.

Goyeneche et al., (2007), mostraron que el RU486 también inhibe eficazmente el
crecimiento de varios tipos de células de cancer de ovario SK-OV-3, Caov-3,
0OV2008 y IGROV-1, tanto in vitro como in vivo sin causar efectos toxicos

aparentes a los animales.
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Se ha visto que a una concentracion de 70uM, el RU486 detiene la division del
ciclo celular en la transicion de la fase G1/G0, e induce apoptosis en células
Ishikawa en cultivo, las cuales se derivan de cancer de endometrio humano (Moe

et al., 2009).

Recientemente, Llaguno-Munive y colaboradores (2013), mostraron que el RU486
mejoro la eficacia de la quimio-radio-terapia inhibiendo el crecimiento tumoral, en
un modelo de xenoinjerto con células C6 (glioma de rata) inducidos en los flancos

derecho e izquierdo en ratones desnudos.

A pesar de que se han realizado diversas investigaciones con diferentes tipos de
tratamientos para mejorar la sobrevida de pacientes con Glioblastoma Multiforme;
hasta ahora, no existen muchos estudios de modelos intracerebrales donde
realicen la administracion del farmaco in situ. Es por esto, que decidimos realizar
la administracion del farmaco in situ para observar los efectos del farmaco

directamente en el sitio del tumor.
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION

Hasta el momento, no existen reportes del analisis conductual y motriz en el GBM.
A pesar de que éste tipo de tumor es un problema de salud publica, la mayoria de
las investigaciones se han centrado en el tratamiento farmacologico. De esta
manera, la aplicacion del RU486 en tumores cerebrales de alto grado de
malignidad como el GBM, no ha sido desarrollada. Debido a lo antes mencionado,
surge el interés de observar la posible alteracion motriz, resultado de un tumor
inducido en corteza motora primaria de rata, asi como determinar el efecto de la

administracion del RU486 sobre el crecimiento del tumor
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HIPOTESIS

Si el modelo experimental de Glioblastoma Multiforme ocasiona una alteracion
motriz en la rata. Entonces, debido a los efectos apoptoéticos, antiproliferativos,
angiogeénicos y citostaticos del RU486, la aplicacion de este farmaco provocara la
disminucion del tamafio tumoral. Por lo tanto, mejorara el desempefio conductual

en las ratas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Observar la alteracion motriz en un modelo experimental de Glioblastoma

Multiforme en ratas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Observar el crecimiento de un tumor experimental en ratas.

Observar el efecto de la administracion del RU486 sobre un GBM inducido en

ratas.
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CAPITULO 1li

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 170 a 190 gr. Los
animales se mantuvieron en cajas de acrilico (5 ratas por caja), en condiciones
estandar de Bioterio, las cuales son: alimento y agua ad libitum; con un ciclo luz
oscuridad 12:12 hrs y una temperatura promedio de 22-22.3°C (Norma Oficial

Mexicana NOM-062-Z00., 1999).
Cultivo Celular

Para realizar este trabajo se hizo el cultivo de las células C6 el cual consistio en la

obtencion y proliferacion de las células C6 como sigue:

Se realizé el cultivo de la linea celular C6 de glioma de rata (ATCC, CCL-107) a
partir de un vial con 1X10° células (donado por el Laboratorio de
Neuroinmunologia del Instituto de Neurologia y Neurocirugia, INNN), las cuales
fueron descongeladas, y se lavaron por centrifugacion a 3000 revoluciones por
minuto (rpm) durante 5 minutos a 4° C para eliminar el dimetilsulfoxido (DMSO).
Posteriormente, el botdn celular se resuspendio en 1 ml de medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) el cual estd suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) y antibi6ticos (Penicilina 10000 UI/L y Estreptomicina 10 pg/ml).
Las células fueron sembradas en frascos de cultivo de 75 mm?y se dejaron crecer
hasta que alcanzaron una confluencia aproximada del 80%. Posteriormente, se
desecho el DMEM vy se lavaron con solucion salina 9%, se retiré la solucion salina

y se anadieron 800 microlitros (uL) de tripsina [0.25% de acido
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tetraacéticodietiiendiamino  (EthyleneDiamineTetraacetic Acid, EDTA)] para
separar las células; la reaccion enzimatica de la tripsina se detuvo afiadiendo
1200uL de DMEM, con una micropipeta se colectaron las células en un volumen
de 1 ml y se volvieron a centrifugar a 3000 rpm por 5 min a 4°C. Al terminar, se
desechd el sobrenadante, se anadi6 1ml de DMEM al boton celular y se
resuspendieron cuidadosamente. A partir de este mililitro, se contaron las células
por el método de exclusion con azul tripano a una dilucion de 1:10 y se contaron
1X10° células C6 en la camara de Neuvauer. Por otro lado, se hizo una solucién
de agar al 2% (10mg/5ml) en agua desionizada estéril. Con una micropipeta se
colocaron las células (1X10° en 1ul) en 1 pl de la solucién de agar (2%) para

obtener un volumen total de 2yl.
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Cirugia estereotaxica

Los animales fueron anestesiados usando una mezcla de Ketamina (80mg/kg) y
Xilazina (10mg/kg) administrada via intraperitoneal (IP). Posteriormente, los
animales fueron colocados en el aparato estereotaxico; se realizé una incision (del
inicio de la cavidad orbital al inicio del cuello de la rata) de 2 cm con el bisturi para
exponer el craneo. Se limpid y se realizdé un trépano en la corteza motora primaria
izquierda segun las coordenadas del Atlas de Paxinos (Paxinos and Watson.,
1998): Anteroposterior (AP)=+1.6 y Lateral (L)=+3.0. Se realiz6é la microinyeccion
del vehiculo (DMEM, 2 pl) y de las células (grupo con agar y sin agar) durante 2
minutos (min), al terminar la microinyeccion se esperd 5 min y después se saco la
canula de microinyeccion, se retird lentamente. Al terminar la microinyeccion se
cubrié el trepano con cera de hueso (mezcla de cera de abeja e isopropilo
palmitato que sirve para controlar la pérdida de sangre en actos quirurgicos que
impliquen al tejido 6seo) y se administré gentamicina in situ para evitar una posible
infeccion y se suturd la piel. Al terminar la cirugia, los animales fueron colocados

en jaulas para su recuperacion.
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Fase I: estandarizacion del modelo experimental de GBM en ratas

La fase | consistié en la estandarizacion de la microinyeccién de células C6 con
agar y células sin agar. Después de la cirugia los animales se sacrificaron por
perfusién intracardiaca a los 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias. Se diseco el cerebro con
tumor. Se realiz6 el analisis histopatologico con la tincion de Hematoxilina-Eosina.
Se adquirieron las imagenes con el microscopio estereoscépico (Leica), aumento
1.6X. Posteriormente, se realizé la medicion del area tumoral mediante el software

IM500 (Fig. 4).
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Ratas Wistar d

(170-190 gr)
N=48

Grupo Con Agar
n=24
6
Microinyeccion 1x10 C6 en
1uL DMEM+1pl agar (2%)

Grupo Sin Agar
n=24
Microinyeccién
lx106 C6 en2uL DMEM

( )
Registro diario del
peso
\ J
I

\
Sacrificio por
perfusién
intracardiaca cada 2
dias hasta los 12 dias
|
r
Andlisis
histopatolégico con
Tincién (H-E)
J
|
o h
Medicion area
tumoral Programa
IM500, Leica.
(1.6X)
|
2
ANOVA one-way
seguido de Tukey y
T-student
\ J

Figura 4. Esquema de la metodologia de la Fase .
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Fase lI: Efecto del RU486 sobre el crecimiento del tumor inducido en ratas.

La fase Il consistié en realizar la microinyeccion de las células C6 como se
describié anteriormente (Ver pagina. 31). Adicionalmente, para realizar esto se
prepararon las canulas de microinyeccion de la siguiente manera: a partir de una
aguja hipodérmica (23G x 25mm), se quito el bisel y se corté a 1 cm. El tapdén de
la canula guia se realizé con una aguja desechable (30G x 25mm); se le quito el

bisel y se recorté a 1.5 cm haciendo un dobles en un extremo.

En esta fase, las ratas se agruparon de la siguiente forma:
Grupo control (n=5): a este grupo se le administréo 1 pl de propilenglicol (100%)

como vehiculo.

Grupo de ratas con tumor: Después de la microinyeccion de células C6 se
dejaron transcurrir 20 dias de evolucion tumoral. La administracion del RU486 (1
ul) fue in situ y en las siguientes concentraciones: 10 micromolar (uM) (n=5), 20uM

(n=5), 40uM (n=5) y 100uM (n=5) durante 7 dias (Fig. 5).
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Ratas Wistar
(170-190 gr)
N=25

Microinyeccién

6
1x10 C6 en 2uL DMEM
en CMP

Registro diario de peso
]

Pruebas conductuales

20 dias

Vehiculo RU486 RU486 RU486 RU486
Propilenglicol 10 uM (1 pL) 20 uM (1 pL) 40 pM (1 pL) 100 puM (1pl)
(1 pr) n=5 n=5 n=5 n=5
n=5

7 dias

Sacrificio por perfusién
intracardiaca

Analisis histopatoldgico
con Tincidén H-E
A J
]

~\
Adquisicion de imagenes
y Medicién area tumoral
Programa IM500, Leica.

(1.6X)

ANOVA one-way seguido de
Tukey, Kruskal-Wallis seguido
de Dunnet y ANOVA de
Medidas repetidas seguida de
Bonferroni.

.

Figura 5. Esquema de la metodologia de la Fase Il.
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Administracion del RU486 en CMP (in situ)

Para la microinyeccion del farmaco, la canula guia se colocd por cirugia
estereotaxica después de 10 dias de crecimiento tumoral. Los animales fueron
anestesiados via IP usando una mezcla de Ketamina (80 mg/kg) y Xilazina (10
mg/kg). Los animales se colocaron en el aparato estereotaxico. Se hizo una
incision en la piel de los animales de 2 cm de largo para exponer el craneo; se
realizé un trépano del lado contralateral al tumor para colocar un tornillo de acero
inoxidable que servira de soporte para fijar la canula con acrilico dental. Después,
del lado ipsilateral (tumor) se coloco la canula guia, justo por encima de la corteza.
Se suturd la piel y los animales se colocaron en jaulas hasta su recuperacion.
Después de la cirugia se dejaron transcurrir 10 dias, y a través de la canula de
microinyeccion se administré 1ul del RU486 durante un minuto y se dejé 5 minutos
mas en el sitio. Para facilitar la administracién del RU486 cada rata se coloco en
una caja de acrilico donde permanecio en libre movimiento durante 6 minutos (1
min de administracion y los 5 min adicionales). Al finalizar la administracion, se
retird la canula de microinyeccién, se coloco el tapon en la canula y las ratas se

regresaron al bioterio hasta la siguiente administracion.
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Pruebas conductuales

Dado que la microinyeccion de las células C6 se realizd en la corteza motora
primaria del hemisferio izquierdo en la zona que controla el movimiento de la pata
inferior derecha y que los impulsos motores viajan de manera contralateral, se
realizaron las pruebas conductuales a las ratas para evaluar la posible alteracion
motriz de la pata derecha. Al dia siguiente de la microinyeccién de las células, se
realizaron las pruebas de fuerza, reflejo y equilibrio en las ratas (Peterson y

Albertson, 1998).

La prueba de trepado consistié en colocar a la rata en una rejilla en posicion
vertical y observar de qué manera uso su pata inferior para trepar y sostenerse
(Fig. 6). La segunda prueba de fuerza consistié en sujetar la pata inferior derecha
y se valoro la fuerza con la que intent6 retirarla (Fig. 7). Finalmente, para evaluar
el equilibrio de la rata, ésta se voltedé de forma que sus extremidades quedaron
hacia arriba y se considerd cualitativamente la rapidez con la que recuperé su

posicion (Fig. 8).

La calificacion de todas las pruebas se realizé de forma cualitativa con una escala
arbitraria de 1, 2 y 3. Cada una correspondi6 a un pobre, mediano y alto

desempefio, respectivamente (Peterson y Albertson, 1998).

En la primer prueba, la calificacion se asigné de acuerdo a la utilidad de la pata
derecha, calificando a las ratas con el numero 1 a las que utilizaron torpemente su
pata derecha, 2 a las ratas que utilizaron muy poco su pata y 3 a las que no

tuvieron ninguna dificultad para trepar la rejilla.
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Para la segunda prueba, la calificacion se asigné de acuerdo a la fuerza. Se les
dio el numero 1 a las ratas que ejercieron poca fuerza, 2 a las que ejercieron una

fuerza intermedia y 3 a las que tenian mayor fuerza.

En la tercera prueba, se asigno la calificacion 1 a las ratas que tardaron mas
tiempo en voltearse, o aquellas que no utilizaron sus extremidades para regresar a
su posicidon sino que simplemente rodaron para incorporarse, con el numero 2 a
aquellas ratas que se incorporaron utilizando unicamente la pata izquierda y 3 a
las que no tuvieron ninguna dificultad para incorporarse y que lo hicieron de forma

inmediata.

Finalmente, en todos los ensayos, se realizd un registro diario del peso de las
ratas. Al finalizar cada fase, los animales fueron sacrificados por perfusion
intracardiaca y se obtuvo el cerebro con tumor etiquetando cada uno. Se dejaron
en formalina (3.7%) para su post-fijacion. Posteriormente, todos los cerebros

fueron procesados para el analisis histopatologico.
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Figura 6. En esta fotografia se muestra a una rata
experimental realizando la prueba de trepado.
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Figura 7. En esta fotografia se muestra una rata
experimental a la cual se le esta valorando la fuerza de la
pata derecha.
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Figura 8. En esta fotografia se muestra a una rata
experimental colocada boca arriba para evaluar la prueba
de reflejo de enderezamiento.
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Analisis histopatologico

Los cerebros se colocaron en casetes de inclusion, con su respectiva etiqueta y se
lavaron con agua para quitar el exceso de la formalina. Se introdujeron en un
procesador de tejidos (Histoquinet, Leica TP1020), 1 hr en cada solucion (alcohol
70, 80, 90,100, alcohol-xilol y xilol, después se preincluyeron en parafina).
Posteriormente, se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes seriados de 6
micras con un micrétomo (Histocut, Reichert-Jung 820-11) y se colocaron en
portaobjetos previamente pasados por el medio adhesivo poli-L-lisina (1%). Para
ahcer la tincion de hematoxilina-eosina, los cortes se desparafinaron durante 20
min en una estufa de laboratorio a 60° C; después se rehidrataron a partir de xilol,
xilol-alcohol y alcohol absoluto hasta llegar al agua destilada durante 3 minutos y
se hicieron 3 lavados en cada cambio. Posteriormente, se tineron con hematoxilina
durante 5 min; después se lavo el excedente de la hematoxilina con alcohol acido
y se vird el color con agua amoniacal. Se colocaron durante 30 segundos en una
solucién de Eosina, y se pasaron por alcohol 96%, alcohol absoluto, xilol-alcohol y
xilol. Finalmente, los portaobjetos se cubrieron con medio de montaje rapido para
microscopia (Entellan) y se dejaron secar. Las imagenes fueron adquiridas a
través del microscopio estereoscopico (Leica), con el software IM500 se midi6 el

area tumoral a un aumento de 1.6X.
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos a partir de la medicidén del area tumoral fueron analizados con
el software Graphpad Prism 6 y todos los resultados fueron expresados como
promedio mas-menos error estandar (X + E.E). Se realizO6 ANOVA one-way
seguido de una comparacion multiple de Tukey. En la fase | se utilizaron 600
mediciones del area tumoral para ambos grupos. Se realizd la prueba T-student

para los datos del peso corporal.

En la fase Il se realizO6 ANOVA one-way seguido de una comparacion multiple de
Tukey para los datos de la medicidon del area tumoral. Se realiz6 Kruskal-Wallis
seguido de una comparacion multiple de Dunnet para los datos del peso corporal.
Para los datos de las pruebas conductuales antes del tratamiento se realiz6 un
ANOVA de medidas repetidas seguido de una comparaciéon multiple de Bonferroni
y para los datos de las pruebas conductuales después del tratamiento se realizd
Kruskal-Wallis seguido de una comparacion multiple de Dunnet (Hernandez et al,

2006).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Fase I: Estandarizacion de un Modelo experimental de GBM en ratas

En las figuras 9 y 10 se observan los cortes del tejido cerebral de las ratas con
tumor con agar y sin agar de los 2 a 12 dias, el area tumoral fue delimitada con
una linea morada. Cuando se comparan los grupos por separado se observd un
incremento estadisticamente significativo (F11, 1188=40.51, P<0.0001) en el area
tumoral del grupo sin agar a los 2 dias (0.292 + 0.029) con respecto a los 4 dias
(0.526 + 0.029); de los 6 dias (0.512 £+ 0.029) con respecto a los 8 dias (0.717 +
0.029); de los 8 dias con respecto a los 10 dias (0.558 + 0.029) y de los 10 dias
con respecto a los 12 dias (0.368 + 0.029). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas de los 4 dias (0.526 + 0.029) con respecto a los 6 dias

(0.512 + 0.029) (Graf. 1).

En el grupo con agar no se observaron diferencias estadisticamente significativas
en el area tumoral de los 2 dias (0.275 £ 0.029) con respecto a los 4 dias (0.356 *
0.029); de los 4 dias con respecto a los 6 dias (0.336 + 0.029); de los 6 dias con
respecto a los 8 dias (0.364 + 0.029); de los 8 dias con respecto a los 10 dias
(0.331 £ 0.029) y de los 10 dias con respecto a los 12 dias (0.393 £ 0.029). Sin
embargo, cuando se hace la comparacion entre los grupos se observd un
incremento estadisticamente significativo en el grupo sin agar a los 4 dias (0.526 +
0.029) con respecto al grupo con agar a los 4 dias (0.326+0.029); del grupo sin

agar a los 6 dias (0.512 + 0.029) con respecto al grupo con agar a los 6 dias
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(0.336 £ 0.029); del grupo sin agar a los 8 dias (0.717 + 0.029) con respecto al
grupo con agar a los 8 dias (0.364 + 0.029) y del grupo sin agar a los 10 dias
(0.558 = 0.029) con respecto al grupo con agar a los 10 dias (0.331 £ 0.029).
Finalmente, no se observaron diferencias significativas en el area tumoral del
grupo sin agar a los 2 dias (0.292 + 0.029) con respecto al grupo con agar a los 2
dias (0.275 = 0.029) y del grupo sin agar a los 12 dias (0.368 + 0.029) con

respecto al grupo con agar a los 12 dias (0.393 + 0.029) (véase tabla 1).

Crecimiento Tumoral

Con agar Sin agar

Dias Promedio Error Estandar Promedio Error Estandar

2 0.275 0.029 0.292 0.029
4 0.356 0.029 0.526% 0.029
6 0.336 0.029 0.512* 0.029
8 0.364 0.029 0.717* 0.029
10 0.331 0.029 0.558* 0.029
12 0.393 0.029 0.368 0.029

Tabla 1. Esta tabla muestra el promedio del area de tumores con agar y sin agar
cada dos dias. Los datos marcados con un asterisco fueron estadisticamente
significativos (P<0.0001).
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Tumores con agar

12 dias

Figura 9. Panel de microfotografias que muestran los cortes de cerebro de 6 um, tefiidos con H-
E. Grupo con agar a los 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias de crecimiento tumoral; el tumor se sefiala con
las flechas negras. Aumento 1.6X.
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Tumores sin agar

‘10 dias

Figura 10. Panel de microfotografias que muestran los cortes de cerebro de 6 um del grupo sin
agar, tefidos con H-E a los 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias de crecimiento tumoral. Los tumores se
sefialan con las flechas negras. Aumento 1.6X.
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Grafica 1. Promedio del area tumoral en el grupo con agar y sin agar a
los 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias. Los valores se expresan en mmZ2 ANOVA
one-way seguido de comparacion multiple de Tukey (p<0.0001).
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En el grupo de células con agar y el grupo de células sin agar se observaron
diferencias estadisticamente significativas (f303=3.317, P=0.001). Como puede
observarse en la grafica 2, el grupo de células con agar tuvo un promedio mas alto

(200.9), al compararlo con el grupo de células sin agar (192.8).

Peso corporal

Agar SinAgar

Grafica 2. Registro del peso de las ratas del grupo con agar
y sin agar durante 12 dias. Los valores se expresan en
gramos (gr). T-student (P=0.001).
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Fase Il: Efecto del RU486 sobre el crecimiento de un tumor inducido en ratas

En la figura 11 se observan los cortes del tejido cerebral de las ratas con tumor en
el grupo vehiculo y el grupo con RU486 a las diferentes concentraciones, fue
delimitado el tumor con una linea morada. Se observa el area necrética en el corte
del vehiculo y RU486 10 y 20 uM. Por otro lado, en la grafica 3 se muestra que la
administracion del RU486 provocd una disminucion estadisticamente significativa
del area tumoral en todas las concentraciones del RU486 (Fa 4337=239.4,
P<0.0001). El area tumoral incrementé de manera estadisticamente significativa
en la concentracion de RU486 10uM (7.34 + 0.201), 20uM (7.56 + 0.215), 40uM
(5.42 £ 0.208) y 100uM (5.96 £ 0.203) cuando fueron comparados con el vehiculo
(11.12 £ 0.201). No se observo una diferencia estadisticamente significativa en el
area tumoral a la concentracion 10uM (7.34 + 0.22) con respecto a 20uM (7.56 +
0.22). Ademas, se observo una reduccion estadisticamente significativa en el area
tumoral a la concentracion 40uM (5.42 £ 0.21) con respecto al grupo RU486 10uM
(7.34 £ 0.21) y 20uM (7.56 + 0.22). De igual forma, se observé una reduccién
estadisticamente significativa en el area tumoral a la concentracion 100uM (5.96 +
0.208) con respecto al grupo 10uM (7.34 + 0.208) y 20uM (7.56 £ 0.22).
Finalmente, no se observé una diferencia estadisticamente significativa en el area
tumoral a la concentracion 40uM (5.42 + 0.21) con respecto a 100uM (5.96 *

0.21). Se observaron diferencias en todas concentraciones (véase tabla 2).
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Efecto del RU486

Grupos Promedio Error Estandar

Vehiculo 11.12 0.201
RU486 10uM 7.34* 0.201
RU486 20uM 7.56* 0.215
RU486 40uM 5.42* 0.208
RU486 100uM 5.96* 0.203

Tabla 2. Esta tabla muestra las diferencias en el area tumoral de las
concentraciones del RU486 comparadas con el vehiculo. Los datos
marcados con un asterisco fueron estadisticamente significativos
(P<0.0001).



Efecto del RU486 sobre el crecimiento de un tumor inducido en ratas

Vehiculo

Figura 11. Microfotografias que muestran el crecimiento de los tumores inducidos con
células C6 donde se observa el efecto del Vehiculo (Propilenglicol) y RU486 (1 uL) a las
diferentes concentraciones. Se utilizé la técnica de tincion H-E. El area del tumor se
delinea con color morado. Aumento 1.6 X.
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Area tumora

Efecto del RU486

(mm?)

Vehiculo 10 20 40 100

RU486 (um)
Grafica 3. Esta grafica muestra el efecto del RU486 a
diferentes concentraciones (10, 20, 40 y 100 yM) sobre los
tumores. Los valores se expresan en mmZ2. ANOVA one-way
seguido de comparaciéon multiple de Tukey (P<0.0001).
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En la grafica 4 se muestra el peso corporal de las ratas con respecto al vehiculo y
del RU486 a las diferentes concentraciones en la cual se observé que hubo
diferencias estadisticamente significativas (X?s00=24.62, P=<0.0001) entre el grupo
administrado con RU486 20uM (284 + 74.38) y 40uM (278.3 £ 68.68) con respecto

al vehiculo (209.6).

Peso corporal

300+
E 3
__ 200-
&
o]
"
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100+
0- T
Vehiculo 10 20 40 100
RU486 (uv)

Gréfica 4. Peso de las ratas durante la administraciéon del
RU486. Kruskal-Wallis seguido de comparacion multiple de
Dunnet (P<0.0001).
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Efecto del RU486 sobre la actividad motriz

En las graficas 5 a 7 se muestra el registro del desempefio de las ratas en las
pruebas conductuales (trepado, fuerza y reflejo de enderezamiento) antes del
tratamiento en la curva concentracion-respuesta. En la grafica 5 se muestra el
desempefio de las ratas en la prueba de trepado en la cual se observé una
diferencia estadisticamente significativa (Fass, 0137=26.40, P<0.0001) en el
desempefio de las ratas a los 4 dias (2.76 £ 0.210) con respecto a los 6 dias (1.90
+ 0.210) y de los 2 dias (2.85 £ 0.130) a los 18 dias (1.28 £ 0.130). Sin embargo,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el desempefio de
las ratas de los 2 dias (2.85 + 0.136) a los 4 dias (2.76 + 0.136), de los 6 dias
(1.90 £ 0.231) a los 8 dias (1.76 £ 0.231), de los 8 dias a los 12 dias (1.38 +
0.212), de los 12 dias a los 14 dias (1.76 + -0.161), de los 14 dias a los 16 dias

(1.33£0.176) y de los 16 dias a los 18 dias (1.28 £ 0.108) (véase tabla 3).

Por otro lado, en la grafica 6 se muestra el desempefio de las ratas en la prueba
de fuerza de la pata derecha en la cual se puede observar que hubo diferencias
estadisticamente significativas (F35571.10=7.216, P=0.0001) en el desempefio de
las ratas de los 2 dias (2.00 £ 0.218) a los 6 dias (1.00 + 0.218) y de los 2 dias a
los 8 dias (1.09 + 0.227), de los 6 dias a los 14 dias (1.61+ 0.128) y de los 8 dias
(1.09 £ 0.131) a los 14 dias (1.61 £ 0.131). No hubo diferencias estadisticamente
significativas de los 2 dias (2.0 £ 0.270) a los 18 dias (1.33 + 0.270). Sin embargo,
se observo una tendencia a la baja en el desempefio de las ratas durante los 18

dias antes de la administracién del RU486 (véase tabla 4).
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Finalmente, en la grafica 7 no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (Fa4s1, 0626=0.289, P=0.912) en el desempefio de las ratas en la
prueba de reflejo de enderezamiento. Sin embargo, se observé que el desempefio
de las ratas se mantuvo constante durante los 18 dias antes del tratamiento

(véase tabla 5).
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Grafica 5. Desempefio de las ratas en la prueba de trepado
durante el crecimiento tumoral. ANOVA de medidas
repetidas seguido de comparaciéon multiple de Bonferroni
(P<0.0001).
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Pruebas conductuales antes del tratamiento

Trepado
Dias Promedio Error estandar
2 2.85 0.136
4 2.76 0.210
6 1.90%* 0.210
8 1.76 0.231
12 1.38 0.212
14 1.76 0.161
16 1.33 0.176
18 1.28*% 0.130

Tabla 3. Esta tabla muestra el promedio del desempefio de las ratas en la
prueba de trepado durante los 18 dias antes de la administracion del
RU486. Los datos marcados con un asterisco fueron estadisticamente
significativos (P<0.0001).
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Grafica 6. Desempefio de las ratas en la prueba de fuerza
de la pata derecha durante el crecimiento tumoral. ANOVA
de medidas repetidas seguido de comparacion multiple de
Bonferroni (P=0.0001).
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Pruebas conductuales antes del tratamiento

Fuerza
Dias Promedio Error estandar
2 2.00 0.218
4 1.28 0.240
6 1.00* 0.218
8 1.09* 0.227
12 1.19 0.224
14 1.61 0.128
16 1.38 0.243
18 1.33 0.270

Tabla 4. Esta tabla muestra el promedio del desempefio de las ratas
en la prueba de fuerza durante los 18 dias antes de la
administracion del RU486. Los datos marcados con un asterisco
fueron estadisticamente significativos (P<0.0001).
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Grafica 7. Desempefio de las ratas en la prueba de reflejo
de enderezamiento durante el crecimiento tumoral. ANOVA
de medidas repetidas seguido de comparacion multiple de
Bonferroni (P=0.9122, NS).
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Pruebas conductuales antes del tratamiento

Reflejo de enderezamiento

Dias Promedio Error estandar
2 1.71 0.223
4 1.76 0.181
6 1.61 0.158
8 1.66 0.128
12 1.61 0.152
14 1.71 0.136
16 1.81 0.136
18 1.71 0.136

Tabla 5. Esta tabla muestra el promedio del desempefio de las ratas
en la prueba de fuerza durante los 18 dias antes de la
administraciéon del RU486.



En las graficas 8 a 10 se muestra el desempefo de las ratas en las pruebas
conductuales (trepado, fuerza y reflejo de enderezamiento) después del

tratamiento.

En la grafica 8 se muestra el desempefio de las ratas en la prueba de trepado en
la cual se observd que no hubo diferencias estadisticamente significativas en el
desempefio de las ratas en todos los grupos (Ha, 35=6.095, P=0.192). Sin embargo,
se observo una tendencia a la mejoria en el desempeno de las ratas a las
diferentes concentraciones del RU486 con respecto al vehiculo (véase tabla 6).
Por otro lado, en la grafica 9 se muestra el desempefio de las ratas en la prueba
de fuerza de la pata derecha en la cual se observdé que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en el desempefio de las ratas en todos los grupos
(H4, 35=4.641, P=0.326). Sin embargo, se observd que el desempeno se mantuvo
constante después de la administracion del RU486 (véase tabla 7). Finalmente, en
la grafica 10 se observo que no hubo diferencias estadisticamente significativas en
el desempefio de las ratas en la prueba de reflejo de enderezamiento en las
diferentes concentraciones del RU486 con respecto al vehiculo. Sin embargo, se
observd una diferencia estadisticamente significativa en el desempeno de las
ratas del grupo RU486 (H4 35=9.611, P=0.047) a la concentracién de 100uM

(27.36 + 14.21) con respecto al grupo de 40uM (13.14 + 14.21) (véase tabla 8).
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Grafica 8. Desempefio de las ratas en la prueba de trepado
después de la administracion del RU486. Kruskal-Wallis
seguido de comparacion multiple de Dunnet (P=0.192, NS).
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Pruebas conductuales Post-tratamiento

Trepado
Grupos Promedio Error estandar
Vehiculo 12.50 3.00
RU486 10 uM 15.50 0.143
RU486 20 uM 21.64 9.14
RU486 40 uM 17.79 5.28
RU486 100 uM 22.57 10.07

Tabla 6. Esta tabla muestra el promedio del desempefio de las ratas en la
prueba de trepado después de la administracién del RU486 y Propilenglicol
como vehiculo.
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Grafica 9. Desempefio de las ratas en la prueba de fuerza
de la pata derecha después de la administracion del RU486.
Kruskal-Wallis seguido de comparacion multiple de Dunnet
(P=0.326, NS).
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Pruebas conductuales Post-tratamiento

Fuerza
Grupos Promedio Error estandar
Vehiculo 21.64 7.50
RU486 10 uM 14.14 7.50
RU486 20 uM 17.21 4.42
RU486 40 uM 15.36 6.28
RU486 100 uM 21.64 0.0

Tabla 7. Esta tabla muestra el promedio del desempefio de las ratas en la

prueba de fuerza después de la administracion del vehiculo y RU486 a las
diferentes concentraciones.
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Grafica 10. Desempefio de las ratas en la prueba de reflejo
de enderezamiento después de la administracién del
RU486. Kruskal-Wallis seguido de comparacion multiple de
Dunnet (P=0.047).
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Pruebas conductuales Post-tratamiento

Reflejo de enderezamiento

Grupos Promedio Error estandar

Vehiculo 16.50 1.28
RU486 10 uM 17.79 1.28
RU486 20 uM 15.21 1.28
RU486 40 uM 13.14 3.35
RU486 100 uM 27.36% 10.86

Tabla 8. Esta tabla muestra el promedio del desempeiio de las ratas en la

prueba de reflejo de enderezamiento después de la administracion del
vehiculo y RU486 a las diferentes concentraciones.
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CAPITULO V

Discusion

Actualmente, los tumores cerebrales son una de las principales causas de
mortalidad en nuestro pais (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia e
Informatica, 2012). El desarrollo de terapias nuevas ha mostrado un gran interés
por la agresividad y las alteraciones conductuales que ocasiona el GBM. Sin
embargo, la mayoria de las investigaciones tratan de disminuir los efectos
secundarios del tratamiento farmacoldgico y radiolégico dejando de lado las
alteraciones conductuales. Recientemente, varios investigadores comprobaron
que el RU486 es efectivo contra células tumorales en modelos animales y en
cultivo celular de lineas de diversos tipos de cancer (Atif et al., 2011, Tieszen et
al., 2011, Bakker et al., 1987, Pinski et al., 1993, Michna et al., 1992, Wiehle et al.,
2007, Goyeneche et al., 2007, Tian et al., 2008, Moe et al., 2009 y Llaguno-Munive
et al., 2013); es por esto, que se observd la alteracion motora de la rata
ocasionada por el tumor inducido en CMP, asi como la relacion del efecto sobre el

crecimiento del tumor con la administracion del RU486 en nuestro modelo.

En la primera fase del presente trabajo se estandarizé el modelo experimental del
GBM en ratas. Chicoine y Silbergeld (1995) determinaron la invasividad y
migracion de las células C6 inyectadas con agar en ratas Sprage-dawley y Wistar;
encontraron que el tumor de las ratas Sprage-Dawley fue ligeramente mayor que
el de las ratas Wistar. Estos autores, observaron que el agar hizo que el tumor
creciera de forma bien delimitada pero no hicieron analisis histopatolégico de su

modelo para determinar las caracteristicas histopatolégicas. Por otra parte, en
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1990, Bernstein y colaboradores, encontraron que 7 dias después de que las
células C6 fueran implantadas en la corteza cerebral habian emigrado e invadido
sustancia gris y blanca; debido a esto, sugirieron que las células C6 migraban
como ceélulas individuales y que generaban una invasion en forma de masa. Asi
mismo, investigaciones anteriores (Peterson et al., 1994), han reportado que el
crecimiento de las células C6 inducidas en ratas Wistar mostraron caracteristicas
similares al glioma humano como invasion parenquimal, angiogénesis y necrosis.
En nuestro modelo, a diferencia del modelo de Chicoine y Silbergeld (1995),
observamos que hubo un incremento significativo (P<0.0001) en el crecimiento de
los tumores inducidos sin agar hasta los 10 dias en comparacion con el grupo con
agar de los 2 a los 10 dias (Graf. 1). Sin embargo, hubo un ligero crecimiento no
significativo en los tumores inducidos con agar a los 12 dias en comparacién con
los tumores inducidos sin agar. Esto podria deberse, a que el agar fue fagocitado
por los macréfagos y astrocitos permitiendo la proliferacion y migracién celular que
habia sido controlada durante los primeros 10 dias de evolucion tumoral.
Adicionalmente, con base en lo demostrado por Berstein y colaboradores (1990);
asi como, Peterson y colaboradores (1994), establecimos que nuestro modelo es
similar al GBM en humanos debido a que, el crecimiento de los tumores mostraron
diferentes formas, tamano y progresion presentando cambios histopatoldgicos
como pleomorfismo celular, atipia celular y nuclear, asi como area necrética con
células en pseudoempalizadas en la periferia. En el peso, se observaron
diferencias significativas en el peso de las ratas del grupo con agar con respecto al
grupo células microinyectadas sin agar. Esto podria deberse a una relacion

proporcional tamano-peso, debido a que los tumores del grupo con agar fueron
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significativamente menores que los tumores sin agar (P=0.001). Sin embargo,
serian necesarios mas estudios para afirmar esta relacion asi como para
determinar que la disminucion del peso de las ratas del grupo sin agar sea debido
a metastasis, ya que el GBM por ser un tumor maligno de grado IV generalmente

ocasiona metastasis en los pacientes (Portellano, 2005).

La segunda fase consistié en administrar diferentes concentraciones del RU486 y
observar el efecto que ejerce sobre el GBM. En este estudio observamos que el
RU486 provocd una disminucion significativa del area tumoral en todas las
concentraciones con respecto al grupo del vehiculo (P<0.0001). Estos resultados
concuerdan con lo observado en varios estudios realizados tanto in vivo como in
vitro de diferentes lineas celulares en los que se demostrd la efectividad del
RU486 (Atif et al., 2011, Tieszen et al., 2011, Bakker et al., 1987, Pinski et al.,
1993, Michna et al., 1992, Wiehle et al., 2007, Goyeneche et al., 2007, Tian et al.,
2008, Moe et al., 2009 y Llaguno-Munive et al., 2013). No obstante, la mayoria de
las investigaciones sobre tumores se han realizado en modelos in vitro y muy
pocas investigaciones se han realizado con modelos in vivo, las cuales han
realizado la microinyeccion de células en la pata (Trejo-Solis et al., 2005 yTian et
al., 2008) o en los flancos de las ratas (Llaguno-Munive et al., 2013 y Dave et al.,
2015). Por esta razon, en este trabajo se estandarizé el modelo de GBM
intracerebral, con el fin de realizar un modelo que replique las condiciones con las
cuales los pacientes llegan a consulta. Por otra parte, la administracion de
diversos tratamientos farmacoldgicos en modelos de tumores en la pata (Trejo-

Solis et al.,, 2005) o en los flancos (Dave et al., 2015) la han realizado via
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periférica. En cambio, en este trabajo realizamos la administracién in situ, la cual
nos permitid ver el efecto directo del farmaco sobre el tumor sin pasar por todas

las barreras por las que atraviesa al ser administrado por via periférica.

En el peso de las ratas se observé un incremento significativo (P<0.0001) en las
ratas administradas con el RU486 a 20 y 40uM cuando fueron comparadas con el
vehiculo. Nuestros resultados confirman los reportes realizados por Deraedt R y
colaboradores (1985), Sitruk-Ware R y Spitz | (2003) y Goyeneche A, Caron Ry
Telleria (2007), quienes refirieron que el RU486 no tiene efectos toxicos
aparentes, por lo tanto, no ocasiona una disminucion significativa del peso de las

ratas tratadas con éste farmaco.

Por otro lado, las pruebas conductuales realizadas antes y post-tratamiento. Sélo
se observo una disminucidn significativa en el desempefio de las ratas en la
prueba de trepado antes del tratamiento de los 4 a los 6 dias y de los 2 a los 18
dias (P<0.0001). De igual forma, se observd una disminucion significativa
(P=0.0001) en el desempefio de las ratas en la prueba de fuerza de los 2 alos 6y
8dias. Finalmente, se observd un incremento significativo (P=0.0475) en el
desempefio de las ratas en la prueba de reflejo de enderezamiento post-
tratamiento de la concentracién 100uM con respecto a RU486 40uM. Mientras
que, en las otras pruebas conductuales realizadas antes y después de la
administracion del RU486 durante la fase |l no se observaron diferencias
significativas. Esto sugiere que el RU486 no mejord el desemperio de las ratas en
las pruebas conductuales, aunque se observé una disminucion significativa del

tumor en todas las concentraciones. Sin embargo, en las pruebas conductuales

71



antes del tratamiento se observé una tendencia a la baja en el desempenfio de las
ratas en las pruebas de trepado (Graf. 5) y fuerza (Graf. 6), posiblemente derivado
del efecto del tamafo del tumor. En cambio, el desempefio de las ratas en la
prueba de reflejo de enderezamiento se mantuvo constante. Por el contrario, en
las pruebas conductuales post-tratamiento se observo una tendencia a la mejoria
en todas las pruebas conductuales. Es por esto, que surge la incégnita si ¢esta
mejoria podria ser ocasionada por el farmaco?, pero no lo podemos asegurar, ya
que las pruebas conductuales soélo se realizaron durante 7 dias después de la
administracion del RU486. Asi mismo, las pruebas conductuales realizadas no son
muy sensibles a los cambios. Es por esto, que es necesario realizar las pruebas
conductuales con instrumentos mas sensibles a los cambios (por ejemplo, utilizar
un dinamdémetro para medir la fuerza de la pata) y utilizar pruebas cuantitativas
(campo abierto y rotarod). También, es necesario realizar por mas tiempo las
pruebas conductuales después del tratamiento, para determinar si la tendencia a
la mejoria en el desempefio es ocasionada por el tratamiento con el RU486; asi

como, observar si la mejoria es transitoria o de forma permanente.

Por otro lado, Rosenzweig y Leiman (1992) observaron que los trastornos
causados por cualquier dano en la CMP en roedores suelen ser pasajeros en
comparacion con otros mamiferos. Pinel (2006) refirid6 que las lesiones
ocasionadas en la corteza motora primaria tienen un efecto menor al esperado, ya
que no se suprimen los movimientos voluntarios debido a que existen otras vias
que envian la informacion motora sin pasar por la CMP. Por lo tanto, podria ser la

corteza premotora, el area motora suplementaria, la corteza motora cingulada, los
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ganglios basales, el cerebelo o la corteza motora primaria contralateral los que
estén asumiendo el papel de la CMP lesionada; adaptandose a los cambios y
reemplazando las funciones de la CMP para minimizar los efectos estructurales y
funcionales ocasionados por el tumor. De acuerdo con Rosenzweig y Leiman
(1992) y Pinel (2006), esta podria ser la razon por la cual no se observaron
diferencias significativas en el desempefio de las ratas en las pruebas
conductuales; ya que, a pesar del tamafio de los tumores las ratas no
disminuyeron su desempefo durante el crecimiento tumoral y tampoco mejoraron
el desempefo en las pruebas después del tratamiento como se esperaba, sino

gue se mantuvieron constantes durante todo el experimento.

Finalmente, el hallazgo mas importante del presente trabajo fue haber
estandarizado un modelo del GBM similar al humano que permitira que futuras
investigaciones lo utilicen para seguir probando farmacos (como las casiopeinas)
que puedan ayudar al tratamiento de éste tumor para mejorar la calidad de vida,
aumentar la sobrevida de los pacientes, asi como, disminuir el costo del

tratamiento y los efectos secundarios.
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Conclusiones

Se estandarizd6 el modelo experimental de GBM bajo las condiciones del
Laboratorio, que permitira seguir realizando investigaciones con diversos

tratamientos farmacolodgicos.

El RU486 podria ser un farmaco coadyuvante para el tratamiento de pacientes con
Glioblastoma Multiforme debido a que observamos que la administracion in situ del
RU486 disminuyo el area tumoral en todas las concentraciones asi como, no hubo
cambios en el peso corporal después de la administracion del farmaco de nuestro

modelo.

La motricidad en las ratas se vio poco alterada debido a que, solo las pruebas de
trepado y fuerza realizadas antes del tratamiento farmacologico resultaron

afectadas.
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Limitaciones

Una de las limitaciones mas claras fueron las pruebas conductuales realizadas ya
que no fueron lo suficientemente finas para reflejar un dafo, ademas de que la
escala de calificacion fue muy estrecha y no permiti6 que hubiera variabilidad
entre los resultados. Adicionalmente, la evaluacion del desempeio fue arbitraria

debido a que fue de un solo observador.

Otra de las limitaciones es la medicion del area tumoral ya que de igual forma que
en las pruebas conductuales fue de un solo observador. Sin embargo, actualmente
los investigadores del Laboratorio de la Formaciéon Reticular se encuentran
haciendo una colaboracién con el Instituto de Fisica de la UNAM, en el cual
realizaran una reconstruccion tridimensional del tumor para compararlo con las
mediciones de nuestro modelo. Se pretende contrastar las posibles variaciones en
la medicion del area tumoral por medio del analisis morfométrico con la obtencion
de imagenes con un microPET y un software especial que realizara la

reconstruccion tridimensional del tumor.
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Perspectivas

Es necesario ampliar la investigacion con respecto al efecto ocasionado por las
diversas concentraciones del RU486 para determinar el rango de seguridad del
farmaco y a la par realizar estudios de toxicidad en cultivo primario. Asi mismo,
realizar la administracion del tratamiento con la concentracion que mejor efecto
tuvo y realizar inmunohistoquimica con anticuerpos como Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (VEGF), Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA),
p53, protooncogén, B-cell Lymphoma 2 (Bcl-2), Ciclina-D3 (Cyc-D), Bcl-2-asociado
a la proteina X (Bax) y valoracién de la apoptosis por el método de marcaje del
Acido Desoxirribunocleico (DNA) fragmentado Tdt-mediated dUTP nick end
labelling (TUNEL) para determinar el efecto angiogénico, apoptatico,

antiproliferativo y citostatico del RU486 sobre el GBM.
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