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1. RESUMEN

El meduloblastoma comprende un grupo biolégicamente heterogéneo de
tumores embrionarios del cerebelo y es uno de los tumores cerebrales infantiles
malignos mas frecuentes principalmente en nifios cuyo pico de edad es de 6 a 8
afos. A pesar de que en la actualidad existen diversos tratamientos para su
erradicacion y disminucion, que incluyen la reseccion quirdrgica, la quimioterapia y
la radioterapia; la toxicidad relacionada con su tratamiento a menudo tiene un
impacto importante en la calidad de vida del paciente. Ademas, el meduloblastoma
es propenso a difundir por metastasis, lo cual representa una problematica mas al
estudio y tratamiento de la enfermedad. Como parte de su estudio recientemente
ha tomado gran relevancia la heterogeneidad patoldgica, genética y molecular, asi
como la respuesta inmune como factor decisivo en el establecimiento y desarrollo
de los tumores solidos. Se sabe que las células tumorales expresan receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) y en el caso del meduloblastoma, existe un
antecedente de la expresion de los receptores tipo toll (TLRs) en biopsias de
pacientes, sin embargo, se desconoce su participacion en la respuesta tumoral. La
sefalizacion de TLRs puede inducir efectos anti o pro tumorales que dependen del
tipo de cancer en el que se expresan. Se ha documentado que la estimulacion de
TLRs puede tener efectos antitumorales a través de las células inmunes o
directamente sobre las células tumorales reduciendo el crecimiento del tumor por
bloqueo de la angiogénesis y metastasis. No obstante, los TLRs presentes en las
células tumorales también activan factores de transcripcion que participan en la
progresion y agresividad del tumor favoreciendo su desarrollo; por ello, conocer el
efecto de la activacion de los TLRs expresados en meduloblastoma es de suma
importancia para la comprensiéon de la biologia del tumor, ya que su entendimiento
puede representar el desarrollo de terapias dirigidas utilizando agentes
inmunomoduladores que disminuyan el riesgo de los efectos secundarios. En el
presente trabajo se busco determinar el efecto de diversos agonistas de TLR7,
TLR8 y TLR9 (R848, Imiquimod, oligonucleotidos sintéticos tipo B (ODNs B),
respectivamente) en la capacidad de migracion de las células de meduloblastoma,
asi como conocer la via de sefalizacion involucrada en la activacion de los TLRs
gue promueve la migracion. Los resultados obtenidos mostraron que la migracion
de las células de meduloblastoma es afectada por la estimulacion de los TLRs. La
activacion de TLR7, TLR8 y TLR9 por imiquimod, R848 y ODNs B, respectivamente
fue eficaz en suprimir la migracion de las células de meduloblastoma. Por otro lado,
se observo que la estimulacion de TLR9 induce una disminucion en la expresion del
factor NF-xB en las células de meduloblastoma.

Estudios complementarios son necesarios para determinar la participacion
de NF-xB en la migracién de las células de meduloblastoma mediada por TLRs,
ademas de la participacion de otros receptores involucrados en la activacion del




factor NF-xB, asi como la importancia de otros factores de transcripcion como AP-
1, aspectos que seran importantes en el entendimiento de los mecanismos de
migracion celular y que pueden significar una herramienta importante en la
busqueda de alternativas o adyuvantes del tratamiento actual.

En conclusién, en este trabajo se mostré que la activacion de TLR7, TLR8 'y
TLR9 induce una respuesta caracterizada por la supresion de la migracién de las
células de meduloblastoma, ademas de disminuir la activacion de NF-xB.




2. INTRODUCCION

2.1 Meduloblastoma

El meduloblastoma es un tumor embrionario neuroepitelial que se encuentra
entre los tumores malignos mas comunes en la edad infantil. La edad de diagndstico
mas frecuente va de los 6 a los 8 afios, sin embargo puede ocurrir durante el primer
afio de vida o en la edad adulta para algunos individuos®.

El meduloblastoma se encuentra ubicado en el cerebelo y es originado por
células progenitoras neuronales de la capa granular externa y de la matriz
ventricular subependimaria®. Fue descrito por primera vez en 1925 por Bailey y
Cushing?®. Inicialmente incluido como parte de los gliomas, el meduloblastoma se
identific6 como una serie distinta de tumor, gracias a estudios de expresion de
genes, y se confirmo que era molecularmente distinto de otros tumores cerebrales.
Posee una amplia heterogeneidad y su etiologia aun es desconocida; sin embargo,
los factores hereditarios provocan una predisposicion genética asociada a otras
enfermedades.

Las manifestaciones clinicas iniciales no son especificas, son intermitentes y
sutiles como dolores de cabeza, fatiga, nauseas, ataxia, dificultad con la escritura a
mano y estrabismo, debido al aumento en la presion intracraneal. Los sintomas
pueden empeorar rapidamente a causa del crecimiento acelerado del tumor. El
diagnostico se realiza por histopatologia, resonancia magnética cerebral, analisis
molecular, y citologia de liquido cefalorraquideo, entre otros. En ocasiones poco
frecuentes se diagnostica en adultos, y es mas comin en hombres que en mujeres?.

El meduloblastoma es considerado la segunda causa de muerte por cancer en
menores de 15 afios. Una vez extirpado el tumor, la supervivencia en pacientes
menores a tres afos es del 70-85% si se trata de meduloblastoma no metastasico;
mientras que en el metastasico, la supervivencia global es menor al 70%
considerandose de alto riesgo.

La reseccion quirdrgica y la terapia adyuvante como la radioterapia
craneoespinal y la quimioterapia, se han convertido en los tratamientos estandar
para su erradicacion, produciendo una mayor supervivencia (aproximadamente del
80%). El meduloblastoma posee altos indices de recidiva tumoral, por lo que
cirugias secundarias son comunes, lo cual aumenta el riesgo de mortalidad. En el
caso de la radiacion, se lleva a cabo en todo el eje craneoespinal, obteniéndose
como efectos adversos trastornos del crecimiento, disfuncion neuroendocrina, entre
otros. La quimioterapia que se utiliza actualmente incluye a la vincristina y el
cisplatino; sin embargo, el tratamiento posee un alto indice de toxicidad, ademas de
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estar asociado a efectos adversos a menor edad del paciente, siendo debilitante
para menores de 3 afios.

El tratamiento de los lactantes y nifios muy pequefios es particularmente dificil,
debido a que la irradiacion del cerebro en desarrollo conduce a un deterioro
neurocognitivo masivo®. En contraste con los nifios mayores, las tasas de
supervivencia para nifios menores de 3 afios tratados con cirugia, quimioterapia y
radioterapia no superan el 25-45%°.

2.1.1 Clasificacién

Existe una amplia heterogeneidad de meduloblastomas, por ello para una mejor
comprension y caracterizacion se han clasificado principalmente por factores
clinicos y por sus caracteristicas histolégicas y moleculares.

El meduloblastoma posee una amplia gama de manifestaciones clinicas,
clasificadas en dos factores de riesgo; el riesgo estandar y el riesgo alto.

a) Riesgo estandar: pacientes con edades entre 3 a 5 afios hasta 21 afios en el
diagndstico, con reseccion maxima del tumor, sin metastasis macroscopicas,
e histologicamente desmoplasicos.

b) Riesgo alto: pacientes neonatales, y menores de 3 afios, con presencia de
metastasis, clasico, e histologicamente anaplasico.

Por otro lado, la organizacién mundial de la salud, ha definido 4 subtipos de
meduloblastoma basados en sus caracteristicas histolégicas: 1) el meduloblastoma
clasico, que se compone de capas de células pequefias®, 2) el meduloblastoma
desmoplasico nodular caracterizado por células con abundante estroma vy
apariencia nodular®, 3) el meduloblastoma con nodularidad extensa (MBEN) de
arquitectura lobular, y 4) el meduloblastoma anaplasico de células grandes (LCA)
formado por células con nlcleos grandes y redondos’.

Diversos estudios han sugerido, eventos genéticos somaticos y diferencias en el
transcriptoma, sugiriendo la existencia de 4 subgrupos moleculares de
meduloblastoma; el Wnt que es el mas conocido actualmente y poseen un buen
pronéstico?, el subgrupo SHH que es un tumor caracteristico dominante en
pacientes menores a 3 afios, el subgrupo 3 que posee una alta incidencia de
metastasis y es considerado el subgrupo mas agresivo! y por Gltimo el subgrupo 4
gue posee una supervivencia intermedia’. Los 4 subgrupos poseen demografia,
histologia, nimero de copias de DNA y resultados clinicos distintos entre ellos,
afiadiendo significativamente un aumento en la prediccion de resultados al
momento del diagndstico.
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2.2 Microambiente tumoral

Inicialmente las investigaciones generadas para la comprension del cancer
estaban enfocadas directamente en la célula maligna, intentando entender los
genes que provocaban su activacion, regulacion y expresion de diferentes funciones
que provocaron su transformacion a células aberrantes. Sin embargo, el
microambiente tumoral tiene un papel de gran importancia para el desarrollo y
mantenimiento de la enfermedad, con la premisa de que las células cancerosas no
manifiestan la enfermedad por si solas, sino, que reclutan a otras células de su
entorno, teniendo mayor impacto en el crecimiento, progresion del tumor, y
resistencia frente a la terapia®.

El microambiente tumoral se encuentra formado por las células cancerosas, las
células del sistema inmune (linfocitos T y B, neutréfilos, macréfagos, mastocitos,
células dendriticas, y ceélulas asesinas naturales [NK]) y el estroma circundante
(fibroblastos, células endoteliales vasculares, y proteinas como el factor de
crecimiento epidérmico [EGF], el factor de crecimiento transformante B [TGF-p], el
factor de necrosis tumoral a [TNF-a], varias interleucinas [IL], y quimiocinas)®.

Las diversas células del estroma contribuyen como estructura de soporte para
el crecimiento tumoral y también mantienen a la célula tumoral en constante
replicacion y contribuyen en la activacion de la sefializacion proliferativa, invasion,
resistencia a la muerte celular, metastasis e inducen la angiogénesis?'°.

Algunas de las células infiltradas pueden expresar diversas clases de enzimas
proteoliticas para escindir y modificar la estructura de la matriz extracelular que
contribuye como soporte para el crecimiento tumoral®*!. Ademas, la gran mayoria
de los tumores contienen leucocitos infiltrados, encargados de aportar mediadores
de crecimiento para estimular la proliferacion de las células cancerosas.

El conocer la identidad de los tipos celulares, asi como las sefales que
desencadenan, permite comprender el mecanismo microambiental y el desarrollo
de terapias alternativas para combatir la enfermedad. La comunicacion entre los
tipos celulares es lo que determina y controla el crecimiento del tumor; la expresion
de receptores, moléculas de coestimulacion, y diversos mediadores inflamatorios
determinan la direccion en la que se inclina el avance en la enfermedad.
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2.3 Respuesta inmunolodgica

La activacion de las células del sistema inmune se basa en el reconocimiento de
moléculas asociadas a microorganismos (MAMPSs) o asociados a dafio (DAMPS),
dicho reconocimiento se lleva a cabo por medio de receptores codificados en la
linea germinal, conocidos como receptores de reconocimiento de patrones (PRRS),
los cuales pueden ser expresados en la superficie celular, el citoplasma, en
compartimentos intracelulares o secretados al medio extracelular. En esta familia
de PRRs se encuentran los NLRs (receptores NOD), receptores de manosa, la
lectina unidora de manosa (MBL), los receptores tipo toll (TLRs), entre otros'2. Una
vez que se ven activados estos receptores, se estimulan funciones efectoras que
promueven el inicio de la transcripcion de genes que codifican para proteinas tales
como el complemento, citocinas, quimiocinas, factores de opsonizacién, moléculas
de adhesion, proliferacion, muerte celular, etc's.
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2.4 Receptores tipo Toll (TLRs)

Los receptores tipo Toll

actina, histonas, ARN, etc)!® (Tabla 1).

Tabla 1. Ligandos de los TLRs.

son proteinas transmembranales de tipo
caracterizados por poseer un dominio extracelular con regiones repetitivas ricas en
leucina (LRR) donde se lleva a cabo el reconocimiento de los ligandos. Ademas,
poseen un dominio intracelular similar al de los receptores de interleucina (TIR) cuya
funcion es mediar las interacciones entre los TLRs y los componentes de
transduccién de sefiales!®. Tienen un papel de suma importancia en la defensa, ya
gue se encargan de mediar el reconocimiento de MAMPs (incluyendo lipidos,
lipoproteinas, proteinas y acidos nucleicos derivados de microbios, bacterias, virus,
hongos, etc ) y DAMPs ( fibronectina, fibrinbgeno, proteinas de choque térmico, F-

Receptor Ligandos Referencias
TLR1 Lipoproteinas 19
Lipoproteinas, peptidoglicano, acido lipoteicoico, 20
TLR2 . L
proteinas de choque térmico
TLR3 dsRNA viral 21
Lipopolisacaridos, derivados de lipido A, acido 22
TLR4 o
hialuronico
TLR5 Flagelina 23
Lipoproteinas de diacilo, acido lipoteicoico, 19
TLR6 L L
zymosan, diacilados sintéticos
ssRNA viral y bacteriano, compuestos de
TLR7 tiazoquinolinas e imidazoquinolinas (R848, 24
imiquimod)
SSRNA viral y bacteriano, compuestos de
TLRS imidazoquinolina y tiazoquinolina (R848, 25
imiquimod)
TLR9 DNA viral y bacteriano, complejos cromatina IgG 26
TLR10 Desconocido 21
TLR11 Profilina, cromatina lgG 28
TLR12 Profilina 28
TLR13 RNA ribosomal bacteriano 29
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Se han identificado 10 TLRs funcionales en el humano y 13 en ratones y se
ha demostrado que cada uno posee una funcién distinta en términos de la respuesta
inmune!?,

El reconocimiento de los MAMPs por los TLRs ocurre en diversos
compartimentos celulares como son la membrana citoplasmica, los endosomas, los
lisosomas y endolisosomas. Estudios han demostrado que los TLRs reclutan
selectivamente moléculas adaptadoras distintas, y asi proporcionan respuestas
especificas!*

Los TLRs se dividen de manera general en dos subtipos, en funcién de su
localizacion celular y de sus ligandos. El primer grupo se compone de TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR6 Y TLR11, que se expresan en la superficie celular y reconocen
componentes de la membrana como lipidos, lipoproteinas y proteinas4 (Figura 1).

ena sencilla (ssRNAs)
R848
Motivos CpG = - NIl

Endosoma

Figura 1. Estructura y ubicacion celular de los TLRs. Los TLRs de superficie
como TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR11l reconocen principalmente
componentes estructurales de microorganismos. Por otro lado, los TLR3, TLR7,
TLR8 y TLR9 se expresan generalmente en compartimentos intracelulares y
reconocen acidos nucleicos.
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El segundo grupo se compone por el TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9, que se
expresan generalmente en los compartimentos intracelulares como el reticulo
endoplasmico, endosomas, lisosomas y endolisosomas, y reconocen A&cidos
nucleicos y RNA virales y/o sintéticos!*. TLR3 puede reconocer RNA viral de doble
cadena (dsRNA), que se genera por los virus durante la infeccién. TLR7 reconoce
a la familia de las imidazoquinolinas, el imiquimod y el resiquimod, ademés de
reconocer RNA viral de cadena simple (ssRNA)?.

Los TLRs se expresan en células del sistema inmune como macréfagos,
neutréfilos, células dendriticas y células NK, asi como por algunas células no
inmunes como las neuronas, los astrocitos, entre otros'’, por lo que los TLRs
pueden ser activados por una combinacion de patrones moleculares asociados a
microorganismos (PAMPS) y/o patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS)
durante trastornos inflamatorios del sistema nervioso central.

2.4.1 Via de sefializacidn

El reconocimiento de los diferentes ligandos por parte de los TLRs permite
gue los receptores se puedan homodimerizar, formando dimeros de la misma
molécula o en algunos casos que ocurra la heterodimerizacion (TLR2 dimeriza con
TLR1 o TLR6). En ambos casos, la dimerizacion de los TLR activa cascadas de
sefializacién que culminan en la expresion de genes especificos?®.

Dependiendo del TLR, la activacion del receptor puede finalizar en la
activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB), las proteinas quinasas activadas por
mitégeno (MAPK) y/o las vias de sefializacion del factor regulador del interferon
(IRF) los cuales regulan la expresion de diversos genes involucrados en la
respuesta inflamatoria, proliferacion, autofagia, invasion, migraciéon y muerte celular
entre otros procesos!®. Como molécula comin a la sefalizacién de los TLRs
excepto al TLR3%, se encuentra la proteina adaptadora MyD88 (molécula
adaptadora central del gen de respuesta primaria de diferenciacién mieloide)?!’. La
proteina MyD88 posee en su estructura un dominio intracelular TIR (Toll/IL-1R) en
el extremo carboxilo y un dominio de muerte en el extremo amino.

Al unirse el TLR con su ligando, el dominio TIR de MyD88 interacciona con
el dominio TIR del TLR, mientras que el dominio de muerte se asocia con IRAK4
(cinasa asociada al receptor de IL-1). El complejo MyD88-IRAK4 provoca la
fosforilacién y activacion de IRAK1 permitiendo asi una interaccion con el factor 6
asociado de TNF-a (TRAF6). Entonces, el TRAF6 se une al complejo
TAK1/Tabl/2/3, el cual provoca la fosforilacion y activacion del complejo IKK, que
finalmente libera al NF-xB de su inhibidor I-kB mediante su ubiquitinacion y
degradacion. El NF-xB es translocado al nucleo, en donde induce la activacion de
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la transcripcién de diversos genes que codifican para moléculas que participan en
la respuesta inmune, como son: mediadores inflamatorios, citocinas y quimiocinas?’
(Figura 2).

La activacion del complejo TAK1/Tabl/2/3 permite el reclutamiento de
MAPKSs, que a su vez va a provocar la fosforilacion de las quinasas MEK que son
activadoras de las proteinas ERK (quinasa regulada por sefal extracelular), JNK
(quinasa N-terminal de Jun) y la isoforma p38, permitiendo asi la fosforilacion del
factor de transcripcion de AP-1 (c-Fos/c-Jun) y su translocacion al ntcleo? (Figura
2).

Ademas, el complejo MyD88-IRAK4 induce la interaccién con un complejo de
TRAF3, reclutando a la proteina IRAK-1 cuya fosforilacion es capaz de activar el
factor regulador de interferén 7 (IRF-7) induciendo la transcripcion de los genes que
codifican para los IFN tipo | 2.
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Figura 2. Principales vias de sefializacién inducidas a través de la activacion de TLR7, TLR8 y TLR9. La activacion
de los TLRs desencadena cascadas de sefializacion que llevan a la activacion de factores de transcripcion, permitiendo asi
la expresion de diversos genes involucrados en diferentes procesos celulares.
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2.5 Migracién y proliferacidon celular

El cancer implica entre otras cosas la proliferacion celular descontrolada, la
invasion, la angiogénesis y la metastasis. Se sabe que el cancer es influenciado por
el microambiente que lo rodea, uno de los componentes de gran importancia en este
ambiente son las citocinas producidas por las células tanto inmunes como
tumorales??.

Las células cancerosas poseen diversos mecanismos de migracion, invasion y
proliferacion, tanto individuales como colectivas, los cuales son parametros criticos
en la diseminacion metastasica, la principal causa de muerte en pacientes con
cancer®. La comunicaciéon entre las células estd mediada por receptores de
adhesion diméricos transmembranales, mejor conocidos como integrinas, con los
cuales las células se adhieren o son capaces de migrar. Al iniciar la migracion, las
células cancerosas experimentan cambios moleculares al remodelar su adhesion
célula-célula, matriz celular y su citoesqueleto de actina?3. En los tejidos epiteliales,
las células se adhieren entre si mediante moléculas de adhesion formando uniones
intercelulares especializadas, las proteinas de adhesion incluyen a las cadherinas.

Existen diferentes tipos de migracion; la migracion mesenquimatosa de células
individuales, la migracion ameboidea y la migracion celular colectiva, la cual esta
implicada en la propagacion de tumores. La pérdida de la molécula de adhesion
célula-célula E-cadherina en el cancer de células epiteliales asi como la emision de
sefales promotoras, permite la conversion de células epiteliales diferenciadas en
células mesenquimales, migratorias e invasoras, un proceso denominado transicion
epitelio-mesenquimal, en el que para abandonar el tumor primario, las células
disuelven sus contactos célula-célula y siguen una ruta quimioatractiva a través de
la matriz extracelular, facilitada por proteasas secretadas. Las células tumorales
pierden entonces su morfologia y migran a un sitio para formar una nueva
estructura, la pérdida de la expresion de E-cadherina sirve como un indicador clinico
de mal pronéstico y metastasis??, 2°.

La capacidad de migrar de las células es critica en el desarrollo del cancer. La
migracion celular es sensible a las sefiales extracelulares, que pueden ser factores
difusibles, sefales de células vecinas y sefales del microambiente. La interaccion
de las células tumorales con el microambiente induce la secrecién autocrina o
paracrina de factores de crecimiento y citocinas, que pueden desencadenar la
transicion epitelio-mesenquimal. Estudios han encontrado que existe una gran
asociacion entre las vias de sefializacién y los factores de crecimiento con la
metastasis en el cancer, debido a que algunas vias de sefializacién como la de NF-
kB o la MAPK se activan estimulando la produccién de citocinas en el microambiente
tumoral principalmente IL-8, TNF-a e IL-1B, las cuales permiten que se establezca
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una respuesta que favorezca el desarrollo del tumor, desencadenando el
movimiento celular o una respuesta antitumoral que permita su erradicacion?? 26,

La transicion epitelio-mesenquimal es muy compleja, e involucra una gran
cantidad de vias de sefalizacion, que controlan la expresién de E-cadherina, cuya
desregulacion conduce a la pérdida de uniones intercelulares. Se ha reportado que
la induccién del NF-kB regula la expresion de una gran cantidad de genes cuyos
productos pueden, promover la invasividad del tumor respaldando su progresion,
invasion de los tejidos circundantes, angiogénesis y metastasis?’.

Se ha observado que diferentes factores de crecimiento y sus vias de
transduccion de sefiales activadas provocan la pérdida de la funcion de E-cadherina
induciendo la migracion, como TGFB y el EGF 28, la activacién de represores
transcripcionales como Snail e incluso la fosforilacion mediante el receptor tirosina
quinasa.?® La pérdida de la funcién de E-cadherina, conduce a una interrupcion de
adherencias y uniones estrechas y a la pérdida de polaridad celular, liberando
proteinas del complejo de adhesion celular citoplasmatico.

La mayoria de los estudios sobre TLRs se han centrado en su expresion y
funcidn en las células del sistema inmune, sin embargo, recientemente, la expresion
y funcion de TLRs en las células cancerosas y su asociacion con la progresion
tumoral se ha convertido en un campo muy activo. Estudios han encontrado un nivel
elevado de TLRs en diversas células tumorales, sin embargo, los TLRs pueden
desempeiiar papeles duales con resultados contradictorios3%3!. Se sabe que la
activacion de NF-xB conduce a un aumento en el nivel de produccion de citocinas
como IL-1, IL-6, IL-10 y TNF-a, lo que puede promover la supervivencia y progresion
tumoral debido a la inhibicién de la apoptosis, y la induccién de angiogénesis.
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3. ANTECEDENTES

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) son un grupo de neoplasias que se
originan en diferentes tipos de células pluripotentes y diferenciadas. La mayor
incidencia de tumores primarios del SNC en adultos es de meningiomas y tumores
neuroepiteliales, mientras que en nifios y adolescentes se presentan mayormente
tumores embrionarios, principalmente el meduloblastoma®. Los tratamientos
clinicos actuales (quimioterapia, radioterapia craneoespinal y reseccion quirargica)
a menudo tienen éxito; sin embargo, los pacientes manifiestan efectos secundarios
gue afectan su funcién neurolégica y su calidad de vida. Debido a esto, el
entendimiento de la biologia de tumor constituye un area de oportunidades en el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

Se ha descrito que los TLRs estan presentes en diferentes tipos celulares
ademas de las células del sistema inmune, como progenitores neurales, neuronas
maduras y células tumorales entre otras'3. Como los estudios realizados por Chun
et al. en 2013 que detectaron la expresion de TLRs en células del cancer de pulmon
Lewis (LLC)3*. Por otro lado, la investigacién realizada por Andaloussi et al. en 2006
revelaron la expresion de TLRs en glioma humano y murino, ademas demostraron
gue el TLR9 se ve sobreexpresado en esas células y al realizar la estimulacidén con
ODNSs se promovio la apoptosis del glioma, prolongando la supervivencia de los
ratones con tumores cerebrales experimentales®®.

Actualmente, se conoce que la modulacion de la sefializacion de los TLRs
puede tener efectos antitumorales o pro-tumorales sobre la progresion tumoral
dependiendo del TLR y del tipo de cancer. Es el caso de la activacion de TLR9 que
promueve la invasion de las células en el cancer oral humano, mientras que la
activacion del TLR5 en las células de adenocarcinoma de glandulas salivales
promueve la migracion y la invasion a través de la estimulacion por flagelina3637.

En relacion con los tumores de SNC y los TLRs, Buonfiglioli et al.
recientemente mostraron que en glioblastoma humano y murino existe una alta
expresion de TLR7 vy, al activarlo mediante el miRNA Let-7 se observé una
atenuacion de la migracion celular, disminuyendo el crecimiento del glioma.

La activacion de NF-kB inducida por la activacion de agonistas de TLR7 y TLR8 en
células tumorales de pulmon, indujo un aumento de la sobrevivencia de las células
tumorales y quimiorresistencia, lo cual sugiere que la activacion de los TLRs puede
favorecer directamente el desarrollo del tumor.

Dada la evidencia anterior, es primordial comprender el impacto funcional de
la expresion y activacion de los TLRs en las células tumorales, por lo que se requiere
una mayor investigaciéon. Estudios han reportado que los TLRs pueden desempenfar
un papel importante en pacientes con meduloblastoma. El estudio realizado por
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Danuta et al. evidenci6 una alta expresion de TLR2 y TLR3 asociados a células
tumorales de meduloblastoma, sugiriendo que juegan un papel importante en la
angiogénesis tumoral®.

En el caso especifico de los meduloblastomas, solo existe un antecedente de
un estudio en el que se describi6 la expresion de los TLR2, TLR3 y TLR9 en las
células gliares, mientras que en el grupo de trabajo se estudio la presencia de TLRs
en biopsias de pacientes con meduloblastoma, detectandose los receptores TLR7
y TLRS8; no obstante, se desconoce la funcién que tienen estos receptores en la
respuesta pro y/o antitumoral en meduloblastomas. Por lo tanto, establecer el
contexto inmunoldgico que predomina en las células tumorales y el efecto de la
activacion de los TLRs expresados en los meduloblastomas, son aspectos
importantes para el entendimiento de la biologia del tumor.
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4. JUSTIFICACION

El meduloblastoma es uno de los tumores cerebrales infantiles malignos de
mayor frecuencia, que posee una amplia heterogeneidad y donde el desarrollo de
metéastasis favorece la posibilidad de recaida posterior al tratamiento. La expresion
de los TLRs se ha identificado en células de meduloblastoma; sin embargo, no se
conoce adn su participacion en los mecanismos de migracion celular.

El entendimiento del mecanismo de activacion de los TLRs en el
meduloblastoma, puede significar una herramienta de gran utilidad en la busqueda
y mejora de tratamientos terapéuticos.
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5. HIPOTESIS

La activacion de los receptores TLR7, TLR8 y TLR9 provocara la disminucion de la
capacidad de migracién de las células de meduloblastoma.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la activacion de los receptores TLR7, TLR8 y TLR9 sobre la
capacidad de migracion de la linea celular DAOY.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la capacidad de migracion de células DAQY, activando a los
receptores TLR7, TLRS8, y TLR9 con ligandos sintéticos.

e Identificar la via de sefalizacion involucrada en la migracién de células
DAOQY, inducida por la activacion de los TLR7, TLR8 y TLRO.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Cultivo celular

Se utilizaron células DAOY (ATCC HTB-186™) derivadas de meduloblastoma
desmoplasico humano, de vardén de 4 afos. Fueron cultivadas en medio EMEM
(Eagle’s Minimum Essential Medium) (ATCC) complementado con 10% de suero
fetal bovino inactivado (SFB, Biowest) y antibiotico antimicético (1mL/100mL) y
mantenidas a 37°C con CO2 5% y 5% de humedad.

8.2 Ensayos de migracién

Estria en monocapa.

Se determiné la capacidad de migracion de las células DAOY utilizando placas de
12 pozos, colocando en cada uno 5 x 10° células/mL de medio EMEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino, se incubd por 24 horas a 37°C con 5% de CO2y 5%
de humedad. Posteriormente, se realiz6 una herida en la monocapa utilizando
puntas estériles de 200 pL. Se retird el medio y se afiadio medio EMEM sin suero
fetal bovino y colchicina 0.01 uM. Se utilizaron como estimulos independientes a
una concentracion de 1 pg/mL R848, imiquimod, dos diferentes ODN tipo B (ODNB1
y ODNBZ2, 1 ug/mL), un control ODNB1 para corroborar la especificidad (1 pg/mL) y
un ODN inhibidor para corroborar a participacion de los receptores TLR8 y TLR 9
(ODNinh 1 pg/mL, 5 pg/mL y 10 pg/mL) (Tabla 2). Se tomaron fotografias como
seguimiento de la evolucion de cierre de la estria a las 0 y 24 h a un objetivo de 5x.
Una vez observado el cierre de estria las células se fijaron con etanol 100% y se
tineron con violeta de Genciana. Las imagenes capturadas fueron analizadas
calculando el area sin cicatrizar con el programa Fiji ImageJ.

Tabla 2. Ligandos sintéticos utilizados.

Receptor Ligando Marca
TLR7 y TLR8 R848 INVIVOGEN
TLR7 Imiquimod INVIVOGEN
TLR9 ODN tipo B (ODNB1) Miltenyi Biotec
TLR9 ODN tipo B (ODNB?2) Miltenyi Biotec
TLR7, TLR8y TLR9 ODN 2088 (ODNinh) Miltenyi Biotec
ODN control (control ODNB1) Miltenyi Biotec
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Céamaras transwell

Se evalué la capacidad de migracién de las células DAOY empleando camaras
Transwell con una densidad de 1 x 10° células/mL de medio EMEM sin
complementar y colchicina 0.01 uM para inhibir la proliferacion celular. Se utilizaron
de manera independiente los estimulos R848 (Invivogen) e imiquimod (Invivogen)
en concentracion de 1 pg/mL. En el pozo inferior de la camara se agregd 1 mL de
medio EMEM suplementado con suero fetal bovino 10% como quimioatrayente. Se
dejaron incubar a 37°C con 5% de CO2y 5% de humedad por 24 h. Posteriormente,
se fijaron las células en la membrana con etanol al 100%, se retird la membrana del
inserto y se tifid con violeta de Genciana. Las membranas fueron montadas en
portaobjetos para la toma de fotografias (5 zonas representativas por membrana) a
un objetivo de 10x. La cuantificacion de células se realiz6 con el programa Fiji
ImageJ. Los resultados obtenidos fueron graficados como porcentaje de migracion,
considerando al total de las células sin ningan estimulo (control) como el 100%.

8.3 Extraccidn de proteinas.

Extractos totales

Se cultivaron 7 x 10° células en placas de 6 pozos en 1.5 mL de medio EMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino, incubandose por 24 h a 37°C con 5%
de CO2 y 5% de humedad. A continuacion, se utlizaron como estimulos
independientes imiquimod, R848, ODNB1, ODNB2, control ODNB1 y LPS en
concentracion de 1 pg/mL durante 15 min. La proteina total de las células se extrajo
utilizando el amortiguador de extraccion RIPA (Tris-HCI pH 7.5 [50 mM]; EDTA [1
mM]; NaCl [100 mM]; Nonidet P-40 1 %) ademéas de EDTA 0.05 mM (Thermo
Scientific), inhibidor de proteasas (Protease inhibitor Cocktail, Thermo Scientific) e
inhibidor de fosfatasas (Thermo Scientific). El extracto obtenido se centrifugé a
13,000 rpm por 15 min a 4°C. EL sobrenadante se recuperé y almacené a -20°C.

La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford
utilizando el reactivo Protein Assay (BioRad) y siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Extractos nucleares y citoplasmaticos

Se cultivaron 7 x 10° células por triplicado en placas de 6 pozos en 1.5 mL de medio
EMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, incubandose por 24 h a 37°C
con 5% de CO2 y 5% de humedad. A continuacion, se utilizaron como estimulos
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independientes imiquimod, R848, ODNB1, ODN control y LPS en concentracion de
1 pg/mL. La fraccion citoplasmatica se obtuvo utilizando amortiguador de extraccion
citoplasmética (HEPES [10 mM] pH 7.9, KCI [10 mM], EDTA [0.1 mM], Nonidet P-
40 0.3%) ademéas de EDTA 0.05 mM (Thermo Scientific), inhibidor de proteasas
(Protease inhibitor Cocktail, Thermo Scientific) e inhibidor de fosfatasas (Thermo
Scientific), incubandose por 5 min. El extracto obtenido se centrifugd a 3000 rpm
por 5 min, se reservoé el sobrenadante que corresponde a la fraccion citoplasmatica,
mientras que el pellet que contiene la fraccion nuclear se resuspendid en
amortiguador de extraccion citoplasmatica sin Nonidet P-40 y se centrifugd a 3000
rpm por 5 min 2 veces mas. La fraccion nuclear se obtuvo resuspendiendo el pellet
en amortiguador de extraccion nuclear (HEPES [20 mM] pH 7.9, NaCl [0.4 M], EDTA
[1 mM] y glicerol 25%) ademas de EDTA 0.05 mM (Thermo Scientific), inhibidor de
proteasas (Protease inhibitor Cocktail, Thermo Scientific) e inhibidor de fosfatasas
(Thermo Scientific) incubandose por 10 min. Finalmente, se centrifugd a 14,000 rpm
por 5 min a 4°C, recuperando el sobrenadante y almacenandose a -20°C.

La concentracion de proteinas se determiné por el método de Bradford utilizando el
reactivo Protein Assay (BioRad) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

8.4 Electroforesis en gel de acrilamida

A los extractos proteicos se les afiadio amortiguador LDS 4x (dodecilsulfato de litio,
pH 8,4) con B-mercaptoetanol y se calentaron por 5 min a 95°C. Las muestras se
cargaron en geles de acrilamida al 10% de 1.5 mm de ancho ajustandose a una
cantidad de proteina de 80 pg. Las proteinas se separaron por electroforesis (Mini
Protean, BioRad) a 80 V utilizando amortiguador de corrida (SDS 10%,
amortiguador de proteinas 10X, pH 8.3).

8.5 Western blot

Se transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF (Merck Millipore). La
transferencia se realizé a 300 mA. Luego la membrana se bloque6 por 1 h usando
una solucion de leche desnatada al 5% en TBS-Tween. Posteriormente la
membrana se incubd con el anticuerpo primario segun correspondia toda la noche
a 4°C (Tabla 3). Finalmente se lavo la membrana con PBS-Tween y se agrego el
anticuerpo secundario por 2 h a temperatura ambiente (Tabla 3). Una vez que las
incubaciones finalizaron se realiz6 la deteccién por guimioluminiscencia utilizando
el reactivo de revelado (InmunoCruz, Santa Cruz) siguiendo las instrucciones del
fabricante, a diferentes tiempos en el fotodocumentador Fusion S (Vilber) con el
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programa EvolutionCapt. Las bandas fueron analizadas mediante el software Fiji
ImageJ. La B-actina se utilizé como control de carga. Los experimentos se repitieron
al menos 3 veces.

Tabla 3. Concentracion de anticuerpos utilizados para western blot.

Anticuerpo Dilucién Clase Isotipo Marca
Anti-B-actina 1:8000 Monoclonal Rabbit 1IgG Abcam
Anti-NF-xB p65 1:5000 Policlonal Mouse IgG Invitrogen
Anti-p-cJun 1:1000 Policlonal Mouse IgG Abcam

Anti-lamina A/C 1:1000 Monoclonal Mouse IgG Abcam
Anti-Rabbit IgG 1:5000 Santa Cruz
Anti-Mouse IgG 1:5000 Santa Cruz

8.6 Analisis Estadistico

Se determinaron los valores promedio del area y la densidad éptica de proteinas de
por lo menos tres diferentes experimentos y su error estandar de la media (SEM).
Las diferencias de los valores de las muestras con diferentes tratamientos y los
valores de las muestras sin tratamiento se determinaron por la prueba de t-student
y U de Mann-Whitney cuando asi fue requerido. Para el andlisis se utilizo el
programa GradhPad Prism 5. Un valor de P<0.05 fue considerado como
estadisticamente significativo.
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9. RESULTADOS

9.1 La migracién de las células de meduloblastoma es afectada por la
activacion de los TLRs

La migracion de las células cancerigenas es fundamental para el proceso de
metastasis. Nosotros determinamos la capacidad de migracion de las células
tumorales y el efecto de la activacion de los TLRs mediante ensayos de cierre de
estria.

Los resultados obtenidos muestran que la activacion de TLR7 y TLR9 por
imiquimod y ODNBL1 respectivamente, disminuy6 significativamente la capacidad de
migracion de las células de meduloblastoma con respecto a las células control
(Figura 3A-B). A pesar de que se observd una inhibicion de la capacidad de
migracion con el ODNB2 esta diferencia no resultd ser estadisticamente
significativa. El control ODNB1 no mostro capacidad alguna de activar al TLR9 ya
gue es un oligonucledtido que se une al receptor y no permite que sea activado, por
lo que observamos que su comportamiento es igual al control, lo cual nos permite
afirmar que la actividad observada por los ODN tipo B es especifica.

Para explorar la participacion de los TLR7 y TLR8 durante la migracion
celular, se utilizaron cultivos de células en camaras transwell por 24 h (Figura 4A).
De acuerdo con los datos, los cultivos de células de meduloblastoma estimulados
con imiquimod mostraron un aumento en la migracion celular, mientras que las
células estimuladas con R848 parecen estar teniendo un efecto contrario, aunque
ambos efectos no son estadisticamente significativos (Figura 4B).

Por otro lado, para corroborar si el TLR7 y el TLR8 estaban participando o no
en la migracion de células de meduloblastoma, examinamos la capacidad de
migracion empleando un ODN inhibidor de la activacion de los TLR7 y TLR8 a
diferentes concentraciones, empleando ensayos de estria en monocapa (Figura
4C) y preincubando 30 min antes de la estimulacion con R848. En los resultados
obtenidos se puede observar un aumento en la capacidad de migracion en las
células tratadas previamente con el inhibidor de los TLRs (Figura 4D), aumentando
la cantidad de células que migraron conforme aumenta la concentracion del
inhibidor, revirtiendo el efecto de la activacion de los TLR7 y TLR8 sobre la
migracion celular.

Sin embargo, la inhibicion de los TLRs como puede observarse tiene el efecto
contrario a una concentracién mayor (10ug/ml), lo que sugiere la existencia de otros
mecanismos de activacion del oligonucleétido en esta linea celular, ligada a la
activaciéon mediada por los TLRs.

Estos resultados nos indican la participacién de TLR7 y TLR8 en la capacidad de
migracion de las células de meduloblastoma inducida por el imiquimod y R848.
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Figura 3. Efecto de la activacion de TLR7 y TLR9 en las células de meduloblastoma. Las células fueron estimuladas con Imiquimod,
ODNB1, ODNB2 y un control ODNB1 durante 24 h. A) Imagenes representativas de la migracion de las células de meduloblastoma
realizada por estria en monocapa. B) Cuantificacion de la migracion. Las barras representan un promedio de 8 experimentos
independientes realizados por duplicado + SEM, *p<0.05.
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Figura 4. Efecto de lainhibicion de los TLR7 y TLR8. A) Ensayo de migracién en camara transwell, imagen representativa. Las células
fueron tratadas con imiquimod y R848 por 24 h utilizando como quimioatrayente suero fetal bovino. B) Cuantificacion de la migracion.
Las barras representan un promedio de 5 experimentos independientes +SEM. C) Imagen representativa. Mediante un oligonucleoétido
sintético se llevé a cabo la inhibicién de los TLRs, preincubando con R848, revirtiendo el efecto provocado por el R848. D) Cuantificacion
de la migracion de las células DAQY. Las barras representan un promedio de 3 experimentos realizados por duplicado + SEM, *p<0.05.
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9.2 Los niveles de NF-kB disminuyen en la estimulacion de los TLRs en
células de meduloblastoma

Dado que los resultados anteriores nos sugirieron una posible participacion
de los TLR7, TLR8 y TLR9 en la migracién de las células de meduloblastoma y ya
que la activacion de los TLRs induce la activacion de factores de transcripcion como
NF-xB y AP-1. Se determind el nivel NF-xB en células de meduloblastoma
estimuladas con R848, Imiquimod, ODNB1, y un control ODNB1, a los 15 min en
comparacién con las células que no fueron estimuladas (Figura 5A).

En los resultados se observé una gran cantidad de NF-xB basal expresada
por las células de meduloblastoma sin ningun tratamiento, mientras que, al llevarse
a cabo la estimulacion por 15 min de los TLRs, la cantidad de NF-xB expresada en
cada tratamiento se ve disminuida (Figura 5B).

En las células en reposo, la sefalizacion de NF-kB esta bloqueada por I-xB
a en el citosol. Al activarse el complejo clAP/TRAF I-xB a se fosforila y se degrada,
lo que conduce a la translocacion nuclear de las subunidades p65/p50 de NF-xB y
la subsecuente activacion transcripcional de los genes diana de NF-xB (IL-8,
proteina quimioatrayente de monocitos 1, entre otros.)**.

Para examinar la cantidad de NF-xB activa se realizaron extracciones
fraccionadas de proteina citoplasmatica y de proteina nuclear a diferentes tiempos
(15 y 60 min).

Se utilizé como control enddgeno de la correcta separacion de la fraccion nuclear
a la proteina Lamina A/C (Figura 6A). Los resultados obtenidos muestran que para
el tiempo de 15 min existe mayor presencia de NF-kB en el nucleo con ODNBL1 que
la que esta presente en el extracto citoplasmatico, siendo ésta la proteina activa
mientras que para los demas tratamientos la cantidad de NF-xB presente en el
citoplasma es mayor que en el nucleo (Figura 6B). En el tiempo de 60 min se puede
observar que la cantidad de NF-kB presente en el extracto nuclear es menor para
todos los tratamientos que la observada a los 15 min y no es mayor a la proteina
presente en los extractos citoplasmaticos sugiriendo que a 60 min se regresa a un
estado basal de proteina NF-xB.

Los resultados anteriores nos sugirieron una posible participacion de otros
factores de transcripcion tras la estimulacién de los TLRs como c-Jun. Por lo cual
se utilizo el anticuerpo para la proteina c-Jun en los extractos de proteinas totales
obtenidas de las células de meduloblastoma estimuladas con R848, Imiquimod y
oligonucledtidos sintéticos. La proteina fue detectada mediante western blot (Figura
7A). Los resultados muestran que hay una expresion de c-Jun basal alta en las
células sin tratamiento, mientras que en la estimulacién con imiquimod, R848 y
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ODNBL1 hay una tendencia en disminuir la cantidad de proteina c-Jun expresada a
los 15 min de estimulacion en todos los tratamientos (Figura 7B).

Por lo tanto, debido a la activacion observada de c-Jun/AP-1 en las células
de meduloblastoma sin estimulacién, se decidié probar su localizacion activa en los
extractos nucleares en las células de meduloblastoma. Se emplearon el imiquimod,
el R848 y los oligonucledtidos anteriores para la estimulacion de los TLRs a
diferentes tiempos (15 y 60 min) (Figura 8A). En los resultados se puede observar
un aumento en la cantidad de proteina c-Jun en el ndcleo en la mayoria de los
tratamientos a los 15 min, comparado con la expresién de c-Jun en citoplasma sin
ser este efecto estadisticamente significativo. Por otro lado, a los 60 min la
presencia de c-Jun en el ndcleo disminuyd en todos los tratamientos hasta casi
llegar a su estado basal (Figura 8B).

Ademas, se empleé como control positivo el ligando especifico LPS para el
TLR4 y el ligando ODN control de B1 para el TLR9 como control negativo. Se
esperaba que hubiera una expresion de NF-kB y c-Jun mayor o igual que la obtenida
por el grupo control, pero debido a que el nivel basal de NF-xB y c-Jun fue alto, no
se observo el efecto esperado.
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Figura 5. Activaciéon de NF-xB en células de meduloblastoma inducida por ligandos sintéticos. (A) Imagen representativa del
western blot de los extractos totales que fueron obtenidos de células de meduloblastoma estimulados con 1ug/ml de diferentes ligandos
sintéticos: Imiquimod, R848, ODNB1 y control ODNB1 durante 15 min (B) Cuantificacion de la densidad 6ptica normalizada con respecto
al control. Las barras representan el promedio de dos experimentos independientes + SEM.
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Figura 6. Expresion de NF-kB en el nucleo. (A) Imagenes representativas de western blot. Los extractos citoplasméticos y nucleares
fueron obtenidos de células de meduloblastoma estimuladas con 1 pg/ml de diferentes ligandos sintéticos: imiquimod, R848, ODNB1,
control ODNB1 y LPS como control positivo durante 15y 60 min para determinar la activacion de NF-xB en el nlicleo mediante Western
blot, utilizando como control de carga B-actina y como control nuclear Lamina A/C. (B) Cuantificacion de la densidad optica normalizada
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Figura 7. Activacién de c-Jun en células de meduloblastoma inducida por ligandos sintéticos. (A) Los extractos totales fueron
obtenidos de células de meduloblastoma estimuladas con 1 pg/ml de diferentes ligandos sintéticos: imiquimod, R848, ODNB1 y control
ODNBL1 durante 15 min para determinar la activacion de c-Jun detectada mediante western blot. (B) Cuantificacion de la densidad 6ptica
normalizada con respecto al control. Las barras representan el promedio de dos experimentos independientes + SEM.
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barras representan el promedio de dos experimentos independientes + SEM.




Finalmente, se determiné si el comportamiento de NF-kB observado
anteriormente es especifico por la estimulacion de los TLRs mediante los ligandos
sintéticos, empleando un inhibidor de la activacibn de NF-xB en los extractos
citoplasmaticos y nucleares a diferentes dosis: el PDTC que inhibe la fosforilacion
de I-xB, bloqueando la translocacién de NF-xB al nucleo reduciendo la expresion
de citocinas posteriores. Se observo que la cantidad de NF-kB expresada en el
citoplasma se ve disminuida para el tratamiento con R848, mientras que la
expresion en los extractos nucleares estd aumentada, al aumentar la dosis de
PDTC, la expresion en los extractos nucleares disminuyd, mientras que en el
extracto citoplasméatico aumentd, lo que sugiere que la inhibicion de NF-xB es
dependiente de la dosis.
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Figura 9. Estandarizacion de PDTC en la inhibicién de NF-xB. (A) Los extractos citoplasmaticos y nucleares fueron obtenidos de
células de meduloblastoma preincubadas 30 min con PDTC a diferentes concentraciones (10, 25, 50 y 100 uM) y estimuladas con 1
png/ml de R848 durante 15 min. (B) Cuantificacion de la densidad 6ptica normalizada con respecto al control.




10. DISCUSION

Después de la leucemia aguda, el tumor cerebral es la segunda neoplasia
maligna mas comun en el grupo de edad pediatrica. EI meduloblastoma es un tumor
embrionario del cerebelo que se origina a partir de las células madre de la capa
granular externa del cerebelo y de las células madre de la matriz ventricular
supendimaria*>. En la actualidad los tratamientos convencionales suelen ser
exitosos. No obstante, los efectos secundarios en los pacientes que sobreviven
afectan notablemente su calidad de vida al disminuir su capacidad cognitiva, motriz
y auditiva“s.

El cancer es el resultado de la desregulacion de la proliferaciéon celular y la
migracion celular. Las células tumorales se caracterizan por su descontrol en el
desarrollo de diversos mecanismos del abandono del sitio primario para llegar a
sitios distantes mediante los procesos de diseminacion metastasica. Los
mecanismos moleculares utilizados por las células cancerosas para adherirse y
migrar es un tema central en el tratamiento del cancer. Sin embargo, la cascada de
eventos que conducen a la migracion de las células durante el desarrollo del tumor
es poco conocido. Los TLRs se caracterizan por tener la capacidad de
desencadenar sefales que regulan la expresion de genes implicados en diferentes
procesos celulares que promueven o suprimen la progresion del cancer como la
capacidad de migracion, de proliferaciéon, metastasis, entre otros*+4°,

Se ha reportado la asociacion entre el desarrollo y la progresion del tumor y
la activacion de los TLRs expresados en distintos tipos de cancer, tanto en
condiciones in vitro como in vivo. Sin embargo, pese a que existen estudios sobre
otros tipos de cancer, poco se conoce sobre el papel que tienen los TLRs en la
migracion de las células de meduloblastoma. Esto trae como consecuencia que
exista un avance pobre en entendimiento del desarrollo del tumor.

Para investigar los mecanismos implicados en la migracién de células de
meduloblastoma, Nos centramos en 2 ensayos que miden el potencial migratorio de
las células, llevando a cabo ensayos de migracion por estria 'y en camaras transwell
utilizando como estimulos agonistas de TLRs.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la estimulacion
de los TLRs induce una disminucién de la migracion de las células de
meduloblastoma, sobre todo al estimular a TLR9. Este hallazgo es consistente con
estudios previos en los que se reporté que la activacion de TLR3 con [poli (I: C)]
inducen la supresion de la migracion e invasion en células de neuroblastoma“® y es
de gran importancia ya que generalmente no se identifica a los TLRs como
inhibidores del movimiento celular. La migracion es un parametro critico en la
diseminacion metastasica de las células cancerosas, siendo la principal causa de
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muerte en pacientes con cancer, por lo que existe la necesidad de nuevas
estrategias terapéuticas para evitar la propagacion?®,

Las células cancerosas sufren cambios moleculares y celulares al remodelar
su adhesién célula-célula, célula-matriz y su citoesqueleto de actina, procesos
moleculares que involucran la actividad de varias redes de sefializacion. Los
estimulos que promueven la migracion celular, tales como citocinas, quimiocinas
entre otros, activan las vias que controlan la organizacion de los complejos de
citoesqueleto y adhesion de actina. Existe evidencia reciente que indica que la
sefializacion del factor nuclear NF-xB es un mediador de la migracién e invasion en
los canceres humanos*'. En las células en reposo, la sefializaciéon de NF-kB esta
bloqueada por I-xB a en el citosol. Al activarse el complejo clAP/TRAF |-xB a se
fosforila y se degrada, lo que conduce a la translocacion nuclear de las subunidades
p65/p50 de NF-kB y la activacion transcripcional de los genes diana de NF-xB
conduciendo a niveles elevados de RNAm implicados en la migracion (IL-8,
proteina quimioatrayente de monocitos 1, etc)*! por lo que NF-xB puede controlar
la migracion a través de la activacion transcripcional de genes pro-migratorios. Sin
embargo, aunque en diversas células la activacion de los TLRs mejora el
crecimiento tumoral, la supervivencia, la metastasis y la inflamacion, algunos TLR
pueden poseer una funcion antitumoral como el TLR9 reduciendo la proliferacion
de las células de glioma humano*’. Este hallazgo es de gran importancia, ya que la
activacion de un TLR particular en un tipo de células tumorales tiene un impacto
antitumoral, pero puede desempefar un papel de protumor en otro tipo de tumores.

Existen reportes previos en los que se describen que la estimulacion de los
TLRs en células cancerigenas activan al factor NF-kB mediante dinucleotidos
citosina-fosfato-guanidina (CpGs) no metilados*”48, En este trabajo demostramos
gue el ODNBL1 induce una disminucion de la proteina NF-xB al activar al TLR9
mediante ligandos sintéticos. Es muy probable que esta disminucién sea debido a
gue se ha reportado que los factores de transcripcion como NF-kB se encuentran
activos constitutivamente en diferentes células madre cancerosas*®.

La via de sefalizacién de TLRs esta estrechamente controlada para evitar
respuestas excesivas e incontroladas. En la sefalizacion de TLRs, varios
reguladores negativos que funcionan a través de la prevencion de la unién ligando—
receptor, la degradacion de la proteina diana y la inhibicién del reclutamiento o la
transcripcion de los productos intermedios han sido identificados.

La regulacién negativa de la sefalizacion de TLR tiene lugar en mdltiples
pasos, que van desde sefiuelos de TLR solubles extracelulares hasta inhibidores
transmembrana e intracelulares como los que contienen el dominio TIR®. La
presencia de varios puntos control sugieren que diferentes reguladores pueden
actuar en diferentes tipos de tejido o en diferentes momentos. Se conoce por
ejemplo, que la molécula relacionada con IL.1R de inmunoglobulina Unica (SIGIRR)
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inhibe la activacion de NF-kB inducida por los receptores que contienen el dominio
TIR como TLR e IL-1R1, pero el mecanismo de inhibicién ain no esta claro®.

Como se menciono anteriormente, una vez activado NF-kB regula una amplia
variedad de genes diana, que también incluyen reguladores negativos de la
sefalizacion de NF-kxB como A20 que desubiquitiniza moléculas de sefializacién
especificas de NF-xB como TRAF6, lo que implica a A20 en la regulacion por
retroalimentacion negativa de la sefializacion de NF-xB°2°3. Sin embargo, se
requieren de otros estudios que nos permitan confirmar esta hipétesis.

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio muestran por
primera vez que los TLR7, TLR8 y TLR9 sugieren tener participacion en la migracion
de las células de meduloblastoma, induciendo aparentemente la supresion del
movimiento celular. Ademas de que la estimulacion del TLR9 mediante ODNs B
propone disminuir la produccion del factor de transcripcion NF-kB. En conjunto estos
resultados nos muestran la posible funcion de los TLRs en la migracion del
meduloblastoma.
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11. CONCLUSIONES

Los receptores TLR7, TLR8 y TLR9 parecen mostrar un papel importante en la
regulacién de la migracion de las células de meduloblastoma.

Los TLRs 7, 8 y 9 sugieren inducir una disminucion en la capacidad de migracion
de las células de meduloblastoma.

Existe una disminucion de la expresion del factor de transcripcion NF-xB. Sin
embargo, los resultados obtenidos no demuestran que los efectos observados son
generados a partir de la estimulacion del TLR9, por lo que esta correlacion
Uunicamente nos puede dar un indicio de la posible via de sefializacion involucrada.

Poco se sabe acerca de la contribucion directa de los TLRs durante la migracion de
las células tumorales in vitro. La evidencia, sin embargo, converge para indicar que
los receptores TLR7, TLR8 y TLR9 de hecho pueden estar actuando como
reguladores positivos o negativos durante el desarrollo del meduloblastoma.
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12. PERSPECTIVAS

e Abordar las causas de la inhibicion en la capacidad de migracion de las
células de meduloblastoma una vez estimuladas con agonistas sintéticos
analizando las proteinas involucradas en el proceso, tales como e-cadherina.

e Evaluar la caracterizacién y cuantificaciéon de citocinas producidas como
resultado del estimulo de los TLRs con agonistas sintéticos y que podrian
estar favoreciendo o disminuyendo la migracion celular tales como IL-8, TNF-
ae lL-1B,

e Evaluar la capacidad de migracion de las células de meduloblastoma
utilizando un inhibidor de NF-xB y estimulando a los TLRs 7, 8 y 9.

e Profundizar en el estudio de la migracion en las células de meduloblastoma,
estudiando el efecto de la estimulacion de TLRs in vivo en tumores
generados en ratones nu/nu mediante la inoculacion de células de
meduloblastoma en el cerebelo.
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