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7 Resumen

Los gliomas son el grupo principal de tumores cerebrales primarios y normalmente se les conoce asi
por que surgen de células de la glia. El tipo de tumor mas comun entre ellos es el glioblastoma o
astrocitoma grado 1V el cual representa cerca del 50% de los tumores cerebrales malignos, este tipo
de neoplasias puede surgir tanto de novo, mayoritariamente, como de una progresion lenta de
astrocitomas de niveles inferiores. Los glioblastomas a su vez pueden subclasificarse segun sus

perfiles de transcripcion en proneural, neural, clasico y mesenquimal.

A nivel mundial esta patologia tiene una incidencia de 3.5 personas por cada 100 mil habitantes, cifra
muy aproximada para México la cual es de 2.7 por cada 100 mil habitantes; desafortunadamente, la
gran mayoria de personas que presenta esta enfermedad fallece debido a que los tratamientos por
eleccion con temozolomida, cirugia, radiacion, etc., no resultan efectivos pues la media de

supervivencia una vez diagnosticada esta enfermedad es de 15 meses.

En este tipo de neoplasias, las alteraciones metabélicas juegan un papel crucial en el desarrollo de la
enfermedad, al igual que su invasividad y su supervivencia, gracias a multiples mutaciones, cambios
epigenéticos y diversos cambios que estas células tumorales presentan. Desgraciadamente, alin no se
cuentan con terapias efectivas, especialmente quimioterapéuticas, para dar un panorama mas
favorable para aquellos pacientes que la presentan. El equipo de Gutiérrez Fernandez et al, sintetiz6
moléculas a base de hierro, rutenio y selenio como posibles agentes citotdxicos. En este proyecto se
analizo el efecto de la molécula de ferrocenilselenoamida en mecanismos clave para la supervivencia
tumoral en lineas de glioblastoma humano U251; utilizando como control no tumoral a las células
HEK293. Los resultados mostraron que la molécula, afecta negativamente la viabilidad, la
proliferacion y la migracion celular. Ademas, gracias a ensayos enzimaticos, esta molécula promovié
cambios en metabolitos clave en la progresion tumoral como lo son el lactato, glutamina y glutamato.
Asimismo, generd cambios en la concentracion de H20., aunque la concentracion de Oz~ se mantuvo
constante. Finalmente se efectud un analisis de nivel de expresién proteica, por medio de Wester blot,
en diversas vias clave que se ven alteradas en la linea celular tumoral, observandose una diminucion
en las proteinas Bcl-2, B-Catenina, PTEN y p-ERK y un aumento la expresion de la caspasa 3

sugiriendo muerte celular via apoptosis.
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8 Abstract

Gliomas are the main group of primary tumors in the brain and normally they arise from glial cells.
The most common type of tumor among them is grade IV glioblastoma or astrocytoma, which
represents about 50% of malignant brain tumors. This type of neoplasm can arise both de novo,
mostly, and from a slow progression of a lower-level astrocytoma. Glioblastomas are subclassified
according to their transcription profiles as proneural, neural, classical, and mesenchymal.

Worldwide, this pathology has an incidence of 3.5 people per 100,000 people, a similar figure for
Mexico, which is 2.7 per 100,000 people; Unfortunately, most people with this disease die because
the elective treatments as temozolomide, surgery, radiation, etc., are not effective, since the average

survival once this disease is diagnosed is 15 months.

Within this type of neoplasia, metabolic alterations play a crucial role in the development of disease,
as well as its invasiveness and survival rate, due to multiple mutations, epigenetic, and various
changes that these tumor cells present. Regrettably, there are still no effective therapies, especially
chemotherapy, to provide a more favorable outlook for those patients who present this type of

neoplasia.

Gutiérrez Fernandez’ group, synthesized molecules based on iron, ruthenium, and selenium as a
possible cytotoxic agent. In this project, the effect of the ferrocenylselenoamide molecule on key
mechanisms for tumor survival in human glioblastoma lines U251 was analyzed, using HEK293 cells
as non-tumor control. These results showed that molecule negatively affects cell viability,
proliferation, and migration. In addition, due to enzymatic assays, this molecule promoted changes in
key metabolites in tumor progression such lactate, glutamine, and glutamate. Likewise, this molecule
generated changes in H>O, concentration, but O.~ remained constant. Finally, level of protein
expression analysis was carried out, with Western blot, in several key pathways that are altered in
this tumor cell line, observing a decrease in the Bcl-2, f-Catenin, PTEN and p-ERK proteins. and an

increased expression of caspase 3, suggesting cell death via apoptosis.
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9 Introduccion

10 Céancer

El céancer es una amplia coleccion de enfermedades relacionadas entre si, teniendo en comun la
division descontrolada celular y la dispersién de estas células a tejidos circundantes (Institute, 2020).
Esta enfermedad es el resultado de una serie de mutaciones genéticas, muchas de ellas generadas en
diversas vias de sefializacion, las cuales controlan procesos celulares como la transcripcion de genes,
la progresion del ciclo celular, sobrevivencia y apoptosis. EI conjunto de todas estas caracteristicas
genera una transformacién maligna, un incremento de la proliferacién y de la resistencia a la muerte
celular (Hanahan & Weinberg, 2011).

Hanahan & Weinberg en el 2011 trataron de racionalizar la complejidad de las neoplasias generando
asi, 10 caracteristicas que todos los tumores comparten. (Figura 1).

Las caracteristicas o hallmarks que establecieron son las siguientes: Sefalizacion proliferativa
sostenida; evasion de supresores de crecimiento; metastasis e invasion activa; inmortalidad
replicativa; induccién de angiogénesis; resistencia a la muerte celular; inflamacién promovida por el
tumor; evasion de la respuesta inmune; inestabilidad y mutacidn gendmica y desregulacion energética

celular.

Mantener la Evadir los
senalizacion supresores
proliferativa del crecimiento

Desregulacion
energética
celular

Resistencia a Permitir la
la muerte inmortalidad
celular replicativa
Inestabilidad y Inflamacion

mutacion del promotora de
genoma tumores
Induccioén Activacion de
de lainvasiony
la angiogénesis la metéastasis

Figura 1 Capacidades o hallmarks adquiridos por células
tumorales para el crecimiento y progresion tumoral,
modificada de Hanahan & Weinberg, 2011.
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La proliferacion celular descontrolada y crénica que representa parte de la esencia del cancer, esta
estrechamente relacionada con un ajuste en el metabolismo energético celular que promueve el
crecimiento y la division celular continua. Un claro ejemplo de esto es la generacion de lactato por
medio de la glucdlisis aun en presencia de oxigeno, también Ilamado efecto Warburg. Aungue
contradictorio en términos de eficiencia energética (~18 veces menor), comparado con la
fosforilacién oxidativa, esta via glucolitica suele estar muy activa en el cancer (Finley & Thompson,
2015). Se ha observado que el lactato impulsa la progresién del cancer, al aumentar la angiogénesis,
la migracion, el escape a la respuesta inmunitaria, y la acidosis extracelular. Es asi como cambios o
desregulaciones en el metabolismo celular, o en algun otro hallmark favorecen el proceso

carcinogénico de esta enfermedad (San-millan & Brooks, 2017; Vander Heiden, 2011)

11 Carcinogénesis y Biologia del Cancer

El desarrollo del cancer o carcinogénesis es un proceso lento y multifacético. Este proceso puede ser
dividido conceptualmente en cuatro etapas las cuales son: iniciacion, promocion, conversién maligna
y progresion tumoral. Cada etapa tendra influencia sobre la generacion de nuevas poblaciones
celulares.(Calabi & Milstein, 2000; Jaouen et al., 2015; Pedarzani & Stocker, 2008).

De manera general, la primera etapa consta de un dafio genético irreversible, por lo regular causado
por un carcindgeno, pudiendo implicar cambios epigenéticos. Esto generara una acumulacién de
mutaciones en las células que propiciara la proliferacion y supervivencia tumoral. La segunda etapa
comprende la expansion clonal de las células que ya estan iniciadas, lo que causard una
heterogeneidad en el tumor, pues a mayor cantidad de divisiones celulares el nivel de mutaciones en
estas células aumentara, dando paso a la conversion maligna que es el proceso por el cual las células
preneoplasicas comienzan a expresar un fenotipo maligno y en donde los cambios genéticos son de
suma importancia para la Gltima fase. (Serrano Cardona & Mufioz Mata, 2013) En la Gltima etapa,
las células adquieren las propiedades mas agresivas, por ejemplo, la expresion de fenotipos malignos,
expresion de proteinas que degradan la matriz extracelular, inestabilidad genética, crecimiento

descontrolado, entre otras.(Pedarzani & Stocker, 2008).
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12 Clasificacion del Cancer

Existen muchos tipos de cancer y se han tratado de catalogar de dos maneras: 1) Por el tipo de tejido
en el cual se origina el cancer (histolégica) y 2) Por la ubicacion donde este se desarroll6 en el cuerpo,

también llamado sitio primario.

De acuerdo con su histologia se clasifican en 5 categorias principales, las cuales a su vez cuentan con
distintas subcategorias. Dichas categorias son 1) carcinoma; 2) sarcoma; 3) leucemia 4) mieloma; y

linfoma; y 5) cerebro y médula espinal.
12.1 Carcinoma
Neoplasia maligna que proviene de tejido epitelial. Este tipo de cancer es el responsable de al menos

el 80% de todos los casos de cancer. Ejemplo de esto son aquellos que afectan los tejidos como la

piel, pulmén, colon, prostata, vejiga, entre otros.
12.2 Sarcoma
Este término se refiere a aquel cancer que surge de tejidos conectivos, como los huesos, tendones,

cartilago musculo y grasa. Dentro de esta categoria encontramos al osteosarcoma, fibrosarcoma,

liposarcoma, etc.
12.3 Leucemia
Se refiere a aquel céncer que surge a partir de la médula 6sea. Es caracterizado por una

sobreproduccion de glébulos blancos inmaduros, por lo cual estas células no desarrollaran bien su

funcion, generando que el paciente sea propenso a tener infecciones.

12.4 Mielomay linfoma

Canceres del sistema linfatico. Son canceres no epiteliales que comprenden diversos tipos de células

del sistema inmunitario, incluyendo el linaje linfoide (linfocitos By T)

12.5 Cerebroy médula espinal

Son aquellos tumores no epiteliales que surgen de células cerebrales o de la médula espinal. Juntos,

el cerebro y la médula espinal forman el sistema nervioso central. Esta categoria y sus subcategorias

14



se profundizarén a continuacion. (Ries et al., 2007; Serrano Cardona & Mufioz Mata, 2013; Song et
al., 2015).

13 Tumores del Sistema Nervioso Central (SNC)

Los tumores cerebrales, también llamados tumores intracraneales, son una masa anormal de tejido,
donde las células crecen y se multiplican incontrolablemente. Seguin la Asociacion Americana de
Neurocirujanos (AANS por sus siglas en inglés), hay mas de 150 diferentes tumores que han sido
documentados, pero los dos grupos principales de tumores cerebrales estan clasificados como

metastasicos y primarios.

Canceres sistémicos como de pulmoén, mama, piel y rifién, frecuentemente hacen metastasis al
cerebro. Al contrario de los tumores primarios, los metastasicos estan tipicamente bien delineados, y
pueden ser identificados por su diferente apariencia celular durante una autopsia o basado en la
biopsia del tejido. (Sontheimer & Sontheimer, 2015; Takei et al., 2016).

Estos tipos de tumores alcanzan al cerebro via circulacion sanguinea, y se sabe que invaden tejido
cerebral circundante. Ademas, suelen encontrarse en el parénquima cerebral, donde 80% de ellos
crecen en los hemisferios, 15% en el cerebelo y un 5% en el tronco encefalico. (Sontheimer &
Sontheimer, 2015).

14 Tumores primarios del SNC

En los tumores primarios se incluyen tumores que se originan de tejidos del cerebro o del entorno
inmediato al cerebro. Estos tipos de tumores estan divididos en malignos o benignos, y cada grupo

tiene sus diferentes subtipos.(Sontheimer & Sontheimer, 2015) Tabla 1.

Tabla 1. Tumores primarios comunes agrupados segln benignidad
y malignidad. Modificada de Sontheimer & Sontheimer, 2015.

Tumores cerebrales primarios

Benigno Maligno

¢ Meningioma e Astrocitoma

e Adenoma hipofisario e Astrocitoma anapldstico

¢ Neuroma actstico e Giloblastoma multiforme

¢ Tumor epidermoide e Oligodendroglioma

¢ Papiloma del plexo ¢ Oligodendro-atrocitoma
coroideo e Carcinoma del plexo

. Epenimoma coroideo

e Tumores pineales

e Astrocitoma pilocitico o Modtloblastati
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14.1 Meningiomas

Tumores que crecen entre el craneo y el cerebro, especificamente en la estructura tipo membrana,
Ilamada meninges, es el tumor primario mas comdn. La gran mayoria son no invasivos y pueden ser
retirados quirdrgicamente en la mayoria de los pacientes. Aproximadamente representan el 37 % de
todos los tumores intracraneales. (Lee & Lee, 2020).

14.2 Ependimomas

Son tumores que surgen a partir de células que delinean los ventriculos. Normalmente crecen en el
espacio ventricular y desplaza al fluido cerebroespinal. Representan el 5% de los tumores del SNC
en los nifios, la mayoria es curable tras cirugia y radiacion. (Sontheimer & Sontheimer, 2015).

14.3 Meduloblastomas

Son las neoplasias mas comunes en infantes pues representan el 10% de todos los tumores del SNC
en nifios. Surgen de células progenitoras neurales en el cerebelo. Son tumores malignos que requieren
de méxima reseccion y una radiacion y quimioterapia agresiva. Este tratamiento esta asociado con

una morbilidad significativa especialmente en pacientes jévenes. (Lakhani, 2019).

14.4 Neuroblastomas

Aunque esta implicado en su nombre, tipicamente no representan tumores del SNC, pero son los
tumores solidos extracraneales mas comunes en nifios. Se originan a partir de células progenitoras de
la cresta neural, por lo tanto, pueden surgir en todo lo largo del sistema nervioso simpatico. Las
modalidades del tratamiento incluyen simple observacion, reseccién quirdrgica, quimioterapia,

radioterapia e inmunoterapia. (Sontheimer & Sontheimer, 2015).

145 Gliomas

El grupo més grande de tumores cerebrales primarios, estos comprenden a los astrocitomas,
oligodendrogliomas, y glioblastomas. Normalmente se les conoce como gliomas por que comparten

un origen glial. Los gliomas representan un tercio de todos los tumores primarios y corresponden a
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un 80% de todos los tumores cerebrales primarios malignos. (Shergalis et al., 2018; Sontheimer &
Sontheimer, 2015).

Los gliomas son generados por multiples mutaciones en genes que controlan el crecimiento celular y
diferenciacion, ademas abarcan un gran grupo de tumores que han sido clasificados segun
caracteristicas histoldgicas. Estos tumores los podemos dividir en dos grandes grupos, aquellos que
son difusos y no difusos; los primeros se caracterizan por tener un crecimiento altamente infiltrativo
hacia los alrededores del parénquima y el segundo es todo lo contrario, estos tumores carecen de la
propiedad de infiltracion. (Mesfin 2019; Wesseling & Capper, 2018).

Los tumores difusos se presentan con mayor frecuencia que los tumores no difusos, y en esta
subclasificacion, se encuentran los oligodendrogliomas y los glioblastomas. Este Gltimo es el tipo de
tumor maligno mas comln y frecuente y ademas el que mayor importancia clinica representa.
(Mesfin, 2019). La deteccion de gliomas se realiza por métodos no invasivos, tipicamente por
tomografia computacional (TC), (Figura 2A), para identificar la masa tumoral y posteriormente se
realizan imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN), (Figura 2B), para contrastar y potenciar
las imagenes obtenidas por TC. Los gliomas se presentan como hipodensos, lesiones muy brillantes
en TC e imagenes RMN donde el tumor esta rodeado por un edema. (Isin et al., 2016; Shukla et al.,
2017).

Figura 2 Tumor de Glioblastoma A) Imagen tomada por tomografia computacional (TC). B) Imagenes
tomadas por Resonancia Magnética Nuclea (RMN). Las imagenes son del mismo paciente. Modificada de
Shukla et al., 2017

A nivel histoldgico, la Organizacion Mundial de la Salud, clasifica a los gliomas del tipo | al IV. Esta
clasificacion se basa en las caracteristicas patologicas del tumor: apariencia celular, atipia nuclear,
actividad mitotica, formacion de nuevos vasos sanguineos (neovascularizacion) y evidencia de tejido
muerto (necrosis). La presencia de al menos 3 de estas 5 caracteristicas, representan al tumor mas
maligno y de rapido crecimiento, el tipo IV o glioblastoma multiforme: el cual tiene presencia de alta

tasa de actividad mitdtica y necrosis. La presencia de nuevos vasos sanguineos reduce la media de
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esperanza de vida de 5 a 3 afios, y la presencia de células mitdticas, la reduce a solo 1 afio. (Fulling
& Garcia, 1985).

Si solamente hay presencia de 2 de las caracteristicas mencionadas con anterioridad, que
frecuentemente son la atipia nuclear y la actividad mitética, se clasifica el tumor como tipo o grado
I11. Los tumores de grado mas bajo regularmente no presentan actividad mitdtica, pero si la atipia
celular o nuclear. (Sontheimer & Sontheimer, 2015).

Este tipo de clasificacion es muy importante, sirve tanto al paciente como al médico, pues ofrece un
valor predictivo de la progresion de la enfermedad, asi como de la esperanza de vida. Esta se vera
comprometida conforme a la edad del paciente, la evolucion de los tumores de grados inferiores a

grados mas malignos y la localizacién cerebral (Figura ) (Ries et al., 2007).
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Figura 3. Supervivencia relativa por grupo de edades (izquierda). Supervivencia relativa
por grado de tumor (derecha) Modificada de Ries et al, 2007.

A pesar de que la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sirve para predecir la
esperanza de vida del paciente, varios investigadores se han dado a la tarea de generar una
clasificacion mucho mas especifica con ayuda de estudios genéticos. Con ellos se han identificado
cambios en el genoma que pueden funcionar como posibles blancos terapéuticos, ademas de ayudar
a comprender de mejor manera la carcinogénesis de este tipo de tumor. En estudios de secuenciacion,
especificamente para glioblastoma, se han encontrado presencia de mutaciones en genes “drivers” de
gliomagénesis, incluidos mutaciones en los genes de isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1) y en la via
NF-kB, ademas, en genes supresores de tumores como el de retinoblastoma (RB), p16 y p53, ademas
en el gen de neurofibromatosis tipo 1 (NF1), y en oncogenes de la familia de los Receptores de
Tirosina Cinasas (RTK). (Chen et al., 2012).
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15 Glioblastoma o Astrocitoma grado IV

Desarrollado en células gliales, es el tumor del SNC mas comun y letal.(Holland, 2000). Estos
tumores presentan una alta invasividad, ya que pueden penetrar el parénquima cerebral, ademés de
que exhiben una elevada vascularidad, debido a esto los tumores se vuelven extremadamente
reincidentes. Aunado a lo anterior, incluso con las terapias actuales, sigue siendo una enfermedad con
un prondstico extremadamente bajo de sobrevivencia. Pacientes que presentan estas neoplasias,
tienen una media de sobrevivencia de méximo 15 meses desde que han sido diagnosticados. (Hanif
etal., 2017; Louis et al., 2016).

Ademas de la clasificacién realizada por la OMS, estos tumores se pueden clasificar basandose en
sus caracteristicas clinicas (a pesar de que son indistinguibles a nivel morfol6gico), en glioblastomas
primarios y secundarios. Los glioblastomas primarios surgen de novo, sin ningdn tipo de evidencia
histoldgica o clinica de alguna lesion precursora. A diferencia de los glioblastomas primarios, los
secundarios progresan lentamente de astrocitomas preexistentes de menor grado (Hanif et al., 2017).

Se ha visto que 95% de los glioblastomas surgen de novo, y se presentan en personas adultas, mientras
gue los secundarios, son un poco mas raros, y tienden a ocurrir en pacientes mayores a 45 afios. Se
sabe ahora que ambos subtipos constituyen distintas enfermedades, con diferencias genéticas

especificas. (Agnihotri et al., 2013).

Los tumores primarios estan caracterizados por la mutacion y amplificacion del gen del receptor del
factor de crecimiento epidermal (EGFR), pérdida de heterocigosidad (LOH) del cromosoma 10q que
contiene al homélogo de la fosfatasa y tensina (PTEN), sobreexpresion de la ubiquitina ligasa E3
(MDM2) y delecidn de p16. Las caracteristicas de los tumores secundarios incluyen mutaciones del
gen de la proteina supresora de tumores TP53 y de retinoblastoma (RB), sobreexpresién del factor de
crecimiento derivado de plaquetas A (PDGFA) y del receptor del factor de crecimiento derivados de
plaquetas a (PDGFRa), al igual que LOH de 19g. Figura 4 Si bien, estas mutaciones son
caracteristicas de cada grupo, no estan exentas de que aparezcan ambos grupos de mutaciones sobre

un tipo de cancer. (Agnihotri et al., 2013).

Ademés de esta clasificacion, existe una mas puntual a la de tumores primarios y secundarios, esta
subclasificacion, esta hecha de acuerdo con una evaluacion de los perfiles de transcripcion de diversos
glioblastomas, estos subtipos moleculares son: proneural, neural, clasico y mesenquimal. Figura 4
(Liu et al., 2018).
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Cada subclasificacion presenta sus propios perfiles de expresion, pero pueden compartir similitudes

entre ellos. Las caracteristicas principales del subtipo proneural son mutaciones puntuales en los

genes, de la enzima isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1) y de TP53. El subtipo neural, se encuentra

tipificado de acuerdo con la expresion de marcadores neuronales como el neurofilamento ligero
(NEFL), la subunidad alfa-1 del receptor tipo A del acido y-aminobutirico (GABRAL),
sinaptotagmina- 1 (SYT1) y el miembro 5 de la familia 12 de acarreadores de solutos (SLC12A). Por

otro lado, el subtipo clasico, se basa en las altas tasas de expresion del EGFR, y variedad en la

ausencia de mutaciones de la proteina

TP53.

Finalmente, el mesenquimal presenta mutaciones en el gen NF1, casualmente acompafadas por
mutaciones en PTEN y TP53. (Liu et al., 2018) Figura4 y Tabla 2.

ORIGEN
CELULAR

|
GLIOBLASTOMA
PRIMARIO

GRADO 11 %
EGFR amplificado (-40%)
3 EGFR sobreexpresado
(-60%)
1 EGFR mutado (-25%)
ASTROCINOMA Expresion de OLIG2
ANAPLASICO MDM?2 amplificado (-10%)
LOH 10q (-70%)
PTEN mutado (-40%)
GRADO 11! PI3K mutado/amplificado GRADO IV
(-20%)
P16/INK4a/PI4ARF
perdida (-30%)
RB mutado
GLIOBLASTOMA Sobreexpresion de VEGF
SECUNDARIO
LOH 10q (70% 1
PTEN E1 -85% de los pacientes
GRADO IV mayores con glioblastoma
tienen un mal prondstico
El -15% de todos los pacientes jovenes|
de glioblastoma tienen buen
pronostico
PRONEURAL NEURAL CLASICO MESENQUIMAL
Perdida/mutacion de NFI
Mutacton {DHI Sobreexpresion del EGFR g cackn dfrld Peérdida/mutacion de
Amplificacion de Sobreexpresion de HER2 |[mutacion del EGFR TPS3
FRDERA Eordica dg KIEN Pérdida/mutacion de
D[t o e 0 IVASE flre® PR
S 5 S Sy 2 Sobreexpresion de MET,
Expresion del marcador Sobreexpresion de et

proneural/progenitor
Activacion de las vias

HIFla, PI3K y PDGFRA

. Nestina
Firma genética similer a la)

del cerebro normal

Activacion de la via
Notch v SHH

Activacion de la familia
TNF y de la via NFKB

Figura 4. Patogénesis genética y molecular del GBM. Se muestran las alteraciones genéticas y

cromosomales envueltas en glioblastomas primarios y secundarios. Modificada de Agnihototri et al.,

2013
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La importancia de tener varias clasificaciones y subclasificaciones de los glioblastomas radica en
poder generar un mejor diagnostico el cual llevard a un mejor enfoque terapéutico debido a la elevada
variedad de caracteristicas entre tumores. Esto también sugiere que existan diferentes etiologias o

diferentes origenes celulares (Agnihotri et al., 2013; Verhaak et al., 2010).

Tabla 2. Frecuencia de genes mutados en glioblastomas (modificada de Liu et al., 2018)

Proneural Neural Clasica Mesenquimal
Gen (n = 37) (n=19) (n=22) (n = 38)
TP53 20 (54%) * 4 (21%) 0 (0%) 12 (32%)
PTEN 6 (16%) 4 (21%) 5 (23%) 12 (32%)
NF1 2 (5%) 3(16%) 1(5%) 14 (37%) *
EGFR 6 (16%) 5 (26%) 7 (32%) 2 (5%)
IDH1 11 (30%) ** 1 (5%) 0(0%) 0 (0%)
EGFRulll 1(3%) 0 (0%) 5 (23%) 1(3%)
PDGFRA 4 (11%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Una de las causas principales de esta gran heterogeneidad intratumoral y resistencia a las
quimioterapias de los glioblastomas, se debe y/o se promueve por las células troncales de
glioblastoma (GSC). Estas células, tienen caracteristicas que presentan las células troncales, la
diferenciacion y la autorrenovacién. Dichos rasgos son de gran relevancia pues aumentan las

capacidades de resiliencia de las células de glioblastoma. (Bradshaw et al., 2016; Singh et al., 2003)

Estas propiedades, se ven reflejadas en las variaciones subclonales, caracteristicas de nicho como lo
son la hipoxia, la vascularizacion, inflamacion, etc., y la capacidad de repoblacion de las GSCs. Estas
caracteristicas, generan alta variabilidad y propician la formacion de nichos por todo el tumor, los

cuales son inestables e independientes generando asi adaptabilidad en su entorno. (Prager et al., 2020)

A pesar de que se sabe cuales son los criterios fundamentales de las GSCs, hace falta conocer mas
acerca de sus caracteristicas moleculares. Sin embargo, se sabe que influyen de manera importante
en el desarrollo del glioblastoma debido a que son genética y transcripcionalmente heterogéneas,
haciendo mas dificil la terapia con los tratamientos actuales generando recurrencia tumoral. Por lo
cual el conocimiento del origen celular del glioblastoma es fundamental para el entendimiento de la

enfermedad, y asi, direccionar mejores tratamientos. (Bayin, 2014) (Kim et al., 2021)
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16 Origen celular del glioblastoma

Se cree que existen tres tipos del origen celular del glioblastoma. A partir de células troncales neurales
(NSC), de astrocitos derivados de NSC y de células precursoras de oligodendrocitos (OPCs). Esta
teoria se basa en 3 tipos de observaciones: 1) En la expresion de marcadores de superficie y en la
morfologia de las células de glioblastoma, que son similares a aquellos tipos de células normales en
el SNC, 2) La similitud de los perfiles genéticos entre las células de glioblastoma y las células
normales y 3) En modelos genéticos de glioblastoma en ratones, se ha mostrado que muchos tipos de
células en el SNC como las NSC, astrocitos derivados de NSC y OPCs son capaces de desarrollarse
hacia glioblastomas. (Yao et al., 2018).

El origen celular es el mayor determinante del subtipo molecular y posiblemente contribuya al
desarrollo tumoral pues se ha demostrado que los tumores derivados de diferentes origenes celulares
exhiben diferentes comportamientos en modelos de glioblastoma en ratones. (Yao et al., 2018). Esto
sugiere que el origen celular puede contribuir significativamente al desarrollo del glioblastoma.
(Ghazi et al., 2013).

A pesar de los diferentes origenes celulares, estos tumores comparten una caracteristica en comun la
cual es la reprogramacion de su metabolismo. Con esto se favorece la proliferacion, supervivencia e

invasion ya que generan numerosas adaptaciones metabolicas.

Esta caracteristica ha sugerido que la estrategia terapéutica contra el metabolismo anormal sea méas
conveniente que la terapia génica debido a la gran cantidad de genotipos en los glioblastoma. Ademas,
dichos cambios en el metabolismo de estas células tumorales podrian utilizarse como biomarcadores

para asegurar una terapia mas efectiva. (Zhou & Wahl, 2019).
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17 Metabolismo desregulado de glioblastomas

El metabolismo desregulado es un sello distintivo en las células cancerosas, pues se sabe que estas
celulas restablecen su metabolismo para fomentar la proliferacion incontrolada, ya que es asi como
Ilegan a abastecer todas sus necesidades nutrimentales. (Hanahan & Weinberg, 2011). Dentro de estos
nutrientes claves, podemos encontrar al lactato, la glucosa y la glutamina. Este Gltimo metabolito esta
involucrado en varios procesos biosintéticos tales como la generacion de ATP, sintesis de nucleotidos,
de proteinas y de lipidos, (Figura). La glutamina es el precursor metabdlico del glutamato, el cual
juega un papel fundamental en el funcionamiento normal del cerebro. Los tumores cerebrales que se
desarrollan dentro de este microambiente rico en glutamina y glutamato pueden establecer conexiones
sinapticas con neuronas glutaminérgicas y reprogramar el metabolismo de la glutamina para favorecer

el crecimiento de las células tumorales. (Natarajan & Venneti, 2019).

Varios estudios demuestran que la glutamina es un importante nutriente involucrado en maltiples
aspectos del metabolismo canceroso y no es de extrafarse, pues la glutamina es el aminoacido méas
abundante en la sangre y el musculo, utilizandola en gran medida para generar energia y como
precursor de biomasa para la rapida tasa de proliferacion que presentan las células cancerosas. Por
estas razones, las células cancerosas, en su gran mayoria dependen de este aminoécido para su
supervivencia. (Choi & Park, 2018).

El proceso para poder ingresar la glutamina a las células estd mediado por varios transportadores, de
solutos, SLC por sus siglas en inglés, divididos en 4 familias, SLC1, SLC6, SLC7 y SLC38. Muchas
células cancerosas, incluidas las cerebrales como el glioblastoma, tienen una alta dependencia a la
glutamina ya que la gran mayoria tiene sobre expresado el transportador de glutamina SLC1A5,
también llamado Transportador 2 de Cisteina, Serinay Alanina, ASCT2. (Choi & Park, 2018) (Scalise
et al., 2020) Una vez que la glutamina ingresa a las células por algunos de estos transportadores, es
catabolizada por la glutaminasa, GSL1 o0 GSL2, generando glutamato. En las células cancerosas, este
aumento en el ingreso, transporte y metabolismo de la glutamina a través de GSL1 o GSL2, conlleva
a la generacién de recursos metabolicos necesarios para la supervivencia tumoral.(Quinones & Le,
2018; Yang et al., 2017).

Al igual que la glutamina, el glutamato ademaés de ser un neurotransmisor en células del SNC, es un
sustrato bioenergético importante para el crecimiento 6ptimo de las células cancerosas. Se ha
encontrado también que modula el desarrollo, la proliferacion y la metéstasis mediante la regulacion

de vias de sefializacion. (Yi et al., 2020). El glutamato también estd inmerso en distintas vias
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metabolicas, como lo son la sintesis de aminoacidos, de &cidos nucleicos y sirve como precursor

dentro del ciclo del 4cido citrico y la sintesis del glutatién. (Ann L Coker, 2017).

Se ha observado que diversas células cancerosa del SNC presentan niveles elevados en la expresién
de transportadores de glutamato. Ademas, estudios in vivo muestran un notable aumento en los niveles
séricos de glutamato en pacientes con cancer de prostata, pancreas y mama. (Quinones & Le, 2018;
Yietal., 2020).

La dependencia a estos sustratos por parte de las células cancerosas los ha convertido en posibles
blancos terapéuticos contra el cancer, aunque con la desventaja de no tener una selectividad definida
hacia las células cancerosas. Ejemplo de ello son la acivicina y la azaserina que privan de glutamina
tanto a las células tumorales como a las células no tumorales, lo que las hace mas toxicas que
terapéuticas. A partir de esos y mas hallazgos, se ha generado un nuevo interés en desarrollar nuevos
enfoques terapéuticos asociados a la glutamina y el glutamato, aunque no directamente a tumores del
SNC, como los compuestos CB8389 vy el bis- 2- (5-fenilacetamido-1,2,4-tiadiazol-2-il) etil sulfuro,
gue han mostrado buena eficacia en ensayos preclinicos con lineas celulares cancerigenas de cancer
de colon y de leucemia. (Altman et al., 2017; Yi et al., 2020).

Otro tipo de precursor energético que ha sido estudiado ampliamente, pero se desconoce con exactitud
el papel que tiene en el desarrollo del cancer es el lactato. Desde 1923, Otto Warburg ya habia
registrado este tipo de alteraciones metabdlicas. Observo que las células cancerosas se caracterizaban
por una glucdlisis acelerada y formacion un exceso de lactato aun cuando el oxigeno estaba presente.
Dentro de sus experimentos también encontr6 que la produccién y acumulacion de lactato en células
tumorales era 70 veces mayor que en células sanas. Comprob6 que el lactato en sangre era superior
en vasos sanguineos gque abandonan los tejidos tumorales que la concentracion de lactato en los vasos

sanguineos que entran a los tumores. (Hanahan & Weinberg, 2011; Warburg, 1924).

Sumado a lo anterior, el cerebro es un érgano altamente metabdlico, el cual consume cerca del 20%
de la energia derivada de la glucosa, por lo cual no es de sorprender que los tumores derivados de

este tejido, en especial el glioblastoma, tengan alteraciones sobre esta via. (Mergenthaler et al., 2014).

La naturaleza altamente glucolitica de los glioblastoma muestra la propension que tienen estos
tumores en metabolizar la glucosa a lactato de manera exacerbada. Los glioblastomas generan lactato
aun cuando el oxigeno se encuentra presente (efecto Warburg) con la finalidad de utilizar los carbonos
derivados de la glucosa para sintesis de componentes celulares, mientras se sigue manteniendo una
suficiente cantidad de ATP para reacciones celulares. (Mischel, 2019). Una vez generado el lactato,

los glioblastomas expulsan &cido lactico al microambiente tumoral, con lo que se acidifica el medio
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y propicia un ambiente favorable para el desarrollo tumoral y que esto a su vez, mejore el flujo
glucolitico, a través de transportadores transmembranales denominados transportadores de
monocarboxilato (MCT). De estos tipos de transportadores existen solo 4 que desempefian un papel
importante en el transporte del &cido lactico en tejidos de mamiferos, incluidos los tumores. En
consecuencia, el transporte del lactato por los MCT representa una vulnerabilidad de las células

cancerosas que puede ser explotado terapéuticamente. (Colen et al., 2011).

Otra pieza clave dentro del metabolismo del lactato, que ademas es un blanco terapéutico, es laenzima
lactato deshidrogenasa (LDHA y LDHB), pues media la conversion bidireccional del piruvato y
lactato. La diferencia de expresion entre estas isoenzimas dependera del tipo de células cancerosas en
el tumor. (Doherty et al., 2013).

Se han realizado experimentos donde se eliminan selectivamente a algunas de estas isoformas con
resultados muy prometedores, ademas, existen inhibidores de LDHA, llamados galoflavina, gosipol
0 AT-10 y un derivado de gosipol el FX11, en donde se observan grandes avances terapéuticos
llegando a ensayos clinicos de fase | y Il. En conjunto, estas moléculas son punto de partida
prometedores para una inhibicién de la LDH, pues claro esta, que existe la necesidad de desarrollar

compuestos que sean mas potentes y selectivos. (Doherty et al., 2013).

Estas caracteristicas, junto con algunas otras inmersas en el metabolismo desregulado del cancer,
especificamente en el glioblastoma, permiten proponer el desarrollo de nuevos farmacos que inhiban

enzimas clave dentro de este Hallmark y ser utilizadas como un potencial blanco terapéutico.
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18 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) en glioblastoma

En células de glioblastoma, como en cualquier otra célula cancerosa, durante la reprogramacion
metabolica se genera un aumento en la produccion intrinseca de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Estas ROS, consisten en sustancias reactivas que derivan de una reduccion parcial de oxigeno,
compuesto de electrones desacoplados ubicados en la Gltima capa de valencia del oxigeno. Las ROS
pueden surgir tanto de vias intrinsecas como extrinsecas. La via enddgena produce ROS por diferentes
fuentes como la mitocondria, peroxisomas, metabolismo y activacion de células inflamatorias. En la
via exdgena, intervienen agentes ambientales, radiacion, farmacos, y quimicos industriales.(Klaunig
& Wang, 2018; Rinaldi et al., 2016).

En el metabolismo de las células tanto no tumorales como en las tumorales, aungue con una gran
diferencia en los niveles de produccidn, las especies reactivas de oxigeno mas agresivas que se
generan son los radicales hidroxilos (-OH). Su formacion celular, puede ser mediada por metales de
transicion en su forma de ion, como el Fe?* y Cu*y estos metales pueden mediar la produccion de
‘OH, en las reacciones Haber-Weiss y Fenton. La otra especie de radical libre cominmente
encontrada es el anion superoxido (O2 ™) que puede ser reducida de al menos dos maneras, ya sea
espontaneamente con ayuda de la Superdxido Dismutasa, SOD, o a través de la reaccion Haber-
Weiss. Esta reduccion generara oxigeno y peroxido de hidrégeno, y este Gltimo puede ser oxidado
por la enzima peroxidasa y la enzima catalasa. Este H.O2 puede reaccionar con metales de transicion
en su estado reducido (reaccién Fenton) para formar -OH y OH- y asi seguir generando mas dafio al
material genético, proteinas, etc. (Perillo et al., 2020; Shimokawa & Satoh, 2017; Tudek et al., 2010).

Si bien los niveles de ROS en las células sanas son bajos, estas especies pueden jugar papeles
importantes dentro de algunos procesos celulares cruciales como la diferenciacion, la migracion, la
progresion o la proliferacion. En especifico la molécula de H,O,, que debido a que sus propiedades
quimicas como tiempo de vida media relativamente corto, detoxificacion réapida e interacciéon con
tioles, la hacen una molécula que puede actuar como segundo mensajero. (Shimokawa & Satoh,
2017).

En las células tumorales la produccion excesiva de ROS promueve un potencial carcinogenico
inducido por estrés oxidativo el cual tendra como consecuencia genotoxicidad e interferird en
procesos celulares cruciales. El resultado de dicha sobreproduccion es capaz de modificar la
estructura de las proteinas de sefializacion a través de un proceso directo de fosforilacion y activacion
de numerosas proteinas incluidas las Proteina Cinasa B y C, PKB y PKC, la Fosfolipasa C, PLC y1,
RTKs, PKC, PLCyl, Cinasas Src, MAPKs, entre otras. Un ejemplo de activacion de RTKSs, se da
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cuando el H,O-, induce la fosforilacion del receptor de PDGF y de EGF, sugiriendo que estos
radicales, inician cascadas de sefializacion que imitan aquellos inducidos por factores de crecimiento.
(Boonstra & Post, 2004; Shimokawa & Satoh, 2017; Tudek et al., 2010).

Se sabe que las ROS, pueden atacar componentes celulares, causando un dafio oxidativo y
fragmentacion de &cidos nucleicos, proteinas y lipidos. (Rinaldi et al., 2016) Sin embargo, existen
muchos factores que le permiten a la célula responder al dafio inducido por ROS, dependiendo de la
duracion y de la intensidad del estimulo, y en especifico, del contexto de la sefial. (Klaunig & Wang,
2018).

Para ello, la célula tiene diversos mecanismos que ayudan en la desintoxicacién de ROS, dentro de
los cuales podemos encontrar a moléculas no enzimaticas como el glutation, los flavonoides y las
vitaminas A, Cy E, o a través de enzimas antioxidantes. De estas Ultimas estan la SOD, que convierte
el anion superoxido a peroxido de hidrogeno y oxigeno: la catalasa, la cual facilita la conversion de
peréxido de hidrogeno a agua y oxigeno, las peroxiredoxinas y tioredoxinas peroxidasas que catalizan
la reduccion de peroxido de hidrégeno, y peroxinitritos. La combinacion de ambos sistemas ayuda a
gue las ROS no ejerzan efectos sobre componentes claves en la célula. Al parecer en el glioblastoma,

estos mecanismos de proteccion se encuentran dafiados. (Toosi, 2014).

La comprension del mecanismo por el que especies reactivas de oxigeno afectan a las células
tumorales tanto internamente como en el entorno tumoral, es de vital importancia para poder generar
mejores terapias oncoldgicas, pues se puede aprovechar la cualidad de las células tumorales al tener
un nivel basal de ROS superior al de las células normales; por ejemplo, la terapia oxidante, que
consiste en administrar y entregar ROS citotoxicos al tumor sélido o inactivando el sistema

enzimatico antioxidante. (Rinaldi et al., 2016).

19 Migracion, proliferacion y evasion de la muerte celular de glioblastomas

Las alteraciones genéticas y moleculares presentes en el glioblastoma, en parte consecuencia de la
acumulacion de ROS, la reprogramacion metabdlica, y otros factores; llevan a la modificacion de
muchas vias de sefializacion generando un crecimiento descontrolado y la progresién tumoral.
(Feitelson et al., 2015).
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Algunas de las cascadas de sefializacion que se encuentran alteradas son la via de PI3K/AKT, Rb,
p53-ARF-MDM2 y la via de receptores de cinasas de tirosina, que contribuyen al desarrollo y

progresion del glioblastoma. (Zhang et al., 2018).

La via p53-ARF-MDM2 esté desregulada en la mayoria de los pacientes que presentan glioblastoma,
alrededor de un 85%. El supresor de tumores y factor de trascripcion p53, tiene un papel importante
en varios procesos celulares como la apoptosis, el mantenimiento de la estabilidad genética, la
progresion tumoral, la invasion, la migracion, regulacion del metabolismo, entre otros. Mutaciones
tanto en p53, como en las proteinas que regulan esté via, ARF y MDMZ2, son caracteristicas comunes
en tumores de glioblastoma que presentan alto grado de malignidad. (Zhang et al., 2018).

La via PIBK/AKT/mTOR junto con un tipo de RTK, el receptor del factor de crecimiento epidermal
(EGFR), también desempefian un papel muy importante en procesos tumorales en el glioblastoma
pues se sabe que controlan la divisién celular, la migracion, la adhesion, el metabolismo, la apoptosis,
etc., En este tipo de tumores, esta via también se encuentra alterada debido a mutaciones en EGFR y
PTEN principalmente, provocando la activacion constante de PI3K/Akt/mTOR y por ende los
procesos mencionados anteriormente se mantendran activos, aumentando la malignidad de la célula
tumoral.(X. Li et al., 2016).

Otras alteraciones encontradas en este tipo de tumores son aquellas en la enzima isocitrato
deshidrogenasa-1(IDH1), desregulacion de las proteinas de la via Wnt/B-catenina, desregulacion de
las proteinas de la via de las MAPK, o mutaciones en la enzima clave para la resistencia a
temozolomida la MGMT.

Uno de los procesos sefialado anteriormente que se ve afectado en las células tumorales es la
capacidad migratoria. En términos fisioldgicos, es el mecanismo por el cual las células cancerigenas
migran a sitios distintos del que se originaron (metastasis) a través de rutas hematdgenas o linfaticas.
Una vez logrado lo anterior, estas células tumorales tienden a invadir el tejido local al cual llegaron,

esto con la finalidad de generar un nuevo tumor. (Liu et al., 2018).

La invasividad del glioblastoma es un proceso complejo ya que muchas vias de sefializacion se ven
involucradas. Este mecanismo toma lugar tanto en células embrionarias durante el desarrollo como
en células cancerosas durante la formacion de metastasis, también llamada transicion epitelio-
mesénquima (EMT). En los glioblastomas se llevan a cabo cambios moleculares incluidos el
remodelamiento de la matriz extracelular (ECM), reordenamiento del citoesqueleto y adquisicion de

caracteristicas similares a las de las células troncales (Liu et al., 2018).
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La EMT tiene estrecha relacion con la invasion del glioblastoma debido al microambiente que genera

el tumor. Esta EMT tiene un papel importante en el microambiente, ya que sirve como plataforma
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Figura 6. Transicion epitelio mesénquima en células de glioma. Modificada de
Iwadate, 2016

pasiva en el crecimiento y migracion de los glioblastomas. Figura (lwadate, 2016; Taylor et al., 2015)
Las células cancerosas utilizan esta habilidad migratoria intrinseca para invadir tejidos adyacentes y
vasculares para generar metastasis, por lo que encontrar blancos terapéuticos para las vias que se ven

afectadas es sumamente importante.

Otra particularidad importante que se ve alterada en el glioblastoma es su capacidad de proliferacion
sostenida, la cual estd estrechamente relacionada con la migracion pues comparten vias de
sefializacién. Un ejemplo de esto se ha encontrado en gliomas de alto grado de malignidad, en un
proceso conocido como “Go-or-Grow”. En él, las células altamente proliferativas se encuentran
rodeadas de células altamente invasivas, las cuales tienen altos grados de motilidad, por lo que dichas
células pueden migrar o proliferar dependiendo de sus necesidades, favoreciendo asi la
tumorigénesis.(Mehta & Lo Cascio, 2018).

La proliferacion y la supervivencia de cualquier tipo celular es debido al control parcial de factores
de crecimiento y a las hormonas. Las alteraciones que existen en las vias de sefializacion por parte de
las células tumorales, como resultado de un conjunto de mutaciones y/o modificaciones epigenéticas,
hacen que las células tengan alta tasa proliferativa y que sean independientes a estas vias. (Feitelson
et al., 2016; Jaouen et al., 2015).

Para promover este fenomeno proliferativo en células tumorales, las sefiales proliferativas estan
exacerbadas y las sefiales anti-proliferativas estan disminuidas. Algunos ejemplos de vias que se
encuentran desreguladas son: la via Wnt/B-catenina, PISK/Akt/mTOR, Ras, Notch, entre otras.
(Feitelson et al., 2016; Jung & Park, 2020a).
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Ademas, la proliferacion cuenta genéticamente con varias deleciones, amplificaciones y mutaciones
puntuales. Estas alteraciones activan cascadas de sefializacién rio abajo de los receptores de cinasas
de tirosina, como el EGFR y el PDGFR, entre otros. (Holland, 2000).

Otra alteracion muy importante que tiene estrecha relacion entre las vias de sefializacion mencionadas
anteriormente es p53, que evade la muerte celular, en especifico la apoptosis. La apoptosis es un
mecanismo esencial por el cual se mantiene un balance entre proliferacion y muerte celular. En la
apoptosis, las células activan una via molecular que lleva a las células a morir en caso de que se
encuentren dafiadas y los mecanismos de reparacion fallen. Este proceso se logra activar por medio

de 2 vias moleculares, la via intrinseca y la via extrinseca.(J. Li & Yuan, 2008).

La via intrinseca, envuelve una gama diversa de estimulos no mediados por receptores que producen
sefiales intracelulares que actlan directamente sobre diversos blancos, dentro de la célula y son
eventos que surgen por dafios mitocondriales. Estos estimulos, van a provocar la permeabilizacién
(regulada por proteinas de la familia Bcl-2 principalmente) de la membrana externa mitocondrial, una
pérdida del potencial de membrana y la liberacion de proteinas pro-apoptoticas del espacio
intermembranal hacia el citosol, tales como Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF endonucleasa G y el
citocromo C. En el citosol, estas proteinas promueven la muerte celular al activar a las caspasas o por

efectores de muerte independientes a las caspasas. (Fulda & Debatin, 2006).

Cabe sefialar que, las proteinas que mayor importancia tienen sobre la via intrinseca son las caspasas
y las proteinas de la familia Bcl-2. En esta familia se encuentran proteinas tanto pro-apoptdticas
(BIM, PUMA, BAX y BAK) como anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, entre otras) (Carrington
etal., 2017; J. Li & Yuan, 2008).

En la via extrinseca, la muerte celular es debido a las interacciones mediadas por receptores
transmembranales, como son aquellos receptores de la familia del factor de necrosis tumoral TNF
junto con sus ligandos por ejemplo FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y
Apo2L/DR5.(Elmore, 2007; Fulda & Debatin, 2006).

En el glioblastoma, las células muestran una actividad deficiente o nula en la muerte celular via
apoptosis ya que diversas enzimas o reguladores de las vias sefialadas presentan alteraciones. (Valdés-
Rives et al., 2017).

Por tanto, algunas de las enzimas y/o reguladores de la apoptosis alterados en el glioblastoma son

posibles blancos terapéuticos.
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20 Epidemiologia del glioblastoma

Los tumores del SNC, segun datos reportados por el GLOBOCAN, son la décimo sexta causa de
casos nuevos de cancer, y la décimo segunda causa de muerte a nivel mundial. Estos mismos datos
sefialan que, el nimero tanto de incidencia como de mortalidad de tumores de SNC es de, 3.5y 2.8
respectivamente, esto con relacion a 100, 000 habitantes, Figura

PG e
Pecho
Cérvix uterino
Tiroide jy
Colon
Cuerpo uterino

=
Ovario
Estomago S
Leucemia
Pulmén’
Higadd
Non-Hodgkin linfoma MSSSSSSEES

Testiculos S
Rinon™
Pdncreas S
Gerebro, sistema nervionn ceniral
Recto
Vejigagy
Mieloma miltiple; owibie
Linfoma de I[ndgkin. aso i

o o 2 » &

Figura 7. Rangos de incidencia y mortalidad de céncer a nivel
mundial en 2018 para ambos sexos y edades. En azul se muestra la
incidencia y en rojo la mortalidad.

Cifras de Instituto Nacional de Céancer en Estados Unidos (NCI, por sus siglas en inglés) junto con la
Sociedad de Céncer Americana (Al), muestran que el riesgo de ser diagnosticado con un tumor del

SNC, maligno o no maligno, aumenta con la edad y dependera del género del paciente.

En Estados Unidos, el glioblastoma representa cerca del 49% de tumores malignos y se presenta
mayormente en hombres que en mujeres. Caso contrario para el tumor no maligno con mayor
proporcion, el meningioma, que representa cerca del 54% de los tumores no malignos y afecta

principalmente a mujeres. Figura (Miller et al., 2021).
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Figura 8. A) Porcentaje de Tumores del SNC, malignos y no malignos. B) Distribucion porcentual de
tumores malignos. C Distribucion porcentual de tumores no malignos. Modificada de Miller et al, 2021.
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Las cifras de incidencia, en Estados Unidos, muestran que pasados los 75 afios se encuentra el mayor
riesgo de padecer glioblastoma, ademas el grupo de personas que se encuentra mas predispuesto a
padecer esta enfermedad son los adultos blancos no hispanicos, seguidos por los nativos americanos

y los adultos hispanicos de descendencia afroamericana. (Miller et al., 2021).

Con respecto a la supervivencia, esta dependera del tipo de tumor del SNC, a menor grado de
malignidad la esperanza de vida es mayor y viceversa. Tomando en cuenta solo al glioblastoma, esta
enfermedad es la que menor porcentaje de sobrevivencia presenta, pues es cercana al 1.2% tomando
en cuenta un rango de 5 afios. De igual manera esto dependera principalmente de la edad del paciente
y de su género. Figura. (Hermann et al., 2009; Miller et al., 2021).
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acumulativo; MST, Tiempo de Sobrevivencia Media. Modificada de Hermann,
Dietrich, & Volker, 2009

Acerca de los factores de riesgo asociados a los tumores de SNC, al menos a nivel mundial, solo se
sabe que existe un factor inequivoco asociado a tumores del SNC, la exposicion a radiacion ionizante
como lo son los rayos X. Estos son usados en nifios que reciben este tipo de irradiacion para tratar la
Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL) y se ha visto que los tumores del SNC se desarrollan después
de 7-9 afios. (Hermann et al., 2009).

En México, la epidemiologia de tumores del SNC es incierta, debido a que la mayoria de los estudios
incluyen un limitado nimero de casos de tumores especificos. Esta falta de informacion genera

dificultad para proveer inferencias acerca de la etiologia, los factores de riesgo asociados y la
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magnitud del problema de salud que esta enfermedad causa. Afortunadamente, en el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia de México (INNN), en el 2020, el grupo de Aguirre-Cruz,
presento un estudio observacional, descriptivo y retrospectivo donde analizaron tumores del SNC que
han sido registrados en esa institucion a lo largo de 5 décadas, describiéndose la distribucion,
frecuencia y grado de malignidad de los tipos de tumores del SNC, con relacién a la edad y género
de los pacientes atendidos desde 1965 hasta 2014.

Segun este estudio, los tumores astrociticos del SNC més comunes en México, dentro del grupo de
tumores neuroepiteliales y sin importar la edad, fueron los astrocitomas grado 1V o también conocidos
como glioblastomas. (Aguirre-Cruz et al., 2020).

Tomando en cuenta datos ofrecidos por el GLOBOCAN, la incidencia y mortalidad que corresponde
a los tumores del SNC en México, son en nameros de incidencia y mortalidad de 2.7 y 2.0,

respectivamente, por cada 100, 000 habitantes, Figura.
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Figura 10. Rangos de incidencia y mortalidad de cancer en México en el 2018, para ambos sexos y edades.
En azul se muestra la incidencia y en rojo la mortalidad. GLOBOCAN, 2018.

Si bien los tumores del SNC en México, son raros en la poblacién, estos representan una carga
desproporcionada en la mortalidad, es decir, en la gran mayoria de los casos que se presentan el
paciente fallece, (Figura). Por tal motivo es indispensable encontrar nuevos agentes terapéuticos que
estén dirigidos hacia estos tipos de tumores, pero en especifico para el glioblastoma. Entre las nuevas
opciones se encuentra la generacion de nuevos farmacos quimioterapéuticos con organometales en
su estructura, estos metales van mas all& del platino, generalmente utilizado para generar cis-platino

y derivados, utilizando elementos como el rutenio, hierro, renio, entre otros.
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21 Terapias actuales para glioblastomas

A pesar de la continua basqueda, el tratamiento para este tipo de tumor sigue siendo un desafio en la
oncologia clinica, ya que durante la Gltima década varios tratamientos fueron aplicados con muy poco
éxito. (Hanif et al., 2017).

Los tratamientos actuales pueden dividirse en definitivos y sintomaticos. Los primeros hacen
referencia al tratamiento hacia el tumor directamente e incluyen radioterapia, quimioterapia y cirugia.
Los sintomaticos, por otro lado, estan dirigidos a reducir los efectos del tumor en el cerebro e incluyen
estrategias como administracion de esteroides (dexametasona) para reducir la hinchazén y el edema.
(Sontheimer & Sontheimer, 2015).

Debido a la invasividad del glioblastoma, en cirugia raramente se eliminan todas las células
tumorales, por lo que un tratamiento post quirdrgico es necesario. (Shergalis et al., 2018). El
tratamiento estandar, para pacientes con este tipo de tumor, es una dosis de temozolomida a razon de
75mg/m2, seguido de una aplicacion concomitante de radiacién, usualmente la dosis se fracciona
hasta alcanzar 60 Gys de tratamiento, comUnmente por sesion se dosifican 2 Gys. (Gorlia et al., 2012;
Hanif et al., 2017).

A pesar de que la temozolomida se empezd a usar a finales del siglo pasado, no ha habido un
compuesto que sea especifico para glioblastomas. Algunos de los tratamientos actuales, para
potenciar los efectos quimioterapéuticos, utilizan un cdctel de procarbazina, pomustina (CCNU), y

vincristina, comunmente conocido como PCV. (Hanif et al., 2017).

Debido al grado en que se encuentran los glioblastomas, los tratamientos actuales, solo hacen posible
que, tras un diagnostico de este tipo tumoral, los pacientes alcancen una media de sobrevivencia de

no mas de 15 meses. (D’Alessio et al., 2019).

Por ello es indispensable seguir investigando terapias nuevas para poder ofrecer a los pacientes con
este tipo de tumores una alternativa. Actualmente moléculas organometélicas, como la
ferrocenilselenoamida, se proponen como posibles agentes antitumorales por las caracteristicas

citotoxicas que presentan.
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22 Organometales: Metalocenos y compuestos sandwich

Los complejos de metales de transicién poseen propiedades atractivas, que los hacen alternativas
prometedoras como agentes organicos antitumorales. Una de las propiedades de estos compuestos es
su capacidad de adoptar varias geometrias basadas en el nimero de enlaces de coordinacion que
poseen, lo cual significa que incrementan la diversidad estructural. Por ejemplo, un enlace octaédrico
de estos complejos, con 6 diferentes ligandos, puede formar alrededor de 30 estereoisbmeros.
Ademas, ligandos auxiliares pueden inducir significativamente efectos trans en el enlace metal-

carbon que pueden cambiar la reactividad de otros ligandos en el complejo (Liang et al., 2017).

Los metalocenos, en sentido amplio, tienen una estructura MCp: (bis-cyclopentadienyl) que son
conocidas para todos los metales de transicion. Estos compuestos tienen aplicaciones en sintesis
organica, catéalisis, polimeros y en quimica medicinal. La estructura tipo sandwich, esta reservada
para la primera fila de los metales de transicion de titanio a niquel, para la columna de hierro y también
para otro tipo de metales incluido el selenio y rutenio (Acevedo-Morantes et al., 2012; Gasser et al.,
2011; Ram & Jesu, 2012).

23 Compuestos organometalicos de rutenio

El desarrollo de compuestos metalicos con actividad anticancerigena, inicialmente se enfocaba
solamente al platino, e.g. cisplatino, carboplatino, etc. Actualmente se ha extendido hacia otros
metales de transicién, dentro de los cuales se encuentra el rutenio que parece ser unos de los

candidatos mas atractivos (Novohradsky et al., 2014).

En comparacién con farmacos que tienen en su estructura platino, los farmacos con rutenio, en
general, son menos toxicos y son activos en tumores que no responden de manera adecuada a los

farmacos con platino (Hartinger & Dyson, 2009).

La idea de utilizar compuestos organometalicos que tuvieran en su estructura rutenio como
anticancerigeno fue desarrollada por Tocher et al. quien proponia que la coordinacion del centro
metalico con el ADN causa modificaciones estructurales, lo que lleva a la induccién de la apoptosis
(Gasser et al., 2011).

Aunque recientemente se ha encontrado que los complejos con rutenio son altamente inespecificos

por sus blancos, la interaccion con diversos ligandos podria afectar a distintos procesos celulares,

35



dependiendo del tipo de complejo de coordinacion. (Ajay K. & Lallan, 2018.) Sin embargo, el

mecanismo por el cual estas metalodrogas ejercen su efecto aun no esta completamente entendido.

Solamente dos compuestos de rutenio, Ilamados, imidazolium trans-imidazoledimethylsulphoxide-
tetrachlororuthenate (NAMI-A) e imidazolium trans-[tetra-chlorobis(1H-indazole)-ruthenate(111)]
(KP-1019), han avanzado a estudios clinicos. También, un analogo del KP-1019, sodium trans-bis-
indazoletetrachlororuthenate (KP1339) ha entrado a ensayos clinicos. NAMI-A es atractivo por su
habilidad de atacar tumores metastasicos solidos, mientras que KP1339 ataca preferentemente a
tumores neuroendocrinos (Heffeter et al., 2013; Liang et al., 2017; Novohradsky et al., 2014).

Varios de los blancos donde actlan estos organocompuestos de rutenio son enzimaticos, pues hay
estudios de espectrometria de masas que indican formacion de aductos con proteinas, como lo son la

catepsina B, glicoproteina P y la tioredoxina reductasa (Gasser et al., 2011; Groessl et al., 2010).

24 Compuestos organometalicos de ferroceno

El descubrimiento de la estructura del ferroceno por Wilkinson y Fisher en 1952 ha sido un punto
clave para la quimica organometalica moderna, ya que fue el primer compuesto organometalico con

propiedades antiproliferativas reportado (Salmain & Metzler-Nolte, 2008).

Los organometales con propiedades anticancerigenas derivados de ferroceno comprenden una
pequefia porcion de toda la investigacion medicinal sobre estos organofarmacos (Salmain & Metzler-
Nolte, 2008). La actividad anticancerigena de los compuestos que contienen ferroceno, fue
primeramente investigada en 1978 por Brynes al sintetizar nuevos compuestos de ferroceno con
poliaminas, los cuales se unen fuertemente a acidos nucleicos. Estas moléculas presentaron una baja

pero significativa actividad antitumoral en leucemia linfocitica de ratén (Fiorina et al., 1978).

En 1984, Kopf-Maier realizaron las primeras investigaciones de la actividad de las sales de ferroceno,
que fueron inyectadas intraperitonealmente con solucion salina. Observaron que los ratones hembras
CF1 con carcinoma de Erlich, lograban un rango de supervivencia hasta del 100% dependiendo de la
dosis de [Fc]+ administrada (Patra & Gasser, 2017).

Los derivados de ferroceno han atraido un interés significativo como candidatos de farmacos
anticancerigenos ya que es posible modificar su estructura afiadiéndole infinidad de moléculas. La
naturaleza del ferroceno como aromatico estable, de baja toxicidad, bajo costo y con capacidad redox

reversible le confiere distintas propiedades. Algunos ejemplos de estas modificaciones estructurales
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son las siguientes: ferrocifen con actividad antiproliferativa en células de cancer de mama; raloxifen
gue ha revelado actividad citotoxica contra diversas lineas celulares tumorales (mama, ovario, cérvix,
pulmonar y colorectal); ferrocenilflavona, que ha mostrado baja toxicidad en melanoma murino B16,
pero ha mostrado excelentes resultados como agente antivascular; grupos de ferroceno que han sido
unidos a péptidos y a azlcares que presentan actividad anticancerigena, etc. Tales modificaciones
pueden ser grupos organicos de un farmaco existente, accion conocida como bioisosterismo. Estas y
mas modificaciones de moléculas se pueden observar en la Figura(Jaouen et al., 2015; Patra & Gasser,
2017).
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Figura 11. Organometales con actividad bioldgica a base de ferroceno.

Tomada de Jaouen, Vessiéres, & Top, 2015
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El rol de los grupos ferroceniles en la actividad bioldgica, segun Patra & Gasser, se puede explicar
de 3 diferentes formas, uno es debido a su forma de barril de metaloceno, (Figura), ya que le confiere
la posibilidad de rellenar una cavidad hidrofébica de una manera donde un grupo fenil u otra molécula
heteroaromatica no puede hacerlo y por tanto puede interactuar de mejor manera con las proteinas,

por ejemplo, inhibiéndolas.

Los grupos funcionales polares (X % Z)
interactdan con los residuos e
de aminodcidos de las proteinas

El metaloceno como bioiséter

Enlazador | Anillo de fenilo en el para el anillo de fenilo
bolsille hidrofébico
X X
o RNy
Z Z M
EspacioVacio @ El espacio se llena con el
metaloceno en forma de barril
Inhibidor orgénico unido a Inhibidor organico unido a
una proteina objetivo una proteina objetivo

Figura 12. Bioisosterismo del ferroceno. Imagen modificada de Patra & Gasser,
2017

El segundo mecanismo propuesto, (Figura ), es la union del ferroceno con metales de transicion para
formar complejos multimetalicos para ejercer una accién multimodal. Los derivados de ferroceno, se
asume que estan direccionados hacia maltiples organelos, diferentes proteinas, ADN o tienen

acciones terapéuticas multimodales que resultan en un efecto aditivo o sinérgico.
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Figura 13. Compuestos heterometélicos con ferroceno con blancos multimodales. Imagen modificada de
Patra & Gasser, 2017.
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Por ejemplo, el cis-[PtCly(2-ferrocenylaminoethane),, muestra mejor actividad contra células de
cancer de colon WiDr (IC50/48h = 2.3 + 0.52 uM) comparado con el cis-platino (IC50/48h = 26 +
5.6 uM) (Nieto et al., 2012). Algunos estudios en otros compuestos multimetalicos con platino y
ligandos de ferroceniliminoalcoholes, sefialan que estos metales inducen la translocacién de la
proteina FOXO3a del citosol al nucleo activando caspasas e induciendo apoptosis (Cortés et al.,
2014). Esto debido a que FOXO3a es un factor de transcripcion y un supresor de tumores que
solamente puede actuar cuando esta en el nucleo. En las células cancerosas, la enzima fosforilada
AKT esta sobre regulada por lo que FOXO3a es rapidamente fosforilado, moviéndose del nucleo al
citoplasma, perdiendo asi su actividad. Aparentemente el complejo multimetalico con platino y
ferroceno, Figura , interfiere con la fosforilacion de AKT, y suprime la fosforilacién de FOXOa3

junto con su traslocacion al citoplasma (Patra & Gasser, 2017).

Me

)j\OH
=N

' 3 Ph
Fe F’t\
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Figura 14. Compuesto multimetdlico de platino y ferroceno, modificado de Cortés et al, 2014

Cl

Este compuesto es capaz de inducir muerte celular por apoptosis intrinseca, la cual esta detonada por

la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria y la formacion del apoptosoma (Cortés et al., 2014).

El tercer mecanismo propuesto, es que el ferroceno actlie como una antena en la metaloquimioterapia
fotoactivada (Figura ). Se han estudiado compuestos con Cu, Zn, Pt, Ru y Fe en complejos con
1,10-phenanthroline, dipyrido[3,2-f:2",3"-h]quinoxaline o dipyrido[ 3,2-a:2",3"-c] phenazine junto
con 4’-ferrocenyl-2,2":6",2" -terpyridine (Fc-tpy) y la sal trimetélica de [Zn(Fc-tpy).][ClO4]. Figura,
que genera toxicidad con una IC50 de 49 uM en la oscuridad y 7 uM después de la exposicién de luz
en el espectro visible, produciendo un indice fototoxico (Pl= IC50 dark/ IC50 luz) de 7 en la linea
celular de cancer HeLa (Maity et al., 2010). Cabe sefialar que el compuesto sin la antena de ferroceno

no es téxico ni en la oscuridad ni en la luz hasta una concentracién de 50 pM.
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Figura 15. Ferroceno como antena en metaloquimioterapia fotoactivada, modificado de Patra &
Gasser, 2017
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Figura 16. Compuesto trimetalico de zinc y ferroceno, modificado de Patra &
Gasser, 2017

Otro compuesto que ha dado excelentes resultados de fototoxicidad es el [Pt (Fc-tpy)
(N-propargylcarbazolato)]CI en queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT con una IC50 de 85
UM en la oscuridad y 10 uM después de la exposicién de luz (Pl =8.5), Figura. De esta molécula se
ha estudiado su localizacion subcelular, encontrando, gracias a la eficiencia de absorcion del
complejo, que se acumula en el nucleo y en el citosol. El estudio de su mecanismo de accién ha
revelado la importancia de la fotooxidacion del nucleo de ferroceno (Fc+) que actGa como un
fotoiniciador del centro de platino, generando ROS, incluidos radicales -OH. Estas ROS, reaccionan

con el ADN y con proteinas causando la a apoptosis de las células cancerosas (Mitra et al., 2014).
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Figura 17. Compuesto con centro de platino y ferroceno, modificado de Mitra et
al., 2014

En cuanto a la toxicidad de la molécula de ferroceno per se, es importante sefialar que su toxicidad
es baja. En 1969, Yeary llevo a cabo un estudio in vivo, donde diariamente administrd altas dosis de
ferroceno en un periodo de tiempo, sin observarse un efecto citotoxico (Patra & Gasser, 2017).

Normalmente, en mamiferos, el hierro es transportado y guardado en proteinas especificas para
prevenir reacciones anormales de hierro-oxigeno. Sin embargo, cuando las interacciones hierro-
oxigeno son permitidas (eritrocitos, hemoglobina), enzimas como la superéxido dismutasa y la

catalasa actlan para finalizar la propagacién de la reaccion en cadena de radicales libres provocado
por el anién superdxido (O2-*). Por lo tanto, se cree que los efectos nocivos de los iones hierro estan

relacionados con su capacidad para generar especies reactivas de oxigeno, las cuales podrian oxidar
lipidos, proteinas y ADN (Acevedo-Morantes et al., 2012; Osella, 2000) Es importante sefialar que
muchos agentes anticancerigenos actlian a través de dafio biol6gico causado por los metabolitos que
generan radicales libres (Halliwell & M.C. Gutteridge, 2015).

25 Selenoderivados: Ferrocenilselenoamida y rutenocilselenoamida

Durante la década pasada, los compuestos con selenio han atraido considerablemente la atencion por
su potencial en la actividad bioldgica, ya sea como antivirales, antihipertensivos, antimicrobianos, y
especialmente en su actividad antitumoral (Gutiérrez Fernandez et al., 2012). De los derivados de
selenio con actividad antitumoral se encuentra la selenita, que han mostrado efectos en la inhibicion
de la expresion del receptor de andrégenos y del antigeno especifico prostatico por andrégenos en

lineas celulares de cancer de prostata(Nox, 2008).

El selenio es un componente esencial de las selenoenzimas funcionales requeridas para un estado de

salud 6ptimo. Se sabe que estas enzimas, como la glutation peroxidasa, yodotirosina desyodinasa y
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la tioredoxina reductasa, tienen un papel clave para proteger al organismo de dafio oxidativo,

generando asi un balance redox.(Nox, 2008; Spectus, 2010).

El grupo de Gutiérrez Fernandez, et al., logro ligar el esqueleto de ferroceno a un grupo funcional
conteniendo  selenio  (selenoamida), generando asi un nuevo compuesto Ilamado
ferrocenilselenoamida, que resultd citotoxico para lineas celulares de colén y cerebro. Dado lo
anterior, la sintesis de estos nuevos compuestos, asi como las rutenocilselenoamidas, prometen ser

candidatos para blancos moleculares contra lineas cancerosas. (Gutiérrez Fernandez et al., 2012).

26 Planteamiento del problema

A la fecha, el glioblastoma es el tumor maligno mas comun dentro del grupo de tumores primarios
del sistema nervioso central, a nivel mundial esta enfermedad afecta a 3.5 personas por cada 100 mil
habitantes y desafortunadamente con las quimioterapias actuales, temozolomida, la esperanza de vida
una vez diagnosticado es de 15 meses aproximadamente. Por lo tanto, el descubrimiento de nuevas
moléculas que afecten procesos clave, como viabilidad y metabolismo, son cruciales para mejorar la
esperanza de vida en pacientes que presentan esta enfermedad. Este proyecto se enfoca en estudiar el
efecto de la ferrocenilselenoamida, una molécula nueva y novedosa, en procesos celulares clave
donde se espera que los resultados obtenidos puedan ser utilizados para futuras terapias en contra de

células tumorales de glioblastoma.

27 Hipotesis

Se sabe que compuestos metalicos a base de selenio y hierro tienen actividad citotoxica, por lo tanto,
se espera que la combinacion de ambos elementos en una misma molécula inhiba diversos pasos del

metabolismo y diversos procesos bioldgicos en células tumorales de glioblastoma.

28 Objetivos

28.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de moléculas organometalicas compuestas de rutenio y hierro sobre la viabilidad y

el metabolismo de diversas lineas celulares tumorales.
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28.2 Objetivos Particulares

28.2.1 Comprobar la capacidad citotoxica de los compuestos organometalicos en lineas celulares

de glioblastoma.

28.2.2 Realizar ensayos de migracion y proliferacion en células donde los compuestos hayan

tenido actividad antitumoral.
28.2.3 Medir la concentracion intracelular de ROS después de la exposicion a los compuestos.

28.2.4 Evaluar el efecto de los farmacos en el metabolismo celular y cuantificar lactato, glutamina
y glutamato generados por enzimas clave en la tumorigénesis del glioblastoma.

28.2.5 Analizar el posible mecanismo de muerte por el que acttan las moléculas organometalicas.
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29 Materiales y Métodos

29.1 Cultivo celular

Las células de glioblastoma humano U251 y LN229 y adenocarcinoma pulmonar humano SKLU-1,
fueron mantenidas en RPMI 1640 suplementado con 2.0 g/L de NaHCO3 a pH de 7.4, 10 % de SFB
y 1% de penicilina/estreptomicina neuroblastoma murino. Las lineas de neuroblastoma, Neuro-2A,
adenocarcinoma epitelial uterino humano, HeLa, y de rifidn embrionarias humanas HEK-293 fueron
mantenidas en DMEM suplementado con 3.7 g/L de NaHCO3 a pH de 7.4, 10 % de SFB y 1% de
penicilina/estreptomicina. Los cultivos celulares fueron incubados a 37°C con una atmoésfera al 5%
de CO,. (GIBCO, 2018).

29.2 Determinacidn de la viabilidad celular a través el ensayo de MTT

La actividad metabdlica se determin6 mediante la adaptacién del ensayo de MTT de MERCK. Las
células fueron sembradas en cajas de 96 pozos, a una concentracion de 8 x 10* células/mL, con medio
RPMI 1640 al 10% SFB vy se incubaron por toda la noche. Posteriormente se retir6 el sobrenadante,
se afiadié medio fresco RPMI 1640 al 1%, con concentraciones crecientes de las moléculas con

ferroceno, rutenoceno y temozolomida.

Las concentraciones usadas para ferrocenilselenoamida al igual que para la rutenocilselenoamida
fueronde 1, 3,5 10, 20, 50 y 100 uM; mientras que, para la temozolomida fueron de 10, 20, 50, 100,
150, 200 y 500 puM. Después de 24 y 72 h de exposicion a los compuestos, se retir6 el medio de cada
pozo y se afiadid una solucién que contenia 45 pL de medio fresco RPMI-1640 al 1% y 5 uL de MTT
(5mg/mL). Se dejaron incubar las cajas en oscuridad por 4 horas a 37°C con una atmdsfera de 5% de
CO.. Una vez transcurrido ese tiempo se les quité el medio con MTT y se agregd 50 uL. de DMSO a

cada pozo, esto con el fin de disolver los cristales de formazan generados.

Las mediciones fueron llevadas a cabo a una longitud de onda de 570 nm. Dos controles fueron
utilizados por cada experimento: 1) 1Co (representd el 100% de crecimiento), consistié en células sin
los complejos con ferroceno, rutenoceno y sin el farmaco temozolomida, 2) células creciendo a la
maxima cantidad de vehiculo utilizado para disolver cada compuesto en los tres tratamientos
diferentes, dimetilsulféxido (DMSO) al 0.2%, metanol al 0.2% y etanol al 0.2%, esto para determinar

el efecto citotoxico en el medio. Los calculos de la ICso (50% de la concentracion inhibitoria), fueron
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analizados por un ajuste de curva dosis-respuesta usando Prism 7.0 (GraphPad, San Diego, CA). La
absorbancia fue medida usando un lector de placas Cytation 5 Biotek. (MERCK, 2019).

29.3 Migracion celular

Las células de glioblastoma humano U251 y las células de rifion embrionarias humanas HEK293
fueron sembradas en cajas Petri hasta que alcanzaron al menos un 60% de confluencia.
Posteriormente se retird el medio, se lavo con PBS pH 7.4 y se agregd 1mL tripsina para despegar a
las células. Después de 5 min en incubacion (37°C, 5% CO,), se neutralizo la tripsina con 1 mL de
medio y se realiz6 el conteo celular en una cdmara de Neubauer con azul de tripano. Se sembraron

1x10° células en cajas de 12 pozos y se incubaron por 24 h a 37°C en una atmésfera de 5% de CO..

Una vez alcanzada la densidad celular adecuada se realizé una herida con una punta de micropipeta
en cada pozo, seguido de un lavado con PBS pH 7.4 y finalmente se afiadié medio (control vehiculo),
6.5 UM de ferroceno (HEK293 y U251) 0 100 uM de temozolomida (U251) respectivamente.

Se realizaron una serie de imagenes de cada pozo a las 0, 24, 48 y 72h en un lector de placas
multimodal (Cytation 5, Biotek) utilizando un objetivo 4X en campo claro.

Para el célculo de area de la migracion celular, se utilizé el programa ImageJ para cuantificar el &rea
de cada herida efectuada a los diferentes tiempos establecidos comparando el control con cada

tratamiento, para asi poder efectuar la relacion de porcentaje de cierre. (Cheng & Zygourakis, 2011).

29.4 Proliferacién celular

Las lineas celulares U251 y HEK293 fueron sembradas en cajas Petri hasta alcanzar 60% de
confluencia. Se les realiz6 el mismo procedimiento para despegar y contar las células que en
migracion. Se sembraron 1x10* células en cajas de 96 pozo y se incubd por 24 h a 37°C en una
atmdsfera de 5% de CO..

Transcurrido el tiempo indicado, se retir6 el medio y se afiadié medio fresco con las concentraciones
siguientes: 0 uM (control vehiculo), 3.7 uM y 6.5 uM de ferrocenilselenoamida. (Feoktistova et al.,
2016).
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29.5 Tincion con cristal violeta

Posteriormente se llevd a cabo la tincion con cristal violeta, utilizando 4 diferentes tiempos de
exposicion de tratamiento: 0, 24, 48 y 72h. En cada diferente tiempo se retir6 el medio de cada pozo
con los diferentes tratamientos, se afiadié 50 pL de una solucién al 0.5% de cristal violeta e incubd
por 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion, se retird la solucion
de tincién y se realizaron 3 lavados con 100 pL agua destilada a cada pozo. Al final de los lavados,
se retird el agua destilada de cada pocillo.

Para solubilizar y medir la absorbancia del cristal violeta, se afiadieron 150 pL de metanol a cada
pocillo y se incubaron las cajas por 30 minutos a temperatura ambiente. Por Gltimo, las cajas fueron
llevadas a un lector de placas para efectuar una medicion de absorbancia a una longitud de onda de
570 nm. (Feoktistova et al., 2016).

29.6 Metabolémica

Las lineas celulares U251 y HEK293 fueron sembradas en cajas Petri hasta que alcanzaron una
densidad del 80%. La linea celular tumoral fue tratada durante 24 h con la ICx a 24 h de
ferrocenilselenoamida (3.5 puM) o con una concentracion de 100 uM de temozolomida. Cada

experimento fue por triplicado.

La linea no tumoral también fue tratada por 24 h con la ICzs de ferrocenilselenoamida (3.5 uM) o con

la misma concentracion, peroa 72 h.

Pasado el tiempo establecido para cada tratamiento, se les realizaron dos diferentes procesos para el

analisis de metabolitos tanto extracelulares como intracelulares.

29.7 Metabolitos extracelulares

Se colectd todo el medio de cultivo de cada tratamiento en tubos de centrifuga de poliestireno de 15
mL y se centrifugd a 3500 rpm/5 min. Se recuperaron 500 pL del sobrenadante, se colocaron en tubos
de 1.5 mL y se les afiadi6 500 pL de acetonitrilo grado HPLC. Posteriormente, estos tubos se
centrifugaron a 14500 rpm/ 5 min y todo el sobrenadante fue colocado en un tubo de centrifuga nuevo

y fue llevado a evaporacion bajo flujo de nitrégeno o en una cdmara de vacio.
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29.8 Metabolitos intracelulares

Una vez retirado el medio de cultivo a las cajas, se les realiz6 un lavado con PBS pH 7.4.
Posteriormente se les afiadid 1 mL de PBS, y se efectud un raspado para despegar las células. Las
celulas fueron contadas en una cdmara de Neubauer con azul de tripano y fueron colectadas en un
tubo de centrifuga. Se les colocé en un bafio de hielo por 5 min para posteriormente afiadirles 1 mL
de acetonitrilo acuoso. Se sonicaron por 20 min y se llevaron a centrifugacion, 14500 rpm/ 5 minutos.
Todo el sobrenadante fue colocado en un tubo de centrifuga nuevo y fue llevado a evaporacién bajo

flujo de nitrégeno o en una cdmara de vacio.

29.9 Andlisis de RMN

Una vez evaporadas todas las muestras, los metabolitos son disueltos en 650 pL de agua deuterada
con TSP 0.02 mM y 0.1mM, para muestras intracelulares y extracelulares respectivamente. Fueron
sonicados por 20 min y se llevaron a centrifugacion a 14500 rpm/ 5 min. Después, se colocaron 500
puL de cada muestra en tubos de RMN (Brucker AVANCE Il HD 700MHz) para adquirir los

espectros.

29.10 Analisis de Componentes Principales (PCA)

Es un método no supervisado con el objetivo de encontrar direcciones que mejor expliquen la varianza
en los datos en el eje X, sin referirse a la etiqueta de clase (eje Y). Asi, los datos son resumidos en
menos variables llamadas “scores”, que son promediadas con las variables originales. Es decir, esta
técnica describe un conjunto de datos en términos de nuevas variables “componentes”, no

correlacionadas y disminuir la dimensionalidad de un conjunto de datos.
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29.11 Andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA)

Es un método supervisado que usa técnicas de regresion multivariante para extraer mediante
combinacion lineal de las variables originales (X) la informacion que puede predecir la pertenencia a
la clase (Y). Es decir, reduce las variables a un conjunto mas pequefio de componentes no
correlacionados y realiza una regresion de minimos cuadrados sobre estos componentes, en lugar de

hacerlo sobre los datos originales.

29.12 Cuantificacion de Especies Reactivas de Oxigeno

29.12.1 Peréxido de Hidrogeno H,O»

De acuerdo con el Kit de ensayo de peroxidasa/peroxido de hidrégeno Amplex de Invitrogen™ En
una caja de 96 pozos para fluorescencia, se sembraron 5x10° células en cada pozo, se les afiadié medio
hasta alcanzar un volumen de 100 pL y se incubaron a 37°C a 5% CO- por 24 h. Después se retir6 el
medio, y a la mitad de los pozos se les colocé el tratamiento con ferrocenilselenoamida a una
concentracion de 6.5 UM por 24, y 48h con una concentracion de 3.7 uM por 72 h. La otra mitad fue
utilizada como control de [H2O2] basales. En ambos casos, el volumen final fue de 100uL de medio.

Posteriormente se retir6 el medio, se lavd dos veces con PBS, y se dejo cada pozo con 50 L de este.
Se le midi6 la absorbancia a cada pozo a una longitud de onda de 600 nm. Finalmente, se afiadieron
50 uL del kit de ensayo de peroxidasa/peroxido de hidrogeno Amplex® Red a cada pozo, para un
volumen final de 100 uL, Se excité la resorufina generada a 571 nm, y se efectud la lectura de esta a
una longitud de onda de 585 nm. Los resultados se analizaron y se normalizaron dependiendo de la

cantidad de H,O- con respecto al nimero de células.

Para esta metodologia fue necesario efectuar dos curvas, una de concentracion de H,O,, que fue de 0
nm hasta 1200 nm, esto con el fin de determinar la concentracion real de H,O; generado por las
células. Y la segunda fue de cantidad de células, medido a una densidad Optica de 600 nm, que fue

de 1x10° células hasta 1x10° células.
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29.12.2 Determinacién de anidn superdxido

En este experimento se utilizé el reactivo MitoSOX™ Red mitocondrial superoxide indicator*for
live-cell imaging* (M36008) de Invitrogen™. Este ensayo se basa en la deteccion especifica del anion
superoxido (O27) el cual es un bioproducto de la fosforilacion oxidativa, dirigiéndose especificamente

a las mitocondrias de las células vivas.

En una microplaca de 96 pozos para fluorescencia, se afiadi6 a cada pozo 100 pL de poli-I-lisina por
30 minutos. Se retird la poli-I-lisina, se lavd con agua destilada y se dejé secar por 20 minutos.
Posteriormente se sembraron 3x10* células de U251 en medio RPMI 1640 a cada pozo, incubandose
por 24h a 37 °C en una atmésfera de 5% CO,. A las 24 h, se retiré el medio, y se afiadié medio fresco
con tratamiento, ferroceno ICsg, 1C2s, IC125Yy temozolomida 100 uM. Después de 24 y 72 h, las células
fueron lavadas con 100 pL del amortiguador HBSS/Ca/Mg. Por altimo, se afadié el reactivo e
MitoSOX™ a una concentracion de 5 UM y se dejé incubando por 10 min a 37 °C protegida de la luz.
A los 10 min, se lavé la placa 2 veces con el amortiguador HBSS/Ca/Mg,se agregé 100 pL del

amortiguador y se ley6 la microplaca a una ExX/Em: 510/580 nm.

29.13 Determinacion de lactato

Este ensayo, es una adecuacion de R.B. Brand de 1982 y se basa en la deteccion espectrofotométrica
de la nicotinamida adenina dinucle6tido, NADH, producido por la I-lactato deshidrogenasa al
catalizar lactato para formar piruvato, acoplada a una reduccién de NAD* a NADH en un ambiente

con pH alcalino. Se utiliza hidracina para forzar la reaccién a la generacion de piruvato.

D-LDH
D — Lactato + NAD®™ —— Piruvato + NADH + H*

Serie de reacciones 1. Generacion de Piruvato por la D-LDH

Se sembraron 5x10° células tanto de glioblastoma U251 como de células renales humanas HEK293
en una caja de 96 pozos durante 24h en incubacion a 37°C en una atmdsfera de 5% CO..
Posteriormente fueron tratadas con la molécula con ferroceno a concentraciones de 1Cso, 1Czs, 1C125
y temozolomida 100 pM respectivamente. Una vez realizado lo anterior, se sustrajo del medio de
cultivo de cada pocillo unaalicuotade 5 L a24 y 72 h. Los 5 pL fueron transferidos a una microplaca

de 96 pozos adecuadas para UV. A cada muestra se le afiadi6 193 pL del amortiguador NAD-glicina-
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hidracina y 2 pL de la enzima I-lactato deshidrogenasa. Se realizo a la par una curva estdndar de
lactato de 0 uM a 2000 uM. Una vez realizado lo anterior, se incubé la placa a 37 °C por 1h con

agitacion leve. Al término de la incubacion, se ley6 la placa a 340 nm.

29.14 Determinacion de glutamina y glutamato

El fundamento de este ensayo esta basado en la conversion de glutamina a glutamato por la enzima
glutaminasa, seguido de la oxidacion de glutamato y produccion de NADH, las cuales estan acoplados

a un sistema de deteccion bioluminiscente de NADH.

Glutamina
l glutaminasa
Glutamato — a-Cetoglutarato + NH3
glutamate J
dezhidrogenasa ._\‘ NAD+
_
NAD+ MADH — e A P
reduciasa rLuciferaza
™y TP
Pro-luciferina e Lucifering ——————» LUz

Serie de reacciones 2. Cuantificacion de luminiscencia a partir de glutamina y glutamato

Se sembraron 5x10% células de U251 en una placa de 96 pozos, se dejaron incubando por 24 horas a
37 °C en una atmdsfera de 5% CO,. Posterior a ello se realizé el tratamiento con la ICso de la
ferrocenilselenoamida durante 24 y 72h. De cada condicion se colecté una muestra de 2 uL del medio
de cultivo de cada pocillo y se diluy6 en 98 uL de PBS. De dicha dilucion se tomaron 25 pL y se
colocaron en una placa blanca de 96 pozos para luminiscencia. Para las curvas estandar (que fueron
de 0.70 uM a 70 pM) se transfirieron 25 uL de glutamato, al igual que 25 pL de glutamina y
finalmente 25 pL del control negativo (solamente PBS). A la mitad de las muestras se les afiadié 25
pL de amortiguador con glutaminasa (deteccion de glutamina) y a la otra mitad se les afiadio
solamente el amortiguador sin glutaminasa (deteccion de glutamato). Se agit6 la placa por 60s

levemente y se incubd a temperatura ambiente por 30 min.

Posteriormente, a cada pozo de la placa, se le afiadié 50 pL del reactivo de deteccion de glutamato,

el cual contiene la solucion de deteccion de luciferina, la reductasa, la pro-luciferasa, la enzima
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glutamato deshidrogenasa y el NAD. Se volvid a agitar la placa por 60s y se incubd por 1h a
temperatura ambiente. Finalmente se leyd la luminiscencia de cada pozo en un luminémetro.
(Promega, 2017).

29.15 Western blot

Se sembraron 3x10° de células U251 por pozo en una placa de 6 y se trataron con ferroceno 1Cso 0
temozolomida 100 uM) por 24h. El lisado de proteinas se separ6 por electroforesis en geles de SDS-
PAGE al 10% a 90v. Los geles se transfirieron a membranas de PVDF (Millipore, USA) durante 2
horas (120v en cdmara de hielo en condiciones himedas). Las membranas se bloquearon con 5% de
leche en polvo baja en grasa a temperatura ambiente por 1 h. Posteriormente se incubaron con los
anticuerpos primarios (raton, conejo y cabra) a 4°C por toda la noche. Finalmente se incubaron con
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano por 1 h. Para corregir las diferencias de
proteina total cargada en cada carril, se normalizd con GAPDH. Se detectdo la sefial de
quimioluminiscencia exponiendo las membranas a placas sensibles a la luz, utilizando la sefal

generada por el sustrato Immobilon Western HRP (Millipore, USA).
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30 Resultados

30.1 Citotoxicidad de los compuestos organometalicos.

Se realizé un tamizaje con diferentes lineas celulares para determinar la citotoxicidad del compuesto
organometalico de hierro o rutenio. Se observé una excelente actividad contra la linea de glioblastoma
humano U251 a 24 y 72 h, solo con la molécula que contenia al ferroceno, aproximadamente de 6.5
y 3.7 UM respectivamente. Al comparar con el tratamiento de eleccion para este tipo de tumores, la
temozolomida, observamos que la 1Cso no pudo ser determinada con las concentraciones utilizadas;
posiblemente se establezca a concentraciones mayores a 100 puM. Al utilizar el compuesto
organometalico con rutenio, encontramos que no presento actividad citotoxica importante, ya que ni
a las 24 o 72h inhibe el crecimiento celular, aun utilizando la mas alta concentracion que fue de
100uM. Por tal motivo, en experimentos posteriores, se decidid trabajar Unicamente con la
organomolécula a base de hierro. (Fig. 18 y Tabla 3).

Por otro lado, en las lineas celulares LN-229 y Neuro-2a, (ambas lineas de tumores cerebrales),
ninguno de los tratamientos con las concentraciones y tiempos utilizados tuvieron efecto alguno sobre
la viabilidad celular. Esto se logra observar ya que a pesar de trabajar con una maxima concentracion

de 100 uM tanto a 24 como a 72h, no es posible calcular la 1Cso

En el caso de la linea celular de tejido sano HEK-293 las moléculas no presentaron actividad

(1C50>100 pM) en ninguno de los tiempos sefialados ni a ninguna de las concentraciones utilizadas.

Tanto en la linea de adenocarcinoma pulmonar SKLU como en la de adenocarcinoma epitelial uterino
HeLa, ambos organocompuestos muestran un efecto en la viabilidad celular después de 72 h con una
ICso menor a 10 uM para ambas moléculas, pero solo para la linea celular HeLa, la molécula a base
de ferroceno muestra actividad a 24h, pero con una ICso al menos 8 veces menor comparada con la

linea de glioblastoma (6.5 uM).

53



%Viabilidad

%Viabilidad

%Viabilidad

%Viabilidad

20
T3 5 10 3p 50 100
Concentracién pM
ILI ;
120

RN IS
0] e T

40

20+

<

1 T 1
10 30 S0 100

Concentracion uM

160
140
120
100
80
60
40
20

1 T T 1
10 30 50 100

Concentracion pM

10 30 50 100
Concentracion uM

%Viabilidad

%Viabilidad

%Viabilidad

%Viabilidad

120+

1004

T T
30 50 100

Concentracién pM

140
120
100
; —
60
e
20

0——T— it
1 3 58 10

T T 1
30 50 100

Concentracién uM

1404
120-
100;

S —
0] s

404

20—-

ol— — .
1 3 5 10 30 50 100

Concentracion pM

140+ P S

1204 i i== _!

1004

80+

60+

qpd

204

0= T T i F— 1
1. 3 s 10 30 5 100

Concentracion pM

54



120 “ -

1401
100 1204
P - N
E T 100
= 2 go0d
] g 80+
> >
* = A0
20 20+
n T T L] 1 : T T 1 c T T T : : T T 1
1 3 5 10 30 50 100 1 3 5 10 30 50 100
Concentracidn uM Concentracion pM
K - . L _—
120 ‘
1204
1004
3 3
T 801 T
2 601 |
B e s
® 40 =
204
0r— i — ] 0ir— i F— |
1 3 5 10 30 50 100 1 3 5 10 30 50 100
Concentracion pM Concentracion uM

Figura 18. Ensayo de viabilidad de los compuestos: Ferrocenilselenoamida (rojo),
rutenocilselenoamida (verde) a concentraciones de 1, 3, 5 10, 30, 50 y 100 uM y Temozolomida
(azul) a concentraciones de 10, 20, 50, 100, 150, 200 y 500 uM, determinado mediante el ensayo de
MTT. Ay B) Células U251 con tratamiento a 24 y 72 h respectivamente. C y D) Células HEK 293
con tratamiento a 24 y 72 h respectivamente E y F) Células LN229 con tratamientoa 24y 72 h, G y
H) Células Neuro2A con tratamiento a 24 y 72 h, | y J) Células HelLa con tratamiento a 24y 72 h,
Ky L) Células SKLU con tratamiento a 24y 72 h. *p=0.01, **p<0.008, ***p<0.002 y ****p>0.0001

Tabla 3. Ensayo de viabilidad y calculo de ICsp en distintas lineas celulares usando ferrocenilselenoamida (F),
rutenocilselenoamida (R) y temozolomida (T), a 24h y 72h. Los valores de cada ICso estan dados en puM.
*p=0.01, **p<0.008, ***p<0.002 y ****p>0.0001

Lineas celulares

U251 LN-229 SKLU Neuro-2a HelLa HEK-293

Compuesto | 24h  72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h

F

R

6.50 3.70 >100 >100 >100 6.01 >100 >100 54.62 3.63 >100  >100

>100 >100 >100 >100 >100 4.04 >100 >100 >100 3.49 >100  >100

>100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
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30.2 Ensayo de la ferrocenilselenoamida en la migracion celular

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se continuaron los estudios Unicamente con la molécula
organometéalica con hierro en la linea celular U251 debido a que fue la que presentd mejor respuesta
al tratamiento a los dos tiempos establecidos y con la ICsp més baja para ambos casos. Ademas de
esta linea, se decidid utilizar la linea celular no tumoral HEK293, como control celular sano para
poder comparar los tratamientos y asi tener una idea méas cercana a lo que lineas celulares sanas

podrian enfrentarse con el tratamiento con la ferrocenilselenoamida.

El ensayo de migracién se basa en la capacidad de las células de ocupar el espacio generado por la
“herida” realizada en la superficie de la monocapa celular. Las células en el borde de la herida se
moveran hacia el centro de la abertura para establecer nuevos contactos célula-célula cerrando asi la

“herida”.

En las células HEK293, (Figura Ay Figura 20), se observa que a 24 y 48 h, el porcentaje de cierre de
herida, comparando el control de vehiculo con el tratamiento de ferrocenilselenoamida a una
concentracion de 6.5 uM, no muestra significancia estadistica, es decir, en estos grupos no existe
diferencias en el porcentaje de cierre de la herida, por lo cual su capacidad migratoria no se ve
afectada. Esto no sucede a 72 h, pues es aqui donde se nota un ligero avance en su tasa de migracion
(p=0.004), aunque esta migracion en términos de porcentaje no llega a los niveles basales que tiene
la U251

En la linea celular de cancer cerebral U251 podemos observar, (Figura B), que a 24 h con el
tratamiento de ferrocenilselenoamida (6.5 pM), la migracion ha disminuido en comparacién con el
grupo control e inclusive con el que contiene temozolomida (100 uM), mostrando una diferencia

significativa (p=0,008).
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A 48 h, el comportamiento que efectla la ferrocenilselenoamida sobre la migracion en la linea celular
tumoral es similar a la observada a las 24 h, aunque con una mayor significancia estadistica entre los
grupos de estudio (p=0.0001). Para las 72 h, no fue posible medir el porcentaje de cierre con el
tratamiento del organometal, debido a que las células en la monocapa se despegaron, (FiguraB).
Durante este mismo periodo tanto en el control de vehiculo como con la temozolomida, las células

mantuvieron la monocapa en el pozo e inclusive cerraron por completo la herida a las 72 h.
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Figura 19. Cuantificacion de migracion celular en linea no tumoral HEK293 (A) y tumoral U251 (B). Comparacion de
cierre de herida entre las células estudiadas a diferentes tiempos. Tratamientos 0 uM (Control Vehiculo); 6.5 uM de
ferrocenilselenoamida y 100 uM de temozolomida (Solo para U251). n=4, **p=0.004; ***p<0.008 y ****p<0.001.
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OH 24H 48H 72H

Figura 20. Monitoreo de migracion celular en linea celular no tumoral HEK293. Las imagenes se llevaron a cabo a diferentes tiempos, OH; 24H; 48H y 72H. Usando
campo claro y con una magnificacion de 4X. Las imagenes muestran a la linea celular HEK293 tratada con A) 0 uM (Control Vehiculo); B) 6.5 uM de
ferrocenilselenoamida.
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48H 72H

Figura 21. Monitoreo de migracion celular en linea celular tumoral U251. Las imagenes se llevaron a cabo a diferentes tiempos, OH; 24H; 48H y 72H. Usando campo
claro y con una magnificacion de 4X. Las imagenes muestran a la linea celular U251 tratada con A) 0 uM (Control Medio); B) 6.5 uM de ferrocenilselenoamida y C) 100

MM de temozolomida.



30.3 Proliferacion celular en presencia de la ferrocenilselenoamida

En esta técnica se busca evaluar la capacidad proliferativa de cada linea celular bajo distintos

tratamientos en tiempos establecidos.

En la linea no tumoral, (FiguraA), se observa que el tratamiento con la molécula organometaélica, en
las dos diferentes concentraciones experimentales (3.7 uM y 6.5 pM), no presentaron diferencia
significativa con respecto al control vehiculo de cada una de ellas, por lo que se sugiere que la
actividad proliferativa basal de esta linea celular no se vio comprometida en las condiciones

experimentales sefialadas.

Por el contrario, para la linea celular tumoral, (FiguraB), en el tratamiento con la
ferrocenilselenoamida, desde las 24 horas se presentaron cambios entre los grupos y con las dos
diferentes concentraciones de la molécula organometalica (3.7 uM y 6.5 uM). A las 48 y 72 h se
mostré un mayor efecto, alcanzando Unicamente un porcentaje aproximado de proliferacion del 50 y

60%, respectivamente.

Todos los resultados anteriores muestran que la molécula organometélica a base de hierro tiene un
efecto inhibitorio tanto en la capacidad proliferativa y migratoria de la linea tumoral U251, pero no

en las células no tumorales.

Por tanto, a continuacion, se decidi6 analizar los cambios en el metabolismo y sefializacion

producidos por el tratamiento con la ferrocenilselenoamida en estas células de glioblastoma.

- - CV.
-~ Ferroceno 3.7 uM

100 100+

-+ Ferroceno 6.5 uM
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% Proliferacion
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Figura 22. Cuantificacion de la proliferacién celular en linea no tumoral HEK293 (A) y tumoral U251(B). Porcentaje
de proliferacion celular a diferentes tiempos, n=4, **p=0.0093, ****p<0.0001.
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30.4 Participacion de la ferrocenilselenoamida en el metabolismo celular

Para evaluar si el compuesto organometélico a base de hierro es capaz de generar cambios en el
metabolismo en ambas lineas celulares, se llevd a cabo el estudio metabolémico tanto del medio
extracelular como del intracelular. Los espectros de RMN de cada linea y de cada condicién se
muestran en la Figura 23-26. El analisis de los espectros fue llevado a cabo en el recurso electrénico
Metaboanalyst. Esta plataforma gener6 dos analisis estadisticos, el de componentes principales (PCA)

y el discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS DA), ver Figura y Figura .

De manera general, cada punto en las gréaficas representa un grupo de células diferente. En el medio
extracelular, (Figura A), correspondiente a las células no tumorales, tanto el control medio como el
tratamiento con la ferrocenilselenoamida a 24 h, estan dentro del mismo cluster, lo que significa que
el perfil metabdlico es similar entre ellos, pero existen diferencias, marcadas principalmente por el
componente principal 1, PC1, (eje X). Para el tratamiento con la ferrocenilselenoamida a 72 h y el
control vehiculo a las 24 h, sucede algo similar, los clusteres se sobreponen, (perfil metabdlico

similar) pero la diferencia radicara en el componente principal 2, PC2, (eje Y).

En el medio intracelular, (Figura B), se sobreponen las sefiales en las células con el tratamiento con
la organomolécula a base de hierro 24h y control vehiculo a 24 h cuya mayor diferencia se debe al
PC2. En el tratamiento de 72 h con la ferrocenilselenoamida, ya existe diferencia con los otros dos
grupos tanto en PC2 como en PC1, sefialando menor similitud entre ellas. En la Figura C y Figura D
(anélisis de PLS DA), sucede algo parecido, los clisteres no marcan una diferencia. Esto sugiere que,
a 72 h con el tratamiento de la molécula organometalica, si existe un cambio en el perfil metabélico

en la linea no tumoral HEK293 encontrado mediante al analisis de la variacion de los componentes.

En la linea tumoral U251, (Figura A y Figura B), se observa en el medio extracelular que los tres
clisteres a 24 h, temozolomida, ferrocenilselenoamida y control vehiculo no se sobreponen
sugiriendo que no hay tanta similitud entre sus perfiles metabdlicos. Ademas, los clusteres de la
ferrocenilselenoamida y el control vehiculo, son menos amplios en PC1 que en el PC2 lo que indica
que la variacion de metabolitos se genera en PC2 y para temozolomida, la variacion en su perfil se
observa en el PC1. En el medio intracelular, existe la separacion de los clUsteres para control vehiculo
y ferrocenilselenoamida a 24 h. En el cluster de temozolomida, a pesar de que se sobrepongan con
los resultados de la molécula a base de hierro, las diferencias entre ellos radicaran en PC2. En el
analisis de PLSDA, Figura C y Figura D, existe un comportamiento similar al PCA, lo que sugiere
que a partir de 24 horas existe un cambio en el perfil metabdlico de la linea celular tumoral, tanto en

la ferrocenilselenoamida 24 h como temozolomida a 24h
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Para la identificacion de estos componentes principales (PC1 y PC2), y asi poder saber que
metabolitos eran los que mayor diferencia marcaban en los perfiles metabdlicos, se planeaba un
analisis cuantitativo de los diferentes espectros obtenidos de cada muestra, pero desafortunadamente
no se logré llegar hasta esos resultados, por lo que se decidi6 tomar la decision de evaluar metabolitos

claves en las neoplasias como lo son lactato, glutamina y glutamato.
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Figura 23. Espectros de RMN realizados a U251 en un Brucker AVIII 700MHz. Sobre cada espectro
del lado superior izquierdo se encuentra la identificacion de cada uno de ellos, siendo EC
extracelular, CM: control medio, F: ferrocenilselenoamida, T: temozolomida. Realizados por

triplicado y solamente por 24 horas.
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Figura 24. Espectros de RMN realizados a U251 en un Brucker AVIII 700MHz. Sobre cada espectro
del lado superior izquierdo se encuentra la identificacion de cada uno de ellos, siendo IC
Intracelular, CM: control medio, F: ferrocenilselenoamida, T: temozolomida. Realizados por

triplicado y solamente por 24 horas.
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Figura 25. Espectros de RMN realizados a HEK293 en un Brucker AVIII 700MHz. Sobre cada
espectro del lado superior izquierdo se encuentra la identificacion de cada uno de ellos, siendo IC
Intracelular, CM: control medio, F: ferrocenilselenoamida, T: temozolomida. 72 horas. Realizados por
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Figura 26. Espectros de RMN realizados a HEK293 en un Brucker AVIIl1 700MHz. Sobre
cada espectro del lado superior izquierdo se encuentra la identificacion de cada uno de
ellos, siendo EC Extracelular, CM: control medio, F: ferrocenilselenoamida, T:
temozolomida. 72 setenta y dos horas. Realizados por triplicado.
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Figura 27. Anélisis de espectros de HEK293 por RMN en Metaboanalyst. (A) y (B) Analisis de Componentes principales (PCA)
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30.5 Diferencia en la produccion de lactato en presencia del compuesto organometélico

El glioblastoma, es uno de los tumores que muestran cambios importantes en el metabolismo celular,
especialmente aquellos relacionados con la produccion de lactato como glutamato. Con base en los
resultados preliminares encontrados por medio de los estudios de metabolémica, donde encontramos
diferencias entre el metabolismo de las celulas sanas y tumorales en presencia de la
ferrocilselenoamida y teniendo conocimiento de la participacion del metabolismo de en tumores de

cerebro, decidimos cuantificar tres metabolitos clave en este tipo de neoplasia.

Para la determinacion de lactato extracelular, (Figura 29), se utiliz6 una modificacion del método
empleado por R.B. Brand de 1982, el cual detecta espectrofotométricamente el NADH producido por
la reaccidn catalizada por la D-LDH. En la linea celular no tumoral HEK293, bajo los tratamientos
efectuados y los tiempos de exposicion establecidos, no se observaron cambios significativos en los
niveles de lactato extracelular. En cambio, para la linea celular tumoral U251, el tratamiento de la
ferrocenilselenoamida, con su ICsy, ICos € IC125 desde las 24 h mostraron una disminucién
significativa con respecto al control vehiculo en la exportacion de lactato al medio extracelular. De
igual manera con el tratamiento terapéutico de temozolomida, la exportacion de lactato decae desde
las 24 h de exposicion. Para las 72 h, estas diferencias estadisticas aumentan para cada tratamiento,
pero el ejercido con la ICsodel organometal es el que mas evidencia esta disparidad, pues con un valor
p menor a 0.0001 sefiala una disminucién mayor en la exportacion de lactato con respecto al control.
De hecho, la concentracion de lactato en presencia de la ferrocenilselenoamida es mucho menor
siendo esta de aproximadamente 600 uM que comparada con la con temozolomida que es de mas de
900 uM a 72hr.
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Estos resultados también muestran que la molécula organometélica fue capaz de reducir la

exportacion del lactato afectando asi la supervivencia de la linea tumoral de glioblastoma, aun con el

tratamiento en dosis menores a 1 UM (ICi2.5) obteniendo concentraciones por debajo de las alcanzadas

por la temozolomida a una concentracion de 100 uM.
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Figura 29 Determinacion de niveles de lactato extracelular en linea celular tumoral U251 (ay b) y linea
celular no tumoral HEK293 (c y d). Ay C) Exposicion de 24 horas; tratamientos 0 uM (Control Medio);
IC50 de 6.5 uM; IC25 de 3.12 UM e IC12.5 de 1.56 puM de ferrocenilselenoamida y 100 uM de
temozolomida. By D) Exposicion de 72 horas; tratamientos 0 uM (Control Medio); IC50 de 3.7 uM; 1C25
de 1.85 pM e IC12.5 de 0.93 uM de ferrocenilselenoamida y 100 uM de temozolomida. N=4, ns= sin
significancia estadistica **p<0.002, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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30.6 Cambios en la concentracion de glutamina y glutamato extracelular

La determinacion de glutamina y glutamato se llevo a cabo con el kit Glutamine/Glutamate-Glo
Assay, que mide la luminiscencia generada por la luciferasa y esta acoplada a varias reacciones
empezando por la conversion de glutamina a glutamato. Con este kit se midio la cantidad de
metabolitos que se encontraban en el medio extracelular bajo el tratamiento del organometal (ICsp) y

con el vehiculo a dos diferentes tiempos de exposicién.

Con respecto a la cuantificacion de glutamato a 24 h, en la linea celular tumoral U251 bajo el
tratamiento con la ferrocenilselenoamida, se encontré un aumento en los niveles de glutamato
extracelular, pero este no lleg6 a niveles significativos entre los grupos de estudio. Caso contrario
sucedid a las 72 h, pues si se observé un aumento significativo con un valor cercano a 80 M de
glutamato extracelular al utilizar la molécula organometalica, donde el control vehiculo resulto tener

una concentracion de aproximadamente 50 pUM.

Con respecto a la glutamina, desde las 24 h de tratamiento, existe diferencia significativa entre los
grupos. El medio extracelular de la linea U251, bajo tratamiento con la molécula organometalica,
presentd concentraciones mayores a las encontradas en el medio de las células sin ningun tipo de
tratamiento, siendo de 2700 uM y 1700 UM respectivamente. Este comportamiento se incremento a
las 72 h, pues las concentraciones de glutamina disminuyeron hasta niveles aproximados de 1000 pM
en el medio extracelular del control vehiculo; dando un indicio de que el importe de glutamina se
altero, pues el medio de las células tratadas con la organomolécula presenté una concentracion de

2600 UM, un valor aproximado al que se obtuvo a las 24 h.
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Figura 30. Cuantificacion de niveles de glutamato (ay ¢) y glutamina (b y d) extracelular en la linea celular
tumoral U251. Tiempos de exposicion 24 horas (imagenes superiores) y 72 horas (imagenes inferiores).
Tratamiento efectuado: I1Csp =6.5 UM de ferrocenilselenoamida, C. V.: control vehiculo y en lineas punteadas
rojas esté sefialado los niveles basales tanto de glutamato como de glutamina del medio RPMI 1640. N=4, ns=
sin significancia estadistica *p=0.01, ***p<0.001.

30.7 Contribucion de las especies reactivas de oxigeno en la citotoxicidad.
30.7.1 Medicion de peroxido de hidrégeno

Uno de los mecanismos de muerte celular esta relacionado a la produccion de ROS tanto en células
sanas como tumorales. Por tal motivo decidimos cuantificar los niveles de algunas de ellas en

presencia o ausencia del compuesto organometalico tanto en células sanas como cancerosas.

Primero se cuantifico la cantidad de perdxido de hidrogeno a través del ensayo de Amplex ® Red que
detecta especificamente la [H20-] liberado de las lineas celulares. Este ensayo, utiliza el reactivo 10-
acetil-3,7-dihidroxifenoxacina, el cual, en presencia de la peroxidasa, el reactivo Amplex® Red

reacciona con H,O; en una estequiometria 1:1 para crear un producto de oxidacion rojo fluorescente,

la resorufina.
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En la linea celular no tumoral, HEK293, bajo las condiciones dadas de trabajo, no presentd diferencias
significativas del H.O, generado bajo el tratamiento con la ferrocenilselenoamida a ninguno de los
tiempos establecidos, (Figura 31A) En cambio, la linea celular tumoral, U251, (Figura 31B), a partir
de las 24h con el tratamiento de ferrocenilselenoamida, presenta una disminucion en la cantidad de
peréxido de hidrégeno de un 10% mostrando diferencias significativas comparadas contra el control
vehiculo; este fendmeno es similar a 48h, pero esta diferencia se acentla hasta llegar a niveles
aproximados de un 50%. Sin embargo, a 72h se manifiesta una mayor diferencia en la produccién de
esta especie reactiva de oxigeno de méas de un 50% comparada con su control vehiculo. Sugiriendo
que efectivamente las células dejaron de producir H-O- puesto que comenzaron a morir debido al
tratamiento con la ferrocenilselenoamida. La disminucion en la produccién de peréxido de hidrégeno
esta normalizada con respecto al nimero de células, lo que nos indica que la concentracién encontrada
fuera de la célula esta asociada a su viabilidad, es decir que, al haber menor cantidad de células, la
concentracion de peroxido es menor, complementando asi los resultados tanto de proliferacion,

migracion y viabilidad.

Cabe sefialar que a pesar de que la organomolécula fue capaz de reducir la cantidad de H,O- producido
por la linea celular U251, con niveles maximos de 1000 uM, estos valores nunca alcanzaron los
niveles que presenta la linea celular no tumoral, donde su valor mas alto fue de 300 UM

aproximadamente.
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Figura 31. Medicion de [H202]. A) Linea celular no tumoral HEK293; B) Linea celular tumoral U251. n=4; *p<0.1,
*%
p<0.01.
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30.7.2 Determinacion del anién superdxido

Otra ROS encontrada de manera natural en las células, es el anion superoxido (O27). Esta ROS fue
cuantificada en células de glioblastoma a partir del tratamiento con ferrocenilselenoamida utilizando
el reactivo rojo MitoSOX™, Este reactivo penetra a la mitocondria de células vivas y su oxidacion
se lleva a cabo por superoxidos y no por otros sistemas de generacion de especies reactivas de

oxigeno.

En la linea celular U251, bajo las condiciones de trabajo dadas, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la produccion de O" con los tratamientos utilizados ni en los dos
tiempos establecidos para el experimento, (Figura 32).

Ademas, se puede observar que los valores basales de O, rondan diferentes niveles a las 24 y 72 h,
sugiriendo que hay un ligero aumento en su produccidn, aunque no se presentaron diferencias entre

el tratamiento por eleccién, la temozolomida, y la molécula de estudio.
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Figura 32. Determinacién de anion superédxido. Para ambos casos fueron utilizadas células de glioblastoma
multiforme U251. Comparacion a diferentes tiempos de exposicion. A) 24 horas; tratamientos 0 uM (Control
Vehiculo); IC50 de 6.5 uM; IC25 de 3.12 uM e IC12.5 de 1.56 uM de ferrocenilselenoamida y 100 uM de
Temozolomida. B) 72 horas; tratamientos O uM (Control Vehiculo); IC50 de 3.7 uM; 1C25 de 1.85 uM e IC12.5
de 0.93 uM de ferrocenilselenoamida y 100 uM de temozolomida. N=4, ns=sin diferencias estadisticas entre
grupos de estudio, URF: unidades relativas de fluorescencia
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30.8 La molécula de ferrocenilselenoamida reduce la expresion de marcadores proliferativos y
muestra induccion de apoptosis.

Finalmente se decidio analizar el efecto de la ferrocenilselenoamida sobre vias de sefializacion
encargadas de procesos tales como la proliferacién y muerte celular. Primero se evalud la actividad
de la B-catenina la cual actia como segundo mensajero dentro de la via Wnt, dicha via estd sobre
expresada en varios tipos de canceres ya que tiene un papel clave en la tumorigénesis y en la adhesion
célula-célula (Jung & Park, 2020b). Se encontré que esta proteina, bajo el tratamiento con la
ferrocenilselenoamida disminuye notablemente su expresién en las células. Aparentemente existe una
mayor diferencia estadistica con el tratamiento terapéutico de temozolomida, sin embrago la

concentracion utilizada de esta es al menos 15 veces mayor que la molécula organometélica.

Para sugerir algin mecanismo por el cual podria llevarse a cabo la muerte celular, se midi6 la
expresion de Bcl-2, la cual es una proteina involucrada en la prevencion de la induccion apoptotica.
De igual manera en la Figura , se observé una importante disminucién de la expresién de la proteina
Bcl-2 en las células tratadas tanto con la temozolomida como con la molécula organometalica.
Aunado a esto, se analiz6 también la actividad de la caspasa-3, proteina donde convergen ambas vias
apoptéticas, brindandonos informacion acerca del posible mecanismo de muerte celular efectuado
por la molécula inorganica. En ambos casos, para temozolomida y ferrocenilselenoamida, la cantidad
de caspasa 3 cuantificada aumento, lo que concuerda con un efecto apoptético tras la exposicién de
24 h.(Carrington et al., 2017; J. Li & Yuan, 2008)

Para hacer una evaluacién complementaria a la citotoxicidad, se estudiaron a las proteinas PTEN y
p-ERK. La primera es una enzima que cataliza la hidrolisis del Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3), para formar Fosfatidilinositol-(4,5)-difosfato (PIP,) y fosfato inorganico. Esta enzima es pieza
clave en la regulacion de la via PI3K-AKT. La segunda proteina, p-ERK, forma parte de la via de
MAPK, involucrada en la activacion de factores de transcripcion importantes para el crecimiento

celular, la proliferacion y la supervivencia.
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Los resultados muestran decremento significativo en los niveles de p-ERK comparado con el control,
y sucede lo mismo con la temozolomida, pero mostrando una diferencia menor. En la linea celular
utilizada, U251, PTEN se encuentra mutada, por lo que su actividad normal es disfuncional haciendo
que la célula prolifere sin control, y a pesar de que los niveles bajo tratamiento con la molécula
organometélica la disminuyen, este efecto no sugiere un aumento en la proliferacion, sino que la
disminucién en su nivel de expresion se puede asociar con la muerte celular que efecttia la molécula

organometalica.
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Figura 33. Cuantificacion en la expresion de proteinas Exposicion de 24 horas; tratamientos 0 uM
(Control Vehiculo), 1Cso de 6.5 pM y 100 uM de temozolomida. N=3, ns= sin significancia estadistica.
*p=0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Las proteinas totales fueron extraidas y los westernblots fueron
llevados a cabo usando los anticuerpos indicados. URA: Unidades Relativas de Area
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31 Discusion

El glioblastoma o astrocitoma grado 1V, es el tipo méas comun y letal de tumores cerebrales primarios
malignos, el cual se forma a partir de tejido glial afectando principalmente a adultos. Los pacientes
que presentan esta neoplasia tienen una esperanza de vida promedio de 15 meses pues los sintomas
suelen llegar en etapas tardias y esto genera que el diagnostico no sea favorable. Ademaés de la
ineficiencia de los agentes antitumorales existentes, en afios recientes se han encontrado distintas
variantes y subclasificaciones en el glioblastoma que hacen ain mas complicado su tratamiento al no

poder dirigir estas terapias.

Comprender como es el perfil metabdlico, los grados de expresion de las proteinas clave en vias de
sefializacién, los niveles de expresion de ROS en los glioblastomas, entre otros factores, seria
trascendental para abrir un nuevo panorama en el tratamiento de este tipo de neoplasias. (Holland,
2000; Louis et al., 2016)

En este trabajo, se intenta dilucidar el efecto de moléculas a base de hierro y selenio, sobre la linea
celular U251 a nivel metabdlico, expresion de proteinas, viabilidad, y varias funciones importantes
para la supervivencia de este tipo de cancer cerebral para presentar un precedente para futuras

investigaciones.

Después del tamizaje de 6 diferentes lineas celulares, se decidid optar por aquella donde la ICso
estuviese en el rango micromolar mas bajo, ademas de tener efecto tanto a las 24 como a las 72 h de

estudio.

Con lo anterior, se decidi6 optar por la linea celular U251y posteriormente se compard con el
tratamiento por eleccion en lineas de glioblastoma, la temozolomida, utilizando una concentracion de
100 pM ya que en estudios in vitro suelen usarse un rango de concentraciones entre 100 a 2000 pM
(Borhani et al., 2017; Ni et al., 2019)

La molécula con rutenio resultd eficaz contra lineas cancerosas de pulmoén y Gtero, sin embargo, no
tuvo impacto sobre la viabilidad a los dos tiempos establecidos. Estos resultados se deberan analizar

posteriormente, para encontrar la interaccion especifica con su blanco molecular.

La Gnica molécula capaz de reunir los requisitos mencionados anteriormente fue la
ferrocenilselenoamida en contra de la linea celular de glioblastoma humano U251. Por tanto, se

sugiere que el tratamiento con la molécula a base de hierro es especifico contra este tipo de linea de
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cancer cerebral ya que tuvo efecto nulo contra la linea de glioblastoma LN229 y contra la de

neuroblastoma Neuro-2a.

Es posible que esta molécula haya afectado Unicamente la viabilidad de una de las dos lineas de
glioblastoma debido a su procedencia, ya que la linea U251 proviene de un hombre de 75 afios y la
linea LN229 de una mujer de 60 afios. Por tanto, los niveles de expresion de ciertas proteinas son
diferentes, como en el caso de PTEN, TP53, CDKN2A entre otras. Posiblemente las
subclasificaciones sean la causa de la diferencia en la respuesta de la molécula organometalica.
(Cellosaurus, 2021).

Con respecto a la capacidad migratoria de esta linea celular, observamos que a las 24 h de tratamiento
existe una disminucion significativa solamente con la molécula de ferrocenilselenoamida, mientras
gue con el tratamiento control, este fenémeno no generd diferencia alguna. Esto sucede de igual
manera a las 48 h y es hasta las 72 h cuando se evidencia aln mas esta diferencia. A este tiempo, las
células se desprenden por completo de la placa, con lo cual podria ser una sefial de muerte celular por
apoptosis, ya que se sabe que una de las caracteristicas que suelen presentarse bajo este mecanismo

es la perdida de adhesion célula-célula. (Liu et al., 2018).

Este efecto anti-migratorio generado por la molécula a base de hierro es de sumo interés ya que logra
evitar la migracion de esta linea celular, la cual tiene como una de sus caracteristicas principales la

capacidad de hacer metastasis hacia tejido circundante. (Suzanne & Steller, 2009).

Con respecto a la linea celular HEK293, solo se encontraron diferencias estadisticas a las 72 h de
tratamiento con la organomolécula, pero comparando su nivel de proliferacion con la linea tumoral,
este no llega a alcanzar sus niveles basales puesto que, a este tiempo, la linea tumoral ha alcanzado a
cerrar la herida en su totalidad. Si bien esta linea celular no es de linaje cerebral, sirve como una
buena comparacion para este procedimiento ya que la migracion es un proceso fundamental en células
embrionarias y puede ser comparable con el proceso de metéastasis en la transicion EMT. (Scarpa &
Mayor, 2016).

Finalmente, dentro de esta caracteristica o hallmark existen varias vias involucradas que posiblemente
se vean afectadas. Tal es el caso de la via PI3K/AKT y la via MAPK, entre otras, que también tienen
efecto sobre vias de proliferacion y supervivencia pues existe una estrecha relacion entre la
proliferacion y la migracion en células de glioblastoma, pues hay evidencia que estos dos procesos
comparten vias de sefializacion comunes lo cual sugiere que existe un mecanismo que controle ambos
procesos (Hatzikirou et al., 2010; Taylor et al., 2015)
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El proceso de proliferacion celular ocurre de manera natural en la mayoria de células de nuestro
organismo, pero en células no tumorales, es un proceso altamente regulado (proteina Rb, CDKSs, etc.
Feitelson et al., 2016). En cambio, en células tumorales como es el caso de la linea celular U251, este
proceso se mantiene desregulado lo cual altera por completo la progresidén tumoral. Este proceso
proliferativo incontrolado, es otro de los hallmark identificados por Hanahan & Weinberg y que en
esta presente en estas neoplasias. Ademas, en conjunto con la migracién juegan un papel importante

en la progresion tumoral. (Hanahan & Weinberg, 2011).

Es importante sefialar que las células de glioblastoma rara vez hacen metastasis fuera del neuroeje,
en su lugar, la invasion tumoral y la proliferacion es la principal causa de muerte por este tipo de
cancer. Por lo que, el hecho de que la ferrocenilselenoamida ejerza esta caracteristica tanto
antiproliferativa como anti-migratoria y que comparada con la temozolomida a una concentracion al
menos 15 veces menor, logra posicionar a esta molécula en un sitio importante para futuras

investigaciones. (Xie et al., 2014).

Todos estos efectos en la viabilidad, proliferaciéon y migracion generados por la molécula
organometélica a base de hierro se le afiade ademas los cambios metabdlicos en las lineas celulares
utilizadas, pues la reprogramacion metabdlica es un sello distintivo en el cAncer y en especial de este

tipo de neoplasias donde las diferencias son mas evidentes.

Los estudios preliminares de metaboldmica generados a través de RMN, indicaron que hay
discrepancias en el metabolismo. En el caso del analisis supervisado y el no supervisado, tanto en el
medio intracelular como en el extracelular, las diferencias no estan tan marcadas ya que se sobreponen
entre si en la mayoria de los casos salvo por el tratamiento en el medio intracelular el cual si presenta

cambios en el comportamiento metabdlico.

Por otro lado, el hecho de que estos clusteres celulares se encuentren mas distanciados entre si hace
referencia a una mayor diferencia en los metabolitos encontrados tanto en el medio extracelular como
el intracelular. Los resultados con la organomolécula a base de hierro sefialan que existe un mayor
cambio metabdlico en el medio intracelular que en el extracelular comparando con el control
vehiculo. Sin embargo, estos resultados no indican que tipo de metabolitos hay en esas diferencias ya
que este analisis se vio truncado y no se pudo identificar el PC1, y el, PC2. Cabe sefialar que estos
estudios disminuyen las variables de los resultados obtenidos por RMN, y lo hacen al reducir esta
multi-variabilidad en un plano de 2 dimensiones 0 2 componentes que son los que marcan la mayor

diferencia en los metabolitos encontrados. Pero como se menciond anteriormente, este andlisis no
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pudo culminarse por lo que se decidi6 analizar metabolitos clave para este tipo de tumor como lo son

el lactato, glutamina y glutamato. (Noch & Khalili, 2015).

Con respecto al lactato, cabe sefialar que el resultado de su produccidn a través de la via glucolitica y
el uso de la glutamina como aminoacido principal para el sustento de las células tumorales es de suma
importancia para un hallmark bien establecido en este tipo de tumores como la proliferacion
sostenida. Por lo cual, la reduccion en el exporte de lactato, sugiere una disminucién en la tasa de
proliferacion, asi como un efecto negativo en la capacidad de producir nuevas estructuras bioldgicas,
pues una de las finalidades de la generacién de lactato en exceso es tener la suficiente cantidad de
intermediarios metabdlicos para generar nucleétidos, lipidos de membrana, etc. (San-millan &
Brooks, 2017).

El efecto sobre el exporte de lactato pudiera deberse a una afectacion en el transporte por medio de
los MCT, especialmente MCT1 y MCT4, que se encuentran sobre expresados en los glioblastomas.
Otra explicacién pudiera deberse a que el compuesto modifica el consumo de glucosa, generando asi

una disminucién en la produccion y exporte de lactato. (San-millan & Brooks, 2017).

Con respecto a otro metabolito clave, el glutamato, el flujo en las células, especialmente en las del
sistema nerviosos central, se debe a dos tipos de transportadores, el transportador 2 de aminoacidos
excitatorios (EAAT?2) y el sistema Xc. La concentracion de glutamato extracelular es crucial para un
Optimo desempefio en las actividades celulares, pero en las células cancerosas, este tipo de
homeostasis esta desregulado. El sistema EAAT2 es el encargado de la importacion del glutamato
extracelular, en células de glioblastoma, la expresion este sistema se encuentra disminuida causando
citotoxicidad por acumulacién de glutamato. Esto se debe a que no hay enzimas extracelulares
capaces de degradarlo, lo cual favorece el desarrollo tumoral. Por otro lado, el sistema Xc se encarga
del exporte intracelular de glutamato, el cual intercambia por cisteina. Estos dos sistemas trabajan en

conjunto para regular la concentracion de glutamato en las células. (Noch & Khalili, 2015).

El aumento significativo en los niveles de glutamato extracelular a las 72 h de exposicién puede

deberse a una interferencia en el transporte del glutamato por parte del sistema EAAT2.

Si bien, de manera normal las células de glioblastoma tienden a expresar una deficiencia en estos
transportadores, con este tratamiento las células tumorales U251, pareciera no afectar en el exporte
del glutamato sino por el contrario, afecta el importe de este. Que, si bien parece perjudicial, el
favorecimiento de la excitotoxicidad también nos indica una disminucion en el metabolismo del
glutamato, generando menor actividad proliferativa, tal y como lo observamos con la cuantificacion

de glutamina.
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Con respecto a la glutamina, esta dejo de importarse desde las 24 h, notandose mayor diferencia a las
72 h, probablemente porque los sistemas de transporte se encuentran afectados. La disminucién en la
importacion de glutamina en este tipo de linea celular resulta desfavorable, ya que su metabolismo es
esencial para la supervivencia celular, pues estd involucrada en procesos como sintesis de
aminoécidos, purinas/pirimidinas, NAD y hexosaminas. El cerebro sintetiza glutamato a partir de
glutamina, el cual es utilizado como neurotransmisor. Unicamente los astrocitos, gracias al ciclo de
glutamina/glutamato generado por medio de la cooperacidn neurona-astrocito, tienen esta capacidad,
ya que las neuronas son incapaces de sintetizarlo desde la glucosa. Esto revela la importancia de este

metabolito en esta linea tumoral. (Scalise et al., 2020).

En nuestro estudio el importe de glutamina en presencia del tratamiento se vio afectado, ya que este
se encuentra mediado por los transportadores SLC1, SLC6, SLC7 y SLC38, de los cuales el
SLC7A11, el SLC1A5 0 ASCT?2 esta sobrexpresado en la mayoria de los gliomas. Esto puede sugerir
que el tratamiento impidio el flujo normal de este aminoécido, interfiriendo en su transporte, o que
actto de manera paralela afectando la supervivencia celular por medio de otro blanco terapéutico y
con esto se detuvo la expresion de estos transportadores generando una detencion en el flujo de

glutamina en las células.(Natarajan & Venneti, 2019).

Con estos cambios y diferencias en la reprogramacién metaboélica de la linea tumoral, se decidid
evaluar el efecto sobre la produccion de especies reactivas de oxigeno. Con respecto a la produccion
de H20, se puede observar que la disminucidon de esta ROS concuerda con el efecto citotéxico de la
ferrocenilselenoamida. Posiblemente se interfiere el mecanismo de produccion de esta especie ya que
puede ser generado a partir del anién superéxido por medio de la enzima SOD o quiza esta
disminucién se deba a que las células tumorales empiezan a morir y por consiguiente baja la

produccion de peroxido.(R. Buettner, 2012; Turrens, 2003).

Ahora bien, los resultados obtenidos del radical libre Oz, muestran que la molécula a base de hierro
no logra afectar la produccion de esta molécula a partir del complejo | en ninguno de los tratamientos
y tiempos utilizados. A pesar de la falta de efecto sobre la produccién de este radical, observamos la
disminucién en H,O, que pudiera deberse a que la enzima SOD se encuentra afectada. (Turrens,
2003).

Esto podria sugerir que la toxicidad de la molécula organometalica no depende del aumento en la

produccion del anién superdxido ni que se vea afectada la produccion mitocondrial de esta molécula.

Si bien son necesarios més experimentos para poder esclarecer este fendbmeno, por ejemplo, medir

algun efecto secundario del mantenimiento del O, como la lipoperoxidacidn lipidica o estudiando los
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efectos de la SOD en la linea tumoral, podemos decir que la organomolécula esté afectando ya sea de

manera directa o indirecta a la produccién de especies reactivas de oxigeno.

Para poder dar un panorama general de la forma en que esta molécula afecta proteinas clave en la

viabilidad, proliferacién migracion y muerte celular se decidié analizar su nivel de expresion.

Dentro de las proteinas clave, se puede mencionar a la proteina ERK, la cual es una cinasa regulada
por sefiales extracelulares y pertenece a la familia de las MAPK, la cual esta involucrada en procesos
clave como proliferacion, supervivencia, formacion tumoral y diferenciacion. En la mayoria de los
canceres esta proteina se encuentra mutada y para el caso del glioblastoma esta no es la excepcion.
En cuanto a PTEN, se sabe que proteina es pieza clave para la regulacion de la via PISBK-AKT y se
encuentra mutada en la mayoria de los glioblastomas primarios lo que conlleva a su desregulacién y
por consiguiente a una funcionalidad alterada en las células que lo presentan. La B-catenina en la
mayoria de las células de glioblastoma se encuentra mutada y esta involucrada en los procesos de
adhesion célula-célula, proliferacion, migracion entre otros. La alteracién de esta via genera un
aumento de la B-catenina en el nucleo por lo que su activacion es permanente lo que genera
sefializacién constante. (Guo et al., 2020; Koul, 2008; Nager et al., 2012)

El hecho de que la expresion de estas proteinas clave en el proceso carcinogénico del glioblastoma se
encuentren disminuidas, y aunado a los resultados obtenidos en viabilidad, proliferacion y migracion
mencionados con anterioridad nos indica que esta molécula a base de hierro tiene efecto en cada uno

de estos procesos en la linea de cancer cerebral U251.

Con los resultados obtenidos del nivel de expresion de la proteina bcl-2, la cual es una proteina
involucrada en la prevencién de la induccion apoptética y los resultados con la caspasa 3 la cual esta
inmersa en la actividad apopt6tica de la via intrinsecas, podemos inferir que se esta llevando a cabo
la muerte celular con ayuda de esta molécula a base de hierro. Por consiguiente, los procesos
estudiados tales como disminucion de la produccion de H2O, el nulo importe de la glutamina y el
aumento en el exporte del glutamato son complementarios a los resultados obtenidos, pues el hecho
de que se esté llevando a cabo la muerte celular, indica que varios procesos en esta linea celular, como

los mencionados anteriormente, estan afectados. (Carrington et al., 2017).

Con respecto al tratamiento por eleccion para este tipo de cancer cerebral, la temozolomida; en los
resultados de viabilidad, proliferacion, migracion y los preliminares de metabolismo, la concentracion
utilizada tal vez no fue la que adecuada para evidenciar un efecto negativo en los procedimientos
mencionados a pesar de que varios autores han utilizado concentraciones proximas a 100 uM. Aunque

esto resulto en un claro ejemplo de que 1) La concentracion de la organomolécula a 72 h es al menos
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15 veces menor y se obtuvieron efectos favorables a una concentracion de 6.5 uM y 2) Se evidencio

el nulo efecto de la terapia por eleccidn a pesar de trabajarse a una concentracion de 100 uM lo que

indica la necesidad de encontrar nuevas y novedosas terapias contra este tipo de neoplasias.(Borhani

etal., 2017; Ni et al., 2019).

De manera general, los resultados de este trabajo nos

indican que

la molécula de

ferrocenilselenoamida fue capaz de ejercer actividad citotoxica sobre células de glioblastoma a 24 y

72 h, ademés de que logré modificar el perfil metabdlico de las lineas celulares y manifesto indicios

de actividad apoptética (Figura 34)

Indicadores apoptoticos

Indicadores metabdlicos

Figura 34. Modelo propuesto para la actividad de la ferrocenilselenoamida sobre la
linea celular de glioblastoma humano U251. A) Reduccion de niveles en proteinas
clave como: p-ERK, PTEN, f-catenina y Bcl-2 y un aumento en,los niveles de
caspasa 3, indicadores de apoptosis. B) Disminucion de la viabilidad, proliferacion
y migracion. C) Disminucién en metabolitos clave para el optimo crecimiento
tumoral; glutamina, glutamato y lactato ademas de variacion en los niveles de H.0,

y nulo cambio en O~

Indicadores de citotoxicidad
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32 Conclusiones

La molécula de ferrocenilselenoamida, en la linea celular de glioblastoma humano U251 a una ICsp
de 6.5 uM y 3.7 uM, ejerci6 actividad citotoxica, antiproliferativa y anti-migratoria. Igualmente,
ejercié cambios en el metabolismo celular tales como disminucion en el lactato extracelular, aumento
del glutamato extracelular, alteraciones en el transporte de glutamina al interior de la célula y un
descenso en la concentracion extracelular de H2O2, aunque mantuvo intacta la concentracion de Oz
Ademas, disminuy0 la expresion de las proteinas Bcl-2, p-Catenina, PTEN y p-ERK e incremento la

expresion de la caspasa 3 sugiriendo muerte celular via apoptosis.
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33 Perspectivas
Se plantea sustituir la linea celular renal embrionaria humana HEK293 por alguna linea cerebral no
tumoral y efectuar los experimentos realizados para una 6ptima comparacion.

Respecto al estudio de ROS, se piensa estudiar los posibles efectos secundarios y no la identificacion
per se de la molécula, dicho estudio podria ser la medicion de la lipoperoxidacion de la membrana.

Se plantea identificar a los componentes principales que marcaron la diferencia en el metabolismo de

las células tumorales tanto del medio extracelular como del intracelular.
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