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RESUMEN

Los gliomas forman un grupo heterogéneo de neoplasias del Sistema Nervioso
Central (SNC) de origen glial, siendo el glioblastoma (GBM) el tumor de mayor
malignidad. A pesar de la terapia multimodal actual que incluye cirugfa,
radioterapia y quimioterapia, su progresion permanece desfavorable debido a
que los pacientes presentan una sobrevida media pobre de alrededor de 14
meses. A la fecha, la terapéutica esta enfocada en la eliminacién de las células
tumorales; sin embargo, ésta estrategia ha resultado ineficaz debido a diversos
factores, entre ellos la heterogeneidad celular del GBM, que se encuentra
constituido por células con distintos grados de diferenciaciéon. Dada la
importancia de buscar nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de
esta neoplasia, este trabajo contribuyé en apoyar el paradigma de
transformacion de las células tumorales hacia menores grados de malignidad,
utilizando la combinacién de diversos agentes que promueven la diferenciaciéon
celular. En este trabajo se observé que la combinacion de: acido trans-retinoico
(ATRA), dimetil sulféxido (DMSO), teofilina y acido valproico (VPA), induce
un efecto citotéxico a partir de 24 horas de tratamiento, lo cual correlaciona
con el incremento en la fase SubGO del ciclo celular. El tratamiento sin teofilina
(DMSO, ATRA y VPA) a los 15 dias incrementa la expresion del marcador
proteina 4cida fibrilar glial (GFAP) indicando que estd combinacion induce la
diferenciaciéon de células de glioma C6 hacia un linaje astrocitico. La
combinacién de DMSO, ATRA, VPA y teofilina no incrementan la
supervivencia de ratas Wistar expuestas con N-etil-nitrosourea (ENU), lo cual

indica que no existen cambios en la incidencia de tumores del SNC.

Palabras Clave: neoplasia, glioblastoma, beterogeneidad celular, ENU, C6, nestina, Tu-1,
GFEAP




Capitulo 1

SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso (SN) es una red compleja de estructuras especializadas (encéfalo, tronco encefalico,
médula espinal, y nervios), su funcion principal es la relacién del individuo con el medio externo, a través
de una organizacion coordinada recibe estimulos sensitivos, los traduce en impulsos nerviosos conducidos
hacfa centros nerviosos, en donde se integran piezas aferentes de informacion, que evaldan el estimulo

recibido, e inician una respuesta eferente'?

Organogénesis del tejido netrvioso
@

Una vez que se forman las tres capas germinativas, ectodermo, mesodermo, y endodermo, en el blastocisto,

comienzan los procesos celulares necesarios para la formacion del SN***. Especificamente, en el ectodermo
dorsal, ocurre una invaginaciéon inducida por la notocorda, una estructura que establece el eje cefalico-
caudal>*". Esta invaginacion ocasiona el engrosamiento del disco embrionatio a nivel de la linea primitiva,
dando otigen a la placa neural, este proceso marca el inicio de la neurulacién™’. Posteriormente, se constituye
el surco neural donde los bordes laterales de la placa se elevan, provocando una fusion de los pliegues

neurales que finalmente formara el tubo neural, la estructura primaria que da organizacién anatémica al SN***

(Figura 1).
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Figura 1. Proceso de neurulacion. Corte dorsal (A) y transversal (B) que muestran el proceso de neurulaciéon en humanos, donde

a partir de la linea primitiva se formara la placa neural. Este proceso marca el inicio de trasformaciones graduales que originan el
tubo neural. La figura se realizé utilizando el sitio Servier Medical Art. Disponible en: http://smart.servier.com (Consultada: 15 de
noviembre del 2017).
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El tubo neural es una estructura histolégicamente formada por neuroepitelio estratificado constituido de
células mitéticamente activas, conocidas como células troncales neurales (CTN), una poblacién celular
definida por su capacidad de auto-renovacion®>>‘. Estas células dardn origen a varios subtipos celulares a
través de distintas etapas de diferenciacion celular (Cuadro 1), constituyendo dos nichos importantes en el
SNC: la zona ventricular (ZV) y subventricular (ZSV)>. Las células que se desprenden tempranamente

del tubo neural, dan origen a gran parte del sistema nervioso periférico(SNP)>".

Etapa Funcion

I | Induccién de la placa neural.
Proliferacion neuronal.

II | Migracién neuronal.
Diferenciacién de neuroblastos.

IIT | Formacion de conexiones interneuronales con sinapsis.
Sintesis de neurotransmisores.

IV | Diferenciacion celular.
Formacion de glioblastos seguida de diferenciacion de astroglia y oligodendroglia.
Recubrimiento de los axones por mielina.

V| Sinaptogénesis.

VI | Muerte neuronal.
Eliminacién de conexiones formadas inicialmente.

Cuadro 1. Etapas de diferenciacion de Ias células neurales. Tomado y modificado de Lizana & Almagia, 2012.

Diferenciacion celular del tejido nervioso adulto

En la edad adulta la neurogénesis y gliogénesis ocurre en dos regiones del cerebro compuestas por CTN:
el giro dentado del hipocampo (GD) y la regién formada por la zona subventricular-corriente migratoria
rostral-bulbo olfatorio principal (ZSV-CMR-BO)™**'". Especificamente, en la ZSV las CTN migran a
través de la CMR hasta el BO'™'"%. En esta region las CTN son diferenciadas a través de diversos
mecanismos celulares regulados por la modulacién epigenética, factores de crecimiento y citocinas que
dirigen la activacién e inhibicion de genes implicados en la diferenciacién neuronal y glial™>'"*".
Estableciéndose de manera gradual subtipos celulares delimitados por funciones diferentes, de acuerdo a
su localizacién, conectividad, morfologia o la expresion de marcadores moleculares vy
neurotransmisores'*'” (Figura 2). Las células de tipo A son neuroblastos provenientes de células de tipo C,
representan la poblacién celular mas abundante de la ZSV'®". Son identificados con la expresion del
marcador especifico BIII-Tubulina (Tujl), una proteina involucrada en procesos de diferenciacion,

asociada a los microtibulos de neuronas inmaduras'®".

Pagina 2|68



Las células de tipo B son considerados como precursores neuronales primarios, identificados por una

proliferacion activa y por exhibir propiedades morfoldgicas y neuroquimicas similares a los astrocitos, por

lo que en base a su funcién se especifican en dos arquetipos, en células B1 o B2'°. Las células B1 son CTN

de tipo astrocitico que también pueden derivar de la glia radial, se particularizan por ser mitéticamente
. . . ., , , - 16 . . .,

activas e intervenir en la regulacion endogena de la neurogénesis ™. Su identificaciéon es confirma con la

expresion de diversos marcadores como la proteina GFAP localizada en filamentos intermedios, la cual

conforma una red que proporciona soporte y fuerza a las células'.

Las células tipo C se generan a partir de la division asimétrica de las células tipo B, dan origen a células
tipo A. Se ha observado que el factor de transcripcion Olig2 expresado en las células tipo C dirige la
diferenciacion celular hacia el linaje oligodendroglial'. Finalmente, las células de tipo E son provenientes
de la glia radial, modulan la direccién del flujo del liquido cefalorraquideo (LCR) y liberan factores como
nogina que regula la neurogénesis inhibiendo la sefializacion de la proteina morfogénica 6sea-4 (BMP-4,

por sus siglas en inglés)'>".

Célula tipo B2 )
* GFAP
% * Glutamina sintetasa

| Célula tipo B

* S1008
= %
, ® Auto-renovacién . OLIG1
( Oligodendrocito ) « OLIG 2
Auto-renovacién . OLIG 3

Om ( Cétula tipo C) % MBP

S ( Ependimocito )
( Célula Troncal | uuuuuuuuuuuuuuuub Célula tipo E )
. Vimentina % * Vimentina
« CD133

. SOX 2 .
e Nestina

« PAX6

(Célula tipo A % % 34 5 o

W NeuN
- %}g MAP 2
' . Tuj1
+  Doblecartina (DCX)

Figura 2. Neurogénesis y gliogénesis adulta de Ia ZSV. Las células troncales neurales (CTN) tienen potencial de auto-

renovacion, se clasifican en cuatro tipos celulares dependiendo de su morfologia y marcadores moleculares expresados.
Modificado de Capilla-Gonzalez ez al, 2012. Ia figura se realizé utilizando el sitio Servier Medical Art. Disponible en:
http://smart.servier.com (Consultada: 15 de noviembre del 2017).
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Células nerviosas

Las células nerviosas son las unidades funcionales del sistema nervioso (Figura 3), especializadas en la
recepcion de estimulos y la conduccién de impulsos nerviosos'?. Estas células se componen pot: un cuerpo
celular o soma que realiza la sintesis de proteinas, por prolongaciones ramificadas encargadas de recibir
estimulos nerviosos, conocidas como dendritas y un axé6n especializado en conducir el impulso nervioso
desde el cuerpo celular'”. Las neuronas de acuerdo a sus funciones se pueden dividir en tres tipos:

sensoriales, motoras e interneuronas'”.

* Cuerpo celular
. *  Centro metabolico de la neurona

=
AxO6n
< * Conduce los impulsos desde el cuerpo celular

y L /

\\. <

* Reciben informacion y la llevan al cuerpo celular

Figura 3. Anatomia de las células neuronales. La figura se realizé utilizando el sitio Servier Medical Art. Disponible en:
http://smart.servier.com (Consultada: 15 de noviembre del 2017).

Células gliales

Las células gliales participan en el establecimiento de los contactos sinapticos necesarios para modular la

20,21

propagacion eléctrica entre las células neuronales™. Estas células mantienen su capacidad replicativa,

2021 1 as células

permitiendo realizar funciones de soporte neuronal y la formacién de mielina en los axones
gliales que conforman el tejido de sostén del SNC son clasificados en: astrocitos, oligodendrocitos,

ependimocitos y células microgliales (Figura 4)*.

El tipo de glia mas abundante que compone el SNC son los astrocitos, los cuales dirigen funciones
importantes, logrando adaptarse a regiones especificas del cerebro. Estas células participan en el
mantenimiento del entorno quimico de la sefializacién neuronal, captan la glucosa de la sangre y la
convierten en acido lactico que transportan a las neuronas conectadas en torno a los capilares sanguineos

del encéfalo, contribuyendo a crear la barrera hematoencefalica®**>.
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Los astrocitos de acuerdo a su localizacion se clasifican en dos grupos: a) astrocitos protoplasmicos,
localizados en la materia gris del cerebro y que presentan una asociaciéon con los cuerpos neuronales, asi
como en el proceso de sinapsis; b) astrocitos fibrosos, presentes en la materia blanca, asociados con los

axones neuronaleszo.

Los oligodendrocitos forman una envoltura compuesta de lipidos, llamada mielina, la cual esta involucrada
en la transmision eléctrica de algunos axones™*. Los ependimocitos intervienen en el revestimiento de los
ventriculos del encéfalo y del conducto ependimario de la médula espinal contribuyendo a la circulacion
del liquido cefaloraquideo y la eliminacién de los desechos neuronales”. Finalmente, las células
microgliales son células fagociticas derivadas del mesodermo que participan en la eliminacién de los restos

celulares de superficies lesionadas®.

| NEURONA
O
SIS ASTROCITO

2{%‘% MICROGLIA
Q EPENDIMOCITO

OLIGODENDROCITO
VASO

s \NGUINEO

Figura 4. Interacciones Glia-neurona. 1.a imagen muestra la integracion funcional de células gliales con neuronas y los vasos
sanguineos circundantes. Los astrocitos recubren los vasos sanguineos del sistema nervioso para facilitar y controlar la nutricién

de las neuronas. Los oligodendrocitos recubren a las neuronas con mielina alrededor de los axones para acelerar la transmision
neuronal. Los ependimocitos contribuyen a la circulacion del liquido cefaloraquideo. La microglia son células fagociticas que
eliminan restos celulares, manteniendo el cerebro bajo vigilancia por dafio o infeccion. La figura se realizé utilizando el sitio
Servier Medical Art. Disponible en: http://smart.servier.com (Consultada: 15 de noviembre del 2017).
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Capitulo 2

CANCER

En tejidos sanos, las células se encuentran en un estado de homeostasis que permite el mantenimiento de su
estructura, tamafio y grado de diferenciacion™?. A partir de alteraciones en mecanismos bioquimicos,
morfologicos e inmunoldgicos se desencadena un crecimiento descoordinado de células, formando una masa

de tejido anormal denominada neoplasia®™>**"**,

Aspectos generales

@
El cancer es un conjunto de enfermedades de origen multifactorial causadas por la acumulacién de
mutaciones que desencadena la proliferacién descontrolada de las células®**. Bajo el concepto de cancer
se incluyen lesiones desatrolladas en distintos tejidos del organismo™. Las neoplasias dependiendo del tejido
del que proceden, pueden clasificarse en: carcinomas, cuando el origen de las células cancerigenas
corresponde a tejidos  epiteliales; sarcomas, formados a partir de la transformacion maligna del tejido
conectivo; linfomas, originados del tejido linfatico y leucemias, procedentes de la alteracion de precursores

hematopoyéticos™.

La malignidad de un tumor se define con base en el tipo de tejido afectado, su tasa proliferativa, grado de
diferenciacion, y organizacion celular®. Los tumores presentan diferentes subpoblaciones de células con
distintos niveles de diferenciacion, algunas de ellas presentan un menor grado, lo que favorece su
proliferacién y crecimiento celular, ademas incrementa su capacidad de invasion través del sistema linfatico
o circulatorio hacfa 6rganos y tejidos distantes™”. Un grado de diferenciacion bajo, es indicativo de que las
células tumorales todavia presentan caracteristicas similares a las células de las que derivan, sin embargo, no

existe una especializaciéon o funcion celular, lo cual es una caracteristica de una célula diferenciada normal™”.
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* Alteracion de proteinas estimuladoras de la proliferacion

Entre los factores etiologicos involucrados se encuentran: los factores de tipo endégeno que presentan
alteraciones genéticas provocadas por oncogenes dominantes, entre ellos la familia de genes Ras (H-ras, K-
ras, N-ras), genes supresores de tumor que participan en la regulaciéon del ciclo celular, como: TP53 (Tumor
Protein p53, por sus siglas en inglés) y RB (Retinoblastoma); y los factores exégenos como: el consumo de
tabaco y/o alcohol, exposicion a radiacion y a determinadas sustancias (asbesto, arsénico, niquel, etc.) y

determinados virus®132%,

Aspectos moleculares

Hanahan & Weinberg en el 2000 (Figura 5), describieron que la complejidad y heterogeneidad de las células
neoplésicas esta regulada por caractetisticas distintivas a nivel celular y molecular™. Existe inestabilidad
genética y mutaciones generadas, por diversos oncogenes y por la pérdida de la funciéon de los genes
supresores de tumor, asf como alteraciones en los mecanismos que conllevan a la muerte celular a través de

la expresion e inhibicién de genes pro-apoptéticos y anti-apoptoticos de la familia de Bcl-2%%,

@ciencia en senales de cre@

Sobreexpresion de proteinas receptoras de factores de

(: Resistencia a la muerte celular )

* Entrecruzamiento cromosomal
* Aumento de los niveles de expresion de la telomerasa

crecimiento
PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas)
TGFa (Factor de crecimiento transformante)

Estimulacion autocrina

celular @cial replicativo ilimitado |
" Evasién de mecanismos supresores | * Inhibicién de la apoptosis
de proliferacion y © Mutaciones en genes
obo : P53
* Mutaciones 100D [os]o]e]e]4 ) Mdm?2
Secuencia que codifica para las isoformas del receptor TGFf QUODQUDQDQQ © Aumento de células necréticas.

Secuencia que codifica para la pRb * Mutaciones en la ruta antiapoptética PI3K/Akt

Induccién de angiogénesi 3’

Sintesis y liberacion de factores proangiogénicos que
desbalancean la proporcion extracelular

Sobreexpresion de la proteina Akt

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

* Aumento en la tasa de diseminacion de las células modificadas

Figura 5. Caracteristicas planteadas por Hanahan & Weinberg. Estas caractetisticas consideran el funcionamiento de grupos
de proteinas permitiendo que las células mutadas adquieran funciones, tales como: 1. Autosuficiencia en sefiales de crecimiento; 2.
Potencial replicativo ilimitado; 3. Resistencia a la muerte celular; 4. Induccién de angiogénesis; 5. Potencial invasivo y metastasico;
6. Evasioén de mecanismos supresores de proliferacién. La figura se realizé utilizando el sitio Servier Medical Art. Disponible en:
http://smart.servier.com (Consultada: 15 noviembre del 2017).
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Estos autores en 2011 (Figura 6) describen nuevas caracterfsticas involucradas con interacciones del
microambiente tisular”. Afirman que a través de procesos continuos se generan cambios bioquimicos,

genémicos, fisiologicos e inmunoldgicos que alteran mecanismos celulares necesarios para el control de

25,26

procesos de proliferacioén y diferenciacion celular

@ramacidn del metabolismo ene@

*  Efecto Warburg

Metabolismo Anaerdbico

anﬂamacién promotora @

* Liberacién de especies reactivas de oxigeno
Aceleracion hacia estados de mayor malignidad

[ e o i“‘
| Evasion inmunoldgica |

* Deficiencias en el desarrollo o la funcién de:
Linfocitos T citotoxicos CD8 +
Linfocitos T auxiliares CD4 +
Células asesinas naturales (NK)

@ﬂidad y mutacion ger@

* Inestabilidad genémica
Daflo en los sistemas de conservacion del genoma

* Inestabilidad cariotipica
Amplificacion y delecion de segmentos cromosomicos

Figura 6. Caracteristicas planteadas por Hanahan & Weinberg en 2011. Estas caracteristicas consideran el funcionamiento
de grupos de proteinas permitiendo células mutadas adquieran funciones, tales como: 1. Reprogramacién del metabolismo
energético; 2. Evasién inmunoldgica; 3. Inestabilidad y mutacion genémica; 4. Inflamacién promotora de tumor. La figura se realizé
utilizando el sitio Servier Medical Art. Disponible en: http://smart.servier.com (Consultada: 15 noviembre del 2017).
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Capitulo 3

GLIOMAS

Los gliomas forman un grupo heterogéneo de tumores primarios del SNC, constituidos a partir de
alteraciones a nivel celular y molecular que ocasionan un desequilibrio en la proliferacion de células gliales

involucradas en el soporte, nutricién y mantenimiento extracelular de las células neuronales'® >,

Epidemiologia

En el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia en el afio 2000 se reportd que los tumores primarios
del SNC constitufan alrededor del 9% de todas las neoplasias en la edad adulta, siendo el 28% gliomas™. En
el afo 2016, se realizé un estudio sobre la frecuencia de tumores del SNC, en la poblacién mexicana dentro
del periodo de 1965 a 2014, este reporte mostré que los tumores neuroepiteliales representaban el 33%
(Figura 7), siendo las neoplasias de origen glial miés reincidentes™. De este grupo inciden los astrocitomas

(66.7%) y los oligoastrocitomas (9.5%0)™.

Neuroepitelial
= Meninges
= Pituitaria
m Nervios craneales y espinales
® Linfomas
Metastasico
Region de sellar
m Células germinales

u Otros

Figura 7. Frecuencia (%) de tumores del SNC reportados en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
(1965-2014). Modificado de Aguirre- Cruz e al., 2016.
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Presentacion clinica y diagnoéstico

La sintomatologfa de los pacientes con neoplasias del SNC varfa de acuerdo al tamafio, localizacion y el grado
de invasion hacfa el tejido cerebral adyacente”. Los sintomas mas frecuentes son: dolor de cabeza,
convulsiones, paresias o parestesias en diferentes zonas del cuerpo, también estos pacientes presentan
alteraciones en funciones cognitivas y sensoriales”. I.a sospecha diagnéstica de un tumor cerebral se logra
inicialmente con una adecuada exploracion fisica y neuroldgica del paciente, ademas se completa con
imagenologfa radioldgicas que permiten reconocer las caracteristicas de la neoplasia®™***' No obstante, el
diagnoéstico definitivo se obtiene por determinaciones histopatologicas que consideran criterios morfologicos

de estos tumores™.

Abordaje D de€ 10S ghQ ]
Cirugia
Astrocitomas Pilocitico |Radioterapia (50.4-60 Gy) 10 afios
. Quimioterapia
Exploracion
fisica y Cirugia
neuroldgica Astrocitoma difuso Radioterapia (54-60 Gy) 5-7 afios
Diacnostico d Quimioterapia
D 010Z
Cirugia
et ki) B (08 Radioterapia (54-60 Gy) 20-24 meses
Imagenologia Quimioterapia
(Resonancia Cirugia
Magnética) oblastoma Radioterapia (54-60 Gy)
Quimioterapia
Diagnéstico Clasificacion Tratamiento Pronéstico

Cuadro 2. Abordaje clinico de los gliomas. Tomado y modificado de Weller ¢z 4/, 2014.

Clasificacion .

Los gliomas son definidos a partir del tipo de célula que asemejan y grado de malignidad. De acuerdo al linaje
glial, son diferenciados en astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas y oligoastrocitomas'®*. Ta

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha considerado criterios histologicos para establecer cuatro grados

d32,42

de malignidad™***(Cuadro 2). Los gliomas de grado I y II son mas frecuentes en infantes e individuos jovenes,

16,

se consideran de mejor pronéstico debido a su bajo potencial proliferativo'®. Los gliomas grado 111 y IV
inciden en la edad adulta, se caracterizan por atipia nuclear, alta actividad mitética y pleomorfismo nuclear y

celular'®®,
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El grado IV, ademas se caracteriza por presentar trombosis vascular, necrosis e infiltraciéon generalizada

hacfa el tejido sano, este se clasifica como, el tumor primario de SNC de mayor grado de malignidad '**.

Grado de 5
Caracteristicas
Malignidad
I Bajo potencial proliferativo y lesiones localizadas.

Baja actividad mitotica, atipia nuclear y lesiones

o infiltrantes.

IT1 Elevada actividad mitética, atipia nuclear, anaplasia.
Elevada actividad mitdtica, atipia nuclear,

- proliferacién endotelial y/o nectosis.

Cuadro 3. Grados Histologicos establecidos por Ia OMS (2017). Modificado de Louis e/ 4/,2016

Tumores astrocitarios

Estas neoplasias astrociticas son clasificados de acuerdo al grado de malignidad en cuatro subtipos®
(Figura 8). En infantes y adolescentes se presenta con mayor incidencia los grados inferiores, mientras que

en adultos mayores el GBM es el tumor més frecuente®.

Astrocitomas Pilocitico (AP) (Grado I): -

Este tipo de tumor se caracteriza por su bajo potencial proliferativo y lesiones localizadas, recurre en la

infancia®***

Astrocitoma difuso (AD) (Grado II):

Esta neoplasia representa entre el 10-15% de los astrocitomas e incide en jévenes y adultos de edad media,
con una supervivencia de 10 afos. Se define por una lesion diferenciada y difusamente infiltrante, nicleos

ovales, escasa atipia y mitosis ausentes®.

Astrocitoma anaplasico (AA) (Grado III):

Son tumores astrocitarios que inciden en la edad adulta, con una supervivencia entre 20-24 meses. Este tipo
de neoplasia tiene predisposicion a progresar a un astrocitoma grado IV en un intervalo de dos afios. Se
especifican por ser infiltrantes con mayor potencial proliferativo, presentan mayor densidad celular, atipia

nuclear y actividad mitética®.
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Glioblastoma (GBM) (Grado IV):

Representa el tumor primario mas frecuente del SNC, se define por ser altamente agresivo, incide en la

edad adulta entre 45-75 afios con una prevalencia superior en varones que en mujeres y con una supervivencia

45,46,47

media entre 12-15 meses . En cuanto a sus criterios histologicos se caracteriza por una gran

heterogeneidad celular, angiogénesis y regiones necroticas. Su origen puede ser de novo (primario) recurrente

43,48

en pacientes de edad adulta o ser secundario al progresar de una neoplasia de grado menor

Figura 8. Histologia realizada con la tincion hematoxilina-eosina (HE). Las imagenes muestran los cuatro grados de
malignidad de los astrocitomas. En A se visualiza un astrocitoma pilocitico que se caracteriza por la formacion de fibras de
rosenthal (flecha) formadas por un contorno irregular en forma de espiral. En B se puede apreciar un astrocitoma difuso
delimitados por escasa atipia nuclear. La imagen C muestra un astrocitoma anaplasico, histologicamente se caracteriza por atipia
nuclear, aumento de la celularidad y alta actividad proliferativa. La figura D representa un glioblastoma donde se observa la
presencia de angiogénesis, atipia nuclear, alta actividad mitética, asi como una region necrética (flecha). Imagenes tomadas de
Dimitri A. (2011). Neuropathology: An  illustraded interactive course for medical students and residents. Disponible en:
http://neuropathology-web.org. (Consultada: 15 de noviembre del 2017).
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Entre los tratamientos convencionales para el GBM se incluye la radioterapia, cirugia y quimioterapia, sin

9 . . L, .
1099 Ta ineficacia terapéutica

embargo, no se observa un incremento en la sobrevida de estos pacientes
actual ha sido atribuida a diversos factores, entre ellos, a la capacidad de proliferaciéon y potencial de
infiltracion al parénquima cerebral de células troncales carcinogénicas (CTC), asi como la heterogeneidad

Q
celular!64%5051

Células troncales carcinogénicas en GBM

Acerca del origen y diferenciacion de las CTC se han postulado tres hipotesis™. La primera teotfa establece
que el origen de las CTC surgen a partir de las CTN que sobreviven a un periodo prolongado de tiempo,
acumulando mutaciones oncogénicas, esta hipotesis ha sido corroborada mediante el analisis de expresiones
de marcadores de proteinas especificas de células troncales, tal como nestina, una proteina de filamento
intermedio presente en células troncales del SNC involucradas en la organogénesis de mamiferos, asi como
en la organizacion del citoesqueleto, procesos de sefializacion y metabolismo celular’**. Otro marcador
especifico para la identificacion de esta poblacion celular es la glicoproteina transmembranal CD133
(Prominina-1)'®. Esta glicoproteina modula la interaccién entre la célula y el microambiente de células
troncales de varios tejidos, incluyendo las CTN'**. Diversos trabajos han descrito que las CTC expresan

este marcador'®*.

El segundo postulado describe que el origen de las CTC se produce con la transformacion y des-
diferenciacion de células maduras como consecuencia de mutaciones™. Lo antetior genera un incremento
en la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGT, por sus siglas en inglés), de esta manera,

1. Estas células son resistentes a la radiacion debido a la activacion del

se optimiza la angiogénesis tumora
punto de control G2/M en el ciclo celular como respuesta al dafio en el ADN, esto mejora su capacidad de
reparacion™. Por udltimo, se considera que las CTC se originan como resultado de un almacenamiento
descontrolado de células troncales embrionarias durante la ontogénesis; existe una correlacion entre el nicho
vascular de la ZSV del cerebro adulto, lo que produce un abasto continuo de nuevas células neuronales y

gliales, con el establecimiento de gliomas de alto grado en esta regiéon'®>.
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Capitulo 4

MODELOS EXPERIMENTALES

El estudio del comportamiento biolégico de tumores cerebrales, asi como el desarrollo de diversas estrategias
terapéuticas, se apoya a través del uso de modelos experimentales®’. Durante las tltimas décadas, se estableci6
que las neoplasias formadas a través de estos modelos, permite asemejar a los tumores presentados en
humanos, lo que ha generado conocimientos sobre procesos de oncogénesis, lo cual contribuye a disefiar

nuevos enfoques terapéuticos contra estas neoplasias”.

Nitrosoureas

En 1956 se reportaron los primeros modelos de tumores cerebrales inducidos con agentes carcinogénicos.
Los compuestos nitrogenados de la urea son utilizados por su alto potencial carcinogénico y accion neuro-
oncogénica que favorece el desarrollo de estas neoplasias’. Los compuestos mas utilizados son la N-metil-
nitrosourea (MNU) y ENU, su alcance carcinogénico se ve relacionado con la via de administracion, dosis,

edad y especie de los animales™.

Los reportes iniciales con MNU mostraron un alto indice de desarrollo de tumores del SNC después de una
administracion sistémica en ratas. Sin embargo, se mostré que el efecto neuro-oncogénico en ratas adultas
se veia afectado de acuerdo a la via de administracién provocando la aparicién de tumores locales en la zona
de aplicacion. De igual forma se observd que una unica dosis entre 70-100 mg/kg inducian la formacion de

tumores malignos en otros 6rganos y tejidos”.

Por otra patte, se ha reportado que la administracion intravenosa de una tnica dosis de 50 mg/kg de ENU
a ratas Wistar en el dfa 18 de gestacion, induce la formacion de neoplasias en el SNC del 80% de la progenie

en la edad adulta®™”. 1a actividad mutagénica del compuesto vatia de acuerdo a la etapa de desarrollo que se

encuentra el animal al momento de la administracion®,

La exposicion de ENU a ratas entre los dias 9-15 de gestacién ejerce un efecto teratdogeno en los

62,6

embriones®>”. La administracién de ENU durante esta etapa de embriogénesis induce mutaciones en el

ADN, ocasionando apoptosis y arresto del ciclo celular de células neuroepiteliales, lo que incrementa la

susceptibilidad a la formacién de anomalias en la crias®®.
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Mientras que en etapas tardias de embriogénesis se potencia su efecto cancerigeno*%. Se ha sugerido que
el desarrollo de neoplasias del SNC esta relacionado con la alquilacién de bases del ADN, ocasionando
mutaciones puntuales en las fases de replicacion, que conllevan la sobreexpresion de oncogenes, asi como

una desregulacion en vias de sefalizaciéon que inducen apoptosis y cambios en la dinamica del ciclo celular

de las CTN localizadas en la ZSV 26456,

Las primeras manifestaciones clinicas asociados a la presencia de tumores del SNC, ocurren en la edad adulta
de los animales (seis meses de edad), la sintomatologia presentada en los animales son: lateralizacion de la

cabeza, ataxia, disnea, pérdida de peso, descuido de la apatiencia, aletargamiento™**.

Linaje celular

Durante el desarrollo de los estudios z vitro, el uso de cultivos primarios de células inmortalizadas; ha sido
de gran utilidad para estudiar neoplasias del SNC”". En 1973 Bendan y colaboradores aislaron la linea celular
C6 a partir de un tumor glial de rata Wistar, obtenido mediante la administracion de MNU”". El origen glial
de las células C6, ha sido confirmada por la produccién de altos niveles de la proteina S-100, un fenotipo
molecular involucrado en el desarrollo y fisiologfa del cerebro de los vertebrados, localizado en numerosos
tumores cerebrales, tanto de humanos como en otros animales®™*. Se ha descrito una mayor proporcién de
CTC en la linea C6 en comparacién con otras lineas celulares de gliomas, como: CNS1, RT-2, BT4C, F98,
RG2, T9".
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ANTECEDENTES

Para inducir diferenciacién de células neoplésicas se han propuesto diversas estrategias™’". Una de ellas es
el uso de factores transcripcionales, los cuales pueden ser liberados mediante vectores lentivirales,
permitiendo la reprogramacion de células somaticas humanas adultas hacia células madre pluripotentes
inducidas (iPSCs) para la generacion de células neurales, asi como conversion directa en células neurales™ ",

Por otra parte, se ha descrito la reprogramacién quimicamente inducida de células somaticas hacia células

madre pluripotentes y células neurales’.

Los compuestos utilizados en el presente estudio: ATRA, DMSO, teofilinay VPA, presentan propiedades

inductoras de diferenciacion™™>7*7,

Estos compuestos son relativamente inocuos, econdémicos y
farmacoldgicamente probados en otros padecimientos. El laboratorio de Neuroinmunologia del Instituto
Nacional de Neurologfa y Neurocirugia ha desatrollado varios trabajos con ATRA”. En un estudio se
determiné que el ATRA promueve la expresion enddgena del factor de crecimiento neural (NGF, por sus
siglas en inglés) en plasma y nervio periférico, asi como en la expresion del receptor B del acido retinoico
(RAR-B)”. Se demostraron sus propiedades para promover la regeneracién neural y prevenir el desarrollo de
neuropatfa diabética inducida por solventes y por quimioterapia en un modelo animal, asf como clinicamente
en pacientes con cincer de pulmén’”™. Recientemente se reporté que el retinol tiene efecto terapéutico
similar al ATRA, el cual revierte las alteraciones sensoriales asociadas a la neuropatia diabética, asi como el

incremento de los niveles de NGF y RAR-8, los resultados obtenidos sugieren su potencial uso terapéutico

en pacientes con neuropatia diabética”.

Acido valproico

El VPA es un firmaco utilizado para el tratamiento de epilepsia™®. Interviene en la inhibicién de la
desacetilasa de histonas (DACH) y quinasas celulares que afectan la transcripcion de genes que participan en
la hiperacetilacién de histonas y la hipometilacion del ADN™**2, En los dltimos afios se ha reportado que
el VPA mejora la neuroproteccion e induce diferenciacion neuronal de CTN, a través de la activacion del
factor transcripcional neurogénico (NeuroD)**™. Basindose en estos mecanismos, actualmente varios
estudios evaldan el potencial terapéutico del VPA en el tratamiento contra los gliomas™*"*. Este firmaco ha
sido descrito como modulador de factores de transcripcion implicados en la diferenciacién de células de

glioma, ademas de prevenir la angiogénesis en tejidos adyacentes a la zona tumoral "%,
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Un estudio realizado por Bacon y colaboradores en el 2002 determiné que la concentracion 2 mM de VPA
incrementa la expresion de la ciclina D3 durante la fase G1 del ciclo celular y decrece la expresion del antigeno
nuclear de células en proliferacion (PCNA) de la linea celular de glioma de rata C6, lo que sugiere que el
arresto del ciclo celular inducida por VPA puede estar mediada por la activacion precoz de la ciclina D3 en
la fase G1™. El trabajo de Helen y su equipo en el 2003 afirma que el VPA a una concentraciéon de 2 mM
modula la inhibicién de la adenosina monofosfato ciclico (AMPc) provocando una regulacion negativa del

crecimiento y proliferacion celular en la linea celular de glioma de rata C6 *.

En 2008 un estudio realizado por Benitez y colaboradores reportd que la concentracion de 1mM de VPA
disminuye la proliferacion celular en la linea celular de glioma de rata C6 a tiempos de 24, 48 y 72 horas
después del tratamiento, asi como cambios morfologicos en las células empleando concentraciones
crecientes (1, 2, 3, 5y 10 mM) de VPA. Estos cambios son relacionados con la disminucién del crecimiento,
la migracién y muerte celular, asi como la expresion de GFAP, e incremento de la expresion de Tuj-1, y
como resultado el VPA induce diferenciacién de las células C6 hacia un fenotipo de tipo neuronal®'. Morita
y colaboradores en 2009 reportaron que los farmacos que inhiben la DACH como lo son la Tricostatina A
(TSA), el butirato sédico (NaB) y el VPA inducen la estimulaciéon de serotonina, asi como la expresion del
gen GFAP en células de glioma C6 de rata. Se determiné que el VPA a una dosis de 2 mM durante 24 horas,

estimula la serotonina a través de la expresion del gen del factor neurotréfico (BDNF) promoviendo la

diferenciacion de las células gliales a través de la produccion de neuroesteroides 50t- reducidos®’.

Riva y su grupo de trabajo en los afios 2014 y 2016 evaluaron 7 vitro el efecto del VPA de forma individual
y en combinacion con Paclitaxel (PTX) y Temozolamida (TMZ) a tiempos cortos (24, 48 y 72 horas) y largos
(14 y 30 dias) en CTC obtenidas a partir de muestras de tumores de pacientes, ellos determinaron que existe
un comportamiento heterogéneo en el GBM, posterior a la evaluacion de los perfiles de metilaciéon de ADN,

asi como la expresion de proteinas presentes en las CTC y los marcadores de linaje neural y astrocitico™".

Dimetil sulfoxido

90

El DMSO es una molécula anfipatica con un dominio altamente polar y dos grupos metilo apolares™. Este

compuesto es empleado como vehiculo terapéutico, debido a que promueve el transporte en membranas””.

Este firmaco es un antagonista de la agregacion plaquetaria, analgésico, anti-inflamatorio y bacteriostatico’”,
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El DMSO ha sido reportado como modulador epigenético al inducir cambios en el estado de metilacion del
ADN’"?, Ademis, este compuesto orquesta procesos de crecimiento y diferenciacién hepatica, mediante la
disminucion de genes pluripotentes en células troncales embrionarias humanas hacia un linaje endordérmico
mediado por Activina A”. Fiore & Degrassi en 1999 reportaron que el DMSO al 1.5% durante 96 horas
induce arresto del ciclo celular en la fase G1 de células de ovario de hamster chino (COHC), el incremento
de cadherinas, asi como una inhibicién de la muerte celular por apoptosis, estos resultados muestran que los
genes p27 y Bel-2 estan implicados en la reanudacion del control del crecimiento que acompana a la adhesion

celular en células™.

Oh y su equipo en 2005 evaluaron diferenciacion en la linea celular de neuroblastoma N1E-115 usando
DMSO como agente inductor, mediante analisis proteémico identificaron diversas proteinas de sefializacion
que sélo estan expresadas en las células diferenciadas, tales como factores de crecimiento, proteinas de union
a calcio, fosfatasas, cinasas, proteinas asociadas a Ras y de unién a GTP”. Cipriano y colaboradores en 2016
evaluaron el efecto de diversos modificadores epigenéticos, entre ellos el DMSO, sobre células troncales
mesenquimales derivadas de tejido de cordén para inducir diferenciacion hacia células hepaticas, observando

que la adicion de estos agentes mejora la diferenciacién y maduracién hacia este tipo celular™.

Retinoides

La vitamina A y retinoides son compuestos liposolubles asociados al suero y a proteinas de union celular,
ellos orquestan funciones biolégicas de proliferacion, reproduccion, desarrollo embrionario, diferenciacion
de tejidos epiteliales y en la respuesta inmunitaria®”"”®, La vitamina A (Figura 9) proviene de fuentes dietéticas
y es almacenada como ésteres de retinilo en el higado, se transporta como proteina de union al retinol del
higado a los tejidos diana, donde se convierte en retinaldehido (retinal) y posteriormente en 4acido
retinoico™.El 4cido retinoico (RA) es un metabolito activo del retinol, sintetizado a partir de la oxidacién
reversible del retinol a retinal”. E1 RA esta relacionado con la transcripcion de factores nucleares especificos
por medio de los receptores del acido retinoico (RAR) y receptores de retinoides (RXR)”.El ATRA es una

isoforma natural del retinol que regula procesos de crecimiento y diferenciacién celular”™! """,

Diversos estudios, han evaluado el potencial de modulacién de diferenciacion de los retinoides en varias

lineas celulares de glioma'"*'"

. Das y su equipo en 2008 evalu6 la concentracion de 1 uM de ATRA solo y
en combinaciéon con taxol (TXL) en las lineas celulares de glioblastoma humano T98G y US7TMG.
Observaron que el tratamiento con ATRA y TXL induce la diferenciacién astrocitica a los 7 dias, la

sobreexpresion de la proteina GFAP e inhibicion de la telomerasa'™.
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Figura 9. Ruta de sefializacion del retinol. (A) Los retinoides provienen de una dieta con alto contenido de $-caroteno y ésteres
de retinil (ER) que, a través de procesos citosélicos, son absorbidos por las células de la mucosa intestinal, donde se transforman
por accién de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) en retinal que posteriormente se reduce en retinol. En el interior de las
células intestinales, el retinol forma nuevamente ER. Los ER son empaquetados dentro de quilomicrones y secretados en el sistema
linfatico, donde son transportados hasta el higado donde son almacenados. (B) La hidr6lisis de los ER produce el retinol que se
unira a las proteinas de unién de retinol (RBP). (C) Los RPB, una vez liberadas a la sangre, se combinaran con transtirretina (T'TR)
formando un complejo ternario encargado de transportar el retinol hasta los tejidos. El retinol entra en tejidos libres de RBP y en
el interior de las células se une a las protefnas celulares de union al retinol (CRBP) y se convierten en retinal. (D) Finalmente, en
acido retinoico (AR). El AR se transfiete al nicleo donde se une a los dimetos del receptor RA (RAR / RXR) y actiia en secuencias
cortas de ADN. La figura se realizo utilizando el sitio Servier Medical Art. Disponible en: http://smart.servier.com (Consultada:
15 de noviembre del 2017).

En el 2010 Karsy y su grupo de trabajo demostraron que la concentracion de 10 uM de ATRA modula
mecanismos de diferenciacion hacia linaje glial y neuronal de CTC, asi como la disminucién de proliferacion
de esta poblaciéon celular. No obstante, en concentraciones de 40 uM induce muerte celular por apoptosis.
Ellos mostraron que las alteraciones en ERK-1/2 inducidas por ATRA estin asociadas con la regulacion de

la diferenciacion, proliferacion y apoptosis'”.
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En el afio 2011 Ying y colaboradores evaluaron el efecto de la inhibicién de la via de Notch mediante el
tratamiento con ATRA en células CTC. Observaron que el ATRA induce la expresion de marcadores
especificos de diferenciacion Tuj-1 y GFAP y reduce la expresion los marcadores CD133, Msi-1, nestina y
Sox-2'". Zhang y colaboradores en 2013 reportaron que el ATRA a una concentracién de 1 pmol/L,
disminuye la expresion de los marcadores CD133 y Nestina. Ellos afirman que a esta concentraciéon de

ATRA incrementa la expresion de GFAP vy detiene el crecimiento de esta poblacion celular'”.,

En el afio 2013 Shi y colaboradotes utilizaron cuatro concentraciones de ATRA (1, 2,4, y 8 pmol /L) sobre
CTC aisladas a partir del cultivo de la linea celular de glioma U887MG para inducir la diferenciacion de esta
poblacién. A través de la deteccion por PCR en tiempo real se comprobo que el nivel de ARNm de GFAP
era significativamente mayor que es el grupo control, y que las concentraciones de 1 y 2 u mol/L inducen
diferenciacion hacia un linaje astrocitico. Este trabajo mostro, que el ATRA ademas induce arresto del ciclo

celular en la fase GO/G1'%,

Liang y su equipo en 2015 realizaron un estudio sobre el efecto del ATRA a diversas concentraciones (0, 5,
10, 20 y 40 pmol/L) en las lineas celulares de glioma US7TMG y SHG44. Ellos reportan que el ATRA tiene
un comportamiento dosis-dependiente, esto permite la inhibicion de la migracion, invasion y proliferacion,

ademds promueve la apoptosis en células de glioma™.

Teofilina

La teofilina es un alcaloide de tipo metilxantina sintetizado de forma natural en las hojas de la planta Camellia
sinensis'”. Es considerada como un estimulante del SNC y broncodilatador, ya que interviene como
antagonista no selectivo de los receptores de la adenosina A; y Azs!'. Este compuesto ha sido reportado
como un inhibidor de las fosfodiesterasas (PDE), dirigiendo la acumulacién de AMPc!!0. Varios estudios han
evaluado el papel de las metilxantinas sobre la induccién de apoptosis y la supresion de la proliferacion celular
de células tumorales; sin embargo, existen pocos estudios sobre la diferenciacién de esta poblacion

celular! 112113,

En 1973 el equipo de Masakatsu en la universidad de Tokio reporté que la concentracion 1mM de teofilina
induce cambios morfologicos de células de glioblastoma humanas y en células de glioma maligno inducidas
por metilcolantreno en la cepa C57 de ratén, determinaron que a partir de 6 horas de tratamiento las células

formaban cuerpos celulares alargados'"".
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Dos afios después Sato y colaboradores reportaron que la misma concentracién de teofilina induce cambios
morfologicos similares a células gliales a partir del quinto dia de exposicion en la linea celular de glioma de
raton establecida por Masakatsu en 1973, observé ademas un incremento en la expresion del marcador S-
100; sin embargo, a partir del sexto dia de exposicién hay una disminucion en la viabilidad de esta poblacion

celular'?.

En 2004 Takanaga y su equipo utilizaron de forma combinada los compuestos N (6), 2'-O-dibutiril AMPc
BtAMP) (1 mM) y teofilina (0.25 mM) como moduladores de diferenciacion, que inducen la fosforilacion
retardada del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3), asi como la expresion del
marcador GFAP. Por otro lado, se observo que esta combinacion estimula la acumulacion de AMPc e induce
la produccién de interleucina 6 (IL-6), causando la activacion tardfa de STAT3, que promueve la
diferenciacion astrocitica de la linea celular de glioma de rata C6'". Moon y su equipo de trabajo en 2012
evaluaron el efecto de los inhibidores no especificos de la PDE sobre la viabilidad celular de las lineas
celulares de glioma de humano A172 y U87MG, demostraron que la isobutilmetilxantina (IBMX) y la

teofilina reducen el porcentaje de viabilidad de ambas lineas celulares''.
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JUSTIFICACION

A la fecha, la terapéutica del GBM esta enfocada en la eliminacion de las células tumorales; sin embargo, esta
estrategia ha resultado ineficaz debido a diversos factores, entre ellos la heterogeneidad celular. Dada la importancia
de buscar nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de tumores cerebrales, este trabajo contribuye en
apoyar el paradigma de transformacion de las células tumorales hacia grados menores de malignidad, utilizando la
combinacién de diversos agentes que promueven la diferenciacion celular. El uso de estos inductores de
diferenciacién podtia evitar o retardar el desarrollo de los tumores inducidos con ENU en ratas, promoviendo la

diferenciacion de las células tumorales des-diferenciadas a estadios de menor malignidad.

HIPOTESIS

Sila combinacion de los agentes propuestos (DMSO, ATRA, VPA y teofilina) estimulan la diferenciacion de células
tumorales des-diferenciadas, entonces se disminuira el grado de malignidad en un modelo 7 vitro y se evitara o

retardara el desarrollo de tumores cerebrales inducidos con ENU.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la combinacion de diversos compuestos inductores de diferenciacion en un modelo de

glioma maligno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar el efecto in vitro de los compuestos inductores de diferenciacion (DMSO, teofilina,

VPA y ATRA) en la linea celular de glioma C6.

Determinar el efecto de los agentes inductores de diferenciacién propuestos sobre la morfologia, viabilidad y ciclo

celular en la linea de glioma C6.

Analizar el efecto de los agentes inductores de diferenciacién sobre la expresion de los marcadores de diferenciacién

en la linea de glioma C6.

2.- Determinar el efecto in vivo de los agentes de diferenciacion (DMSO, teofilina, VPA y ATRA),

en el modelo de tumores cerebrales inducidos con ENU.

Inducir el modelo experimental de glioma maligno utilizando ENU en ratas Wistar.

Determinar el efecto de diversos agentes de diferenciaciéon sobre la supervivencia e incidencia de tumores de las ratas

Wistar expuestas con ENU.
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METODOLOGIA

Reactivos

Los compuestos (DMSO, teofilina, VPA y ATRA) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Para los ensayos
fueron disueltos en medio DMEM/ F-12 suplementado con 2% de B27 (Gibco), 1% de antibitico y
antimicotico (AB, Gibco). Los tratamientos se realizaron de manera individual y en combinacién. Para los

experimentos zz vitro se utilizaron las siguientes concentraciones:

1mM
1010 IU

Cuadro 4. Concentraciones para los tratamientos in vitro

Cultivo celular

Las células de glioma de rata C6 fueron obtenidas de la Coleccion Americana de Cultivos y Tejidos, Rockville,
Maryland, USA). Las células se cultivaron en condiciones estériles a 37 °C en una atmosfera humeda
controlada en 5% de CO.y 95% de O.en medio de cultivo Dulbecco Modificado (DMEM, Sigma-Aldrich,
USA), suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB, Gibco), y 1% de antibiético/antimicético (AB,
Gibco). Los cultivos se monitorearon y cuando estuvieron a 85% de confluencia, se disgregaron mediante

tratamiento con tripsina (Sigma-Aldrich)
Analisis Morfologico

Las células fueron sembradas en placas de 24 pozos en medio DMEM suplementado con 10% de SFB y 1%
de AB. Después de 24 horas fueron tratadas con los compuestos disueltos en medio DMEM/ F-12,
suplementado con 2% de B27 y 1% de AB.
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Se evaluaron distintos tiempos (24, 48 y 72 horas; 5, 10 y 15 dias). Las células tratadas a tiempos largos fueron
suplementadas cada cinco dfas con el medio de cultivo DMEM/F-12 y su cortespondiente tratamiento. La
evaluacion de los cambios en la morfologia celular se realizé6 mediante microscopia de contraste de fases, se

compard las células tratada con respecto al control. Se tomaron fotos representativas de cada tratamiento.
Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular de las células de glioma C6 se determiné mediante el ensayo colorimétrico de MTT
determinado por Mosmann **. El colorante MTT o bromuro 3 [4,5 - dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil-tetrazolio,
es reducido por la enzima oxidoreductasa NADPH (succinato deshidrogenasa), que rompe el anillo de
tetrazolio produciendo cristales de formazan *'". Estos cristales formados, son disueltos con una solucién
solubilizante (SDS al 10% en HCI 0.01M). La absorbancia se determina a 570 nm, y se correlaciona

directamente con el nimero de células vivas.

Para este ensayo se sembraron 1x10* células en placas de cultivo de 96 pozos con medio DMEM/ F-12
enriquecido con 2% de suplemento B27 y 1% de AB. Las células se expusieron a concentraciones de los
compuestos a los diferentes tiempos e incubados a 37°C. Posteriormente se afiadié 10 uL. de MTT (5
mg/mL) (Sigma) y las células se incubaron a 37°C durante 4 horas. Los cristales de tetrazolio se solubilizaron
mediante la adicién de 100 pL. de solucién solubilizante y se incubé la placa durante la noche a 37°C. La
absorbancia fue medida en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 570 nm. Se evalué el porcentaje

de células viables utilizando el programa GraphPad Prism ver. 6.

Deteccion de ciclo celular (yoduro de propidio) por citometria de flujo

La determinacion del ciclo celular se realizé por citometria de flujo, utilizando la tincién con yoduro de
propidio (PI) en un equipo FACSCalibu. Las células fueron tratadas con los compuestos a los diferentes
tiempos y para su posterior recoleccion. Se fijaron con etanol al 70% durante 2 horas a -20°C. Las células
fueron lavadas con PBS, se centrifugaron y resuspendieron en buffer de permeabilizaciéon (ZM de
Na,HPO,, 1M de Acido citrico) e incubadas durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, se centrifugaron
y suspendieron en RNAsa (Img/mL) y de IP (Img/mL), incubandolas durante 15 minutos en oscuridad.
Para la determinacion, se evaluaron 10,000 eventos. Se determiné el porcentaje de células en las fases de

ciclo celular (Sub GO; G1/G0; S; G2/M) utilizando el programa Cell QuestPro and Flow Jo ver. 7.6.1.
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Marcadores de expresion

Posterior a los tratamientos con los compuestos inductores de diferenciacion (DMSO, ATRA, VPA y
teofilina), las células fueron colectadas y resuspendidas en PBS, para determinar la expresion de
marcadores de diferenciacién especificos de linaje, asi como de células troncales mediante citometria de
flujo. Para realizar este ensayo, las células se incubaron con los anticuerpos en una diluciéon 1:100 durante
30 minutos. Se utilizaron los marcadores expresion de células troncales (Nestina-Alexa Fluor 488; Abcam),
de linaje neural (Tuj-1- Alexa Fluor 488; Abcam) y linaje astrocitico (GFAP- Alexa Fluor 488; BD
Biosciences). Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% por 30 minutos a 4°C. Para la
determinacién, se evaluaron 10,000 eventos. Se determiné el porcentaje de células que expresan los

marcadores utilizando el programa Cell QuestPro and Flow Jo ver. 7.6.1.
Andlisis estadistico

Los grupos se compararon usando analisis de varianza (ANOVA de una via) y post-hoc (Tukey); un valor
de p=0.05 fue definido como significativo. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete

estadistico GraphPad Prism version 6 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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In vivo

Animales

Para la inducciéon de tumores cerebrales con ENU, se utilizaron 10 ratas Wistar hembras de 12 semanas.
Todos los procedimientos experimentales fueron revisados y sometidos a aprobacién por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugfa (CICUAL-INNN) y acorde a lo descrito en la NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones
Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio.” Los animales se mantuvieron
en las condiciones habituales del bioterio, con una temperatura ambiente aproximada de 22°C, con ciclo

luz/oscutidad controlada, alimentacion uniforme y agua a libre demanda.
Desarrollo de los tumores cerebrales inducidos con ENU

Para la induccién de tumores cerebrales con ENU, se administr6 el compuesto ENU (50 mg/Kg de peso)
disuelto en 1 mL de PBS, via intravenosa en ratas Wistar hembras que estuvieran en el dia 18 de gestacion.
Las ratas fueron monitoreadas en su ciclo estral, para seleccionar las que se encontraban en periodo estro y
posteriormente fueron apareadas. La identificacion de las ratas gestantes se realizé mediante la deteccion del

tapon vaginal, asf como la visualizacion de espermatozoides en un frotis vaginal.

Tratamiento con los inductores de diferenciacion

La progenie fue destetada a los 21 dfas de edad, siendo separadas por género y divididas al azar en dos grupos
experimentales (100 animales): grupo control (50 animales) y grupo con tratamiento (50 animales). La
administracion se llevé a cabo a partir del dia 70 de edad, diariamente por via oral hasta que presentaron las

manifestaciones tumorales. El tratamiento se describe a continuacién.

Grupo B
G A
rupo Tratamiento

Control

— (n=50)

Mezcla de los siguientes compuestos:

GO HOEIC O DMSO (4.8 o/ Kg)
con aceite
comestible

de maiz. Acido valproico (300 mg/ Kg)

Vitamina A (6 mg/ Kg)

Teofilina (15 mg/ Kg)

Cuadro 5. Tratamiento in vivo.
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Determinacion de Ia supervivencia e incidencia de tumores

Para determinar sobrevida, se monitoreo peribdicamente la evolucion de las ratas. Se registré el dia en que
las ratas se encuentren con signos neurolégicos correspondientes al desarrollo de un tumor, entonces fueron
sacrificadas, de acuerdo a la gufa para el uso y cuidado de animales de laboratorio NOM-062-ZO0-1999.
Los signos neurologicos correspondientes al desarrollo de un tumor son: exoftalmos, lateralizacién de la
cabeza, ataxia, disnea, pérdida de peso, descuido de la apariencia, aletargamiento, apatia y paralisis de una o
ambas extremidades inferiores. Las ratas fueron perfundidas con formalina al 10% con previa anestesia con
Xilacina/Ketamina; se analizaron cerebro y médula espinal, y se analizé si se desarrollaron tumores en algiin

otro 6rgano.

Analisis estadistico

Los grupos se compararon usando un analisis de varianza (ANOVA de una via), Kaplan-Meier para
sobrevida y X”para la incidencia acumulada; un valor de p<0.05 fue definido como significativo. Los analisis
estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SPSS version 18.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago,

IL).
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RESULTADOS

MORFOLOGIA CELULAR EN LA LINEA CELULAR DE GLIOMA
DE RATA C6

El anilisis morfologico de las células de glioma C6 sometidas al tratamiento con DMSO (1%, teofilina (1
mM), VPA (1 mM), ATRA (10 uM), vitamina A (1010 IU) , la combinacién de los compuestos (DMSO,
VPA, ATRA, teofilina) y la combinacién sin teofilina (DMSO, VPA, ATRA), se realiz6 a través del
monitoreo por microscopia de campo claro a tiempos cortos (24, 48 y 72 horas) y tiempos largos (5, 10 y 15
dias). El tratamiento a tiempos cortos (Figura 10 y 11), muestra que las células de glioma C6 sometidas al
tratamiento con DMSO, ATRA y vitamina A no presentan cambios morfologicos con respecto al control;
sin embargo, el tratamiento con teofilina asi como la combinacién de todos los compuestos induce un efecto
citotoxico a partir de las 24 horas de tratamiento (Figura 10 y 11); mientras que las células tratadas con VPA
y la combinacion sin teofilina muestran cambios morfolégicos a partir de las 72 horas presentando una
morfologia alargada. El tratamiento a tiempos largos (Figura 13 y 14), muestra que las células tratadas con
DMSO no presentan cambios morfologicos con respecto al control; el tratamiento con teofilina, asi como
la combinacién de todos los compuestos sigue mostrando el efecto citotoxico observado desde las 24 horas
de tratamiento. A partir del quinto dias las células C6 expuestas con VPA muestran la formacién de neuritas,
mientras que las células tratadas con ATRA y vitamina A presentan un efecto citotdxico, a los 15 dias de
tratamiento; y la combinacién de compuestos sin teofilina presenta cambios morfolégicos hacia la formacion

de neuritas.

Pagina 29 | 68



24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

Figura 10. Morfologia celular en la linea celular de glioma de rata C6. Morfologia celular en la linea celular de glioma de rata C6. Las
células de glioma C6 fueron tratadas con DMSO (1%, teofilina (1 mM), VPA (1 mM) a tiempos cortos (24, 48 y 72 horas). Imagenes

tomadas por microscopia de campo claro con un aumento de 20X.
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24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

Figura 11. Morfologia celular en la linea celular de glioma de rata C6. Las células de glioma C6 fueron tratadas con ATRA (10 uM), Vitamina
A (1010 1U), la combinacién de los compuestos (DMSO, VPA, ATRA, Teofilina), y la combinacion sin teofilina (DMSO, VPA, ATRA), a tiempos
cortos (24, 48 y 72 horas). Imagenes tomadas por microscopia de campo claro con un aumento de 20X.
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10 DIAS 15 DIAS

Figura 12. Morfologia celular en la linea celular de glioma de rata C6. Las células de glioma C6 fueron tratadas con DMSO (1%),
teofilina (1 mM), VPA (1 mM) a tiempos largos (5, 10 y 15 dias. Imagenes tomadas por microscopia de campo claro con un aumento de 20X.
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10 DIAS 15 DIAS

Figura 13. Morfologia celular en Ia linea celular de glioma de rata C6. 1.as células de glioma C6 fueron tratadas con ATRA (10 uM),
Vitamina A (1010 IU), la combinacién de los compuestos (DMSO, VPA, ATRA, Teofilina), y la combinacién sin teofilina (DMSO, VPA,
ATRA), a tiempos largos (5, 10 y 15 dfas). Imagenes tomadas por microscopia de campo claro con un aumento de 20X.
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VIABILIDAD CELULAR EN LA LINEA CELULAR DE GLIOMA DE

RATA C6 PORMTT

Para analizar la viabilidad celular de las células de glioma C6 sometidas al tratamiento con DMSO (1%),
teofilina (1 mM), VPA (1 mM), ATRA (10 uM), vitamina A (1010 IU), la combinacion de los compuestos
(DMSO, VPA, ATRA, teofilina) y la combinacioén sin teofilina (DMSO, VPA y ATRA) a tiempos cortos

(24, 48 y 72 horas) y tiempos largos (5, 10 y 15 dias), se realizo el ensayo colorimétrico de MTT determinado

por Mosman= (Figura 14). El tratamiento a tiempos cortos con DMSO, ATRA y vitamina A no muestran

una disminucién en la viabilidad celular con respecto al control; sin embargo, el tratamiento con teofilina, asi

como la combinacién de todos los compuestos induce un efecto citotoxico a partir de las 24 horas de

tratamiento. El tratamiento a los 10 de exposicion muestra una disminucion en el porcentaje de viabilidad

celular con DMSO (61%), VPA (45%), ATRA (43%), vitamina A (36%), siendo un efecto citotoxico similar

la exposicion de las células C6 con los distintos tratamientos a los 15 dfas (Figura 14).
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Figura 14. Viabilidad celular por MTT. Efecto sobre la viabilidad celular por MTT de las células de glioma C6 sometidas al tratamiento
con DMSO, VPA, ATRA, teofilina y vitamina A, la combinacién (ATRA, DMSO, teofilina y VPA) y la combinacién sin teofilina, a tiempos
cortos y largos. Los valores representan la media aritmética = SEM para tres experimentos independientes. El andlisis estadistico fue realizado

usando un andlisis de varianza (ANOVA de una via) y post-hoc (Tukey). Control vs tratamientos (*p< 0.05 y *p< 0.01). Acido retinoico vs
tratamientos (+ p< 0.05). VPA vs tratamientos (~ p< 0.05). DMSO vs tratamientos (" p< 0.05). MST vs tratamientos (° p< 0.05).
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DETECCION DE CICLO CELULAR (YODURO DE PROPIDIO)
POR CITOMETRIA DE FLUJO

El efecto de los tratamientos con DMSO (1%, teofilina (1 mM), VPA (1 mM), ATRA (10 uM), vitamina A
(1010 1U), la combinacién de los compuestos (DMSO, VPA, ATRA y teofilina) y la combinacién sin teofilina
se evaluo sobre las fases del ciclo celular en células de glioma C6. Los resultados obtenidos con el tratamiento
con la teofilina y la combinacién de los compuestos (DMSO, VPA, ATRA vy teofilina) en la linea celular de
glioma de rata C6 muestran un incremento en la fase SubGO del ciclo celular a partir de 24 horas de
tratamiento, el incremento de esta fase es indicativa de muerte celular. Los tratamientos a tiempo largos con
VPA, ATRA, DMSO y vitamina A incrementan la fase SubGO del ciclo celular. No se mostraron cambios
significativos en las otras fases del ciclo celular entre el control y los distintos tratamientos, sugiriendo que
los compuestos evaluados no inducen arresto del ciclo del celular. El porcentaje de células en diferentes fases

del ciclo celular fueron determinadas utilizando el programa Flow Jo ver.7.6.1.
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Figura 15. Efecto de los compuestos inductores de diferenciacion sobre las fases del ciclo celular en células de glioma de rata C6.
Se realiz6 el tratamiento con los compuestos DMSO, ATRA, VPA, vitamina A, teofilina, la combinacion de los compuestos (ATRA, DMSO,
VPA, teofilina) y la combinacion sin teofilina, a tiempos cortos y tiempos largos. Las células C6 fueron colectadas, tefiidas con yoduro de
propidio (PI) y analizadas en el FACSCalibur. Los valores representan la media aritmética £ SEM para dos experimentos independientes
realizados por triplicado.
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EXPRESION DE MARCADORES DE DIFERENCIACION
ESPECIFICOS DE LINAJE

El analisis de expresion de marcadores de células troncales (nestina) y de diferenciacion especifico de linaje
neural (Tuj-1) y astrocitico (GFAP) en células de glioma de rata C6 sometidas al tratamiento con DMSO
(1%), VPA (1 mM), ATRA (10 uM), vitamina A (1010 IU) y la combinacién sin teofilina (DMSO, ATRA,
VPA), a distintos tiempos, se realiz6 por citometria de flujo. La figura 16 muestra que no existen cambios en
la expresion del marcador nestina; mientras que la expresion de Tuj-1 se incrementa solo a 10 dias en el
tratamiento con vitamina A, sin observar cambios en los demas tratamientos a los tiempos evaluados (Figura
17). Se observa que al quinto dia de tratamiento con ATRA existe un incremento en la expresion del
marcador GFAP con respecto al control, sugiriendo que la poblacion celular se diferencia hacia el linaje

astrocitico (Figura 18).

EXPRESION DEL MARCADOR DE LINA |JEE TRONCAL: NESTINA

24 Horas 48 Horas 72 Horas
[ L 5
A g 8 g5
- S P ] o 2 4
£ 3 25 i3
Z g 5 8 $ 3
8 g S g3 LR
s s =L -
g 2 2 g 2
5 e 5 e 25
£’
= o o .
B 5§ @ = 3 < & n 5 < = § § £ 2 < B
= m = < L M < " 2 = B H § =
s = & 5 2 * L T 2 T E A = g "
it B — - =
S = a g S ] é £ s 5]
s =] < E a < ] e =
g 8 = £ 8 = S © =
3 = S © S
r r r
5 Dias 10 Dias 15 Dias
v 23
2 =5 = o
El) Cat- 2 8
R - © o o -
Z ¢ = 8% s 8
S 8 3 2 §
S Es 8 25 8 &
873 %3 33 ‘
$§° $+§° 38 .
g1 g 81 £z :
3? 2% g &
o 01 . a8 £ S 0 S 5 3
= ~ A~ o B
B 8§ 8 £E 2 ¢ B S < & m 5 o £ 3 < E
@ 3 s > ; ki S (R - p= &g A g g = 8 %
s £ A g g £ g T £ A < g
g & £ £ 38 o g 5 £
6 O > S &) - 8 (&) >

Figura 16. Expresion del marcador troncal nestina. La expresion del marcador de linaje troncal nestina, con el tratamiento con los
compuestos DMSO, ATRA, VPA, vitamina A, teofilina, la combinacién de los compuestos (ATRA, DMSO, VPA, teofilina) y la combinacién
sin teofilina, se evalu6 a tiempos cortos y tiempos largos de exposicion. Los valotes representan la media aritmética = SEM para un
experimento con tres replicas independientes. El analisis estadistico fue realizado usando un analisis de varianza (ANOVA de una via) y post-
hoc (Tukey). Control SFB vs tratamientos (¥p< 0.05). Control B27 vs tratamientos (° p=< 0.05). Vitamina A vs tratamientos (+ p=< 0.05).
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EXPRESION DEL MARCADOR DE LINAJE NEURAL: TUJ-1
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Figura 17. Expresion del marcador TUJ-1. La expresion del marcador de linaje neural TU]J-1, se evalué con el tratamiento con los
compuestos DMSO, ATRA, VPA, vitamina A, teofilina, la combinacion de los compuestos (ATRA, DMSO, VPA, teofilina) y la combinacién
sin teofilina, a tiempos cortos y tiempos largos. Los valores representan la media aritmética £ SEM para un experimento con tres replicas
independientes. El analisis estadistico fue realizado usando un analisis de varianza (ANOVA de una via) y post-hoc (Tukey). Control SFB vs
tratamientos (*¥p=< 0.05). Control B27 vs tratamientos (° p< 0.05). DMSO vs tratamientos (~p= 0.05). MST vs tratamientos (yp= 0.05).
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EXPRESION DEL MARCADOR DE LINAJE ASTROCITICO: GFAP
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Figura 18. Expresion del marcador GFAP. 1a expresion del marcador de linaje astrocitico GFAP, se evalu6 en células de glioma de rata C6
expuestas a los compuestos DMSO, ATRA, VPA, vitamina A, teofilina, la combinacién de los compuestos (ATRA, DMSO, VPA, teofilina) y la
combinacién sin teofilina, a tiempos cortos y tiempos largos. Los valores representan la media aritmética £ SEM para un experimento con tres
replicas independientes. El andlisis estadistico fue realizado usando un analisis de vatianza (ANOVA de una via) y post-hoc (Tukey). Control SFB

vs tratamientos (¥p< 0.05). Control B27 vs tratamientos (°p= 0.05). ATRA vs tratamientos (O p=< 0.05). VPA vs tratamientos (® p= 0.05). DMSO
vs tratamientos (Ap< 0.05). MST vs tratamientos (Vp< 0.05).
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SUPERVIVENCIA DE RATAS WISTAR EXPUESTAS A ENU

El analisis de supervivencia se realiz6 a través de la curva acumulativa de supervivencia de Kaplan—Meier en
ratas expuestas a ENU. Se utilizaron 50 ratas por cada grupo experimental. No se observaron cambios

significativos en la sobrevida de ambos grupos (Figura 19).
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Figura 19. Andlisis de supervivencia. Curva acumulativa de supervivencia de Kaplan-Meier en ratas Wistar expuestas a
ENU. Administraciéon via oral con la combinacién de los agentes inductores de diferenciacién a partir del dia 70 hasta que
presentaron manifestaciones tumorales. Se utilizaron 50 ratas por grupo experimental.

Pagina 39 | 68



INCIDENCIA ACUMULADA DE TUMORES DE RATAS
WISTAR EXPUESTAS A ENU

Ia incidencia acumulada de tumores cerebrales fue del 41% en el grupo control con respecto al grupo
terapéutico (39%), mostrando un comportamiento similar entre ambos grupos (Figura 20-A); en cuanto a la
incidencia de tumores presentados en medula se registré un 33% en el grupo control, mientras que el grupo
terapéutico fue del 20%. Se realiz6 una prueba X, indicando una significancia (*p<0.01) entre ambos grupos

experimentales (Figura 20-B).

A .
Control Tratamiento
Cerebro- [
Médula - D
Retinoblastoma - o]
Meningioma :
Genitales - Ty
Maxilofacial - ]
Pulmon - i
Rifién - o]
Vejiga-
Intestino - i
[ [ [ [ [ [ [ [ [
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
Incidencia acumulada (%)
B D d
Tabla analizada atos .e
tendencia
p. 4
Xz, df 20,32, 9
Valor de P 0,0160*
Resumen de valor de P *
Uno o dos lados NA
¢Estadisticamente significante? (@<0.05) SI
Datos analizados
Niumero de filas 10
Numero de columnas 2

Figura 20. Incidencia acumulada (%). (A) Determinacién de la incidencia acumulada de los tumores presentados en el
grupo control y en el grupo tratado con la combinacién de los agentes inductores de diferenciacion (DMSO, VPA, vitamina
Ay teofilina).
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DISCUSION

Es de gran importancia buscar nuevas alternativas de tratamiento contra neoplasias del SNC, por lo que el
presente proyecto apoyo el paradigma de transformacion de células tumorales hacia estadios de menor
malignidad. Durante este trabajo se evalu6 la eficacia terapéutica de la combinacion de diferentes compuestos
(DMSO, VPA, ATRA vy teofilina) que poseen propiedades mediadoras de la diferenciacion celular. Los
compuestos utilizados son relativamente inocuos, econémicos, farmacolégicamente probados en otros

padecimientos, y recientemente se han descrito sus propiedades inductoras de diferenciacion.

El retinol y sus derivados han sido ampliamente utilizados como agentes quimioterapéuticos que inhiben
blancos moleculares especificos implicados en la carcinogénesis'”>'”. Su combinacién con algunos de los
inductores de diferenciacion propuestos, ha mostrado una capacidad mediadora de diferenciacion en diversas
lineas celulares de glioma, entre ellas las lineas US7MG, T98G vy células troncales carcinogénicas'™'” Los
resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la vitamina A y el acido retinoico no inducen cambios
morfologicos en su tamafio o forma con respecto al control basal a tiempos cortos de exposicion (24,48 y
72 horas) en la linea celular de glioma C6 (Figura 10). Ademas, se observé que la vitamina A y 4cido retinoico
no inducen arresto en el ciclo celular (Figura 14), tal como lo reportado por Shi ez a/., 2013, donde observaron
que la linea celular U87 de glioma tratada con ATRA a distintas concentraciones muestra que no existe
atresto en ciclo celular con respecto al control, observando una proporcion de células en la fase GO/G1 en
el rango de 81.90-87.20% comparado con la expresion (83.65%) del grupo de control. A partir del quinto
dia de tratamiento con ATRA se observa un incremento en la expresion de GFAP; mientras que el
tratamiento con la Vitamina A induce la expresion del marcador de linaje neural TUJ-1 a los 10 dias de
tratamiento, a tiempos posteriores se observa una disminucioén de la expresion de estos marcadores (Figura
16-17). No obstante, se observa un efecto citotdxico a partir del décimo dia de exposicion (Figura 13), lo
cual correlaciona con el incremento en la fase SubGO0 del ciclo celular a dichos tiempos de tratamiento con
ATRA vy vitamina A (Figura 14), este comportamiento puede ser atribuido a la activacién de mecanismos

apoptoticos, tal como lo sugieren los trabajos de Das ez a/., 2008 y Liang ez al., 2015.

El VPA es un firmaco que inhibe la desacetilasa de histonas™*.Varios estudios han evaluado el potencial
terapéutico del VPA en el tratamiento contra gliomas, a través de la modulacion de diferenciacion de células
neoplasicas™*"*.En este trabajo se observé que las células expuestas con la concentracién 1mM de VPA
inician con cambios morfologicos a partir de 72 horas de exposicion, entrando a una fase de alargamiento

diferente al control (Figura 10).
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A partir del quinto dfa de exposicion con VPA, comienza la formacion de neuritas, similares a lo reportado
por Riva ¢f al., en sus trabajos realizados en 2014 y 2016. Sin embargo, se observa una disminucion en la
viabilidad celular (Figura 13) a partir del décimo dia de tratamiento, esto correlaciona con los resultados
obtenidos en el analisis de ciclo celular, donde existe un incremento en la fase Sub GO de las células C6
expuestas a este farmaco (Figura 14).Estos resultados apoyan a lo sefialado por Benitez ef al, 2008,
empleando la concentracion de ImM de VPA disminuye la proliferacion celular en la linea celular C6 de

glioma de rata a tiempos de 24, 48 y 72 horas después del tratamiento.

El DMSO es un compuesto cominmente empleado como vehiculo terapéutico”. Recientemente se ha
descrito que interviene como modulador epigenético induciendo cambios en el estado de metilacion del
ADN”El DMSO ha sido reportado como modulador de crecimiento y diferenciacién hepatica®™. Sin
embargo, existen pocos reportes que utilicen este compuesto como agente quimioterapéutico contra gliomas.
Este trabajo mostré que el DMSO no induce cambios morfologicos en su tamafo y forma en las células de
glioma C6 con respecto al control (Figura 10), no induce efectos citotoxicos en las células tratadas (Figura
13), ni arresto en el ciclo celular, este resultado difiere de lo reportado por Fiore & Degrassi, 1999, donde
describen que este compuesto artesta el ciclo celular en la fase GO/G1, sugieren que el incremento de
cadherinas y los genes p27 y Bcl-2 estan implicados en el control del crecimiento y la adhesion celular,
ocasionando el arresto del ciclo celular en la fase GO/G1. Ademas, al realizar el analisis de expresion de
marcadores de células troncales y diferenciacion, no observamos cambios en la expresién con respecto al

control (Figuras 15-17)

La teofilina es un estimulante del SNC y un broncodilatador, que interviene como antagonista no selectivo
de los receptores de la adenosina A; y A>A e inhibe las fosfodiesterasas (PDE), dirigiendo la acumulacion de
AMPc'”. Tas metilxantinas han sido reportadas como inductores de apoptosis e inhibidores de la
proliferacion de células tumorales'*. Sin embargo, existen pocos estudios que intervengan sobre la
diferenciacion de esta poblacion celular!'®. Los resultados obtenidos con la concentracién 1mM de teofilina
en la linea celular de glioma de rata C6 muestran un efecto citotoxico a partir de 24 horas de tratamiento, asi
como un incremento de en la fase SubGO del ciclo celular, esta fase en indicativa de muerte celular (Figura
15). Estos resultados correlacionan con lo reportado por Eun-Yi ef al, 2012, donde mostraron un
comportamiento dosis-dependiente de la teofilina sobre la viabilidad de las lineas celulares de glioma de
humano A172 y US7MG. En los afios 70 Masakatsu & Sato reportaron en sus trabajos que la teofilina a una
concentracion 1mM induce cambios morfolégicos que asemejan a células gliales, asi como un incremento
en la expresion del marcador glial S-100 en células de glioblastoma humanas y células de glioblastoma

inducidas por metilcolantreno en la cepa C57 de ratén.
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Estas investigaciones difieren de los resultados obtenidos en este trabajo, atribuido al comportamiento
heterogéneo entre un cultivo primario y una linea celular, explicando la susceptibilidad citotdxica de la linea
celular C6 a la concentracion 1mM de teofilina, lo que sugiere el uso de este farmaco a concentraciones
menores, tal como lo reportado por Takanaga ez a/, 2004 donde emple6 la concentracion de 0.25 mM
teofilina en combinacién de Bt,AMP, este origina la fosforilacion retardada del transductor de sefial y
activador de la transcripcion 3 (STAT3) esencial para la activacion del promotor GFAP inducida por AMPc

promoviendo la diferenciacion astrocitica de la linea celular de glioma de rata C6.

Recientemente Chu et al., 2015 han reportado que el tratamiento con la combinacién de 1 uM ATRA y ImM
VPA disminuye la expresion de GFAP e incrementa la expresion de TUJ-1 y MAP-2 sugiriendo que esta
combinacién induce la diferenciaciéon de CTC hacia linaje neural. En este proyecto se evalué el efecto 2 vitro
de la combinacion de los agentes inductores de diferenciacion en la linea de glioma C6. Se observé un efecto
citotoxico de la mezcla a partir de 24 horas de exposicion (Figura 14), este efecto fue atribuido al uso de
teofilina. Se realiz6 un nuevo tratamiento descartando el uso de este compuesto. La combinacién del ATRA,
DMSO y VPA induce la formacién de neuritas similares a las desarrolladas en las células expuestas al VPA
a partir de 72 horas (Figura 11). Ademas, de incrementar la expresion del marcador molecular GFAP a quince
dias de exposicion (Figura 18), sugiriendo que esta combinacion estimula mecanismos de diferenciacion de

células C6 hacia el linaje astrocitico.

Actualmente, se ha descrito que el retinol actia como un agente quimiopreventivo, incrementando la
supervivencia y el tiempo de desarrollo tumoral en ratas Sprague-Dawley expuestas a ENU. Sin embargo, el
trabajo de Ross et al., 1998 sugiere que la administracion crénica de vitamina A no disminuye la incidencia y
el grado de malignidad tumoral. En el presente trabajo se utilizé la combinacién de compuestos como una
propuesta quimiopreventiva para evitar o retardar el desarrollo de los tumores inducidos con ENU, al
estimular la diferenciacion de células blasticas gliales al inicio de la transformacion tumoral. No obstante, en
este trabajo no se encontraron diferencias significativas (p=0.05) en la supervivencia y tiempo de desarrollo
de tumores entre ambos grupos experimentales (Figura 18), mostrando una incidencia acumulada de tumores
cerebrales del 52% en el grupo control con respecto al grupo terapéutico (48%) (Figura 19). Los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que la combinaciéon de los diferentes agentes no ejerce un efecto
quimiopreventivo en ratas expuestas a ENU que permita la modulacion de diferenciacién de células

neoplasicas, esto atribuido a una posible accién inhibitoria entre los mecanismos de accién de los farmacos.
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De acuerdo con la hipétesis planteada para el desarrollo de esta Tesis de Licenciatura, se obtuvieron las

siguientes conclusiones:

II.

III.

LLa combinacion de los compuestos (DMSO, VPA, ATRA y teofilina) induce un efecto citotéxico a
partir de las 24 horas de tratamiento, lo que correlaciona con el incremento de la fase SubGO del

ciclo celular.

La combinacién de los compuestos sin teofilina (ATRA, DMSO y VPA) induce la expresion del
marcador GFAP a los 15 dias, lo que sugiere que esta combinacién induce la diferenciacion de las

células de glioma de rata C6 hacia un linaje astrocitico.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la combinacién de los diferentes agentes no
ejerce un efecto quimiopreventivo en ratas expuestas a ENU, hay una disminucion en la incidencia

de tumores y no existe un incremento en la supervivencia de las ratas.
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II.

III.

PERSPECTIVAS

Realizar la curva de citotoxicidad de la teofilina en la linea celular de glioma C6.

Determinar por inmunofluorescencia el efecto de los agentes inductores de diferenciacioén sobre la

expresion de los marcadores de diferenciacion, en la linea de glioma Co.

Evaluar el efecto /z vivo de los agentes de diferenciacion (DMSO, teofilina, VPA y ATRA), en el

modelo subcutaneo de glioma C6.
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E's importante Iuchar y luchar, y seguir luchando, porque
solo entonces el mal puede mantenerse a raya, aunque
nunca se erradique.

s Dumbledore
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